Université de Montréal

Mécanismes impliqués dans les effets du récepteur a la (pro)rénine
sur le développement de 1'obésité et de ses complications

cardiométaboliques associées

par

Paul Tan

Département de Biochimie et médecine moléculaire

Faculté de Médecine

Thése présentée a la Faculté de Médecine en vue de

l'obtention du grade de Ph.D en Biochimie et Médecine Moléculaire

Octobre 2015

© Paul Tan, 2015



Université de Montréal

Faculté de Médecine

Cette thése intitulée :

Mécanismes impliqués dans les effets du récepteur a la (pro)rénine

sur le développement de 1'obésité et de ses complications reliées

présentée par
Paul Tan

a été évaluée par un jury composé des personnes suivantes :

Nikolaus Heveker, président-rapporteur
Julie Lavoie, directrice de recherche
Jolanta Gutkowska, co-directrice de recherche
Raynald Bergeron, membre du jury
Antony Karelis, examinateur externe

Marc Prentki, représentant du doyen



Résumeé

L'obésité est une maladie associée a de nombreuses complications comme le diabéte de
type 2, l'hypertension et le cancer. De nos jours, les modifications au mode de vie, tels
I’alimentation et le niveau d’activité physique, ne sont pas suffisants pour combattre les effets
déléteres de I'obésité. La pharmacothérapie est un traitement alternatif bien que les effets
bénéfiques soient temporaires et ne peuvent étre maintenus a long terme. Le besoin pour un
traitement bénéfique a long terme sans effet secondaire n'est pas comblé. Mieux connu pour
son role dans la régulation de la pression artérielle, le systeme rénine-angiotensine favorise
'entreposage du gras. Le récepteur a la prorénine et a la rénine est une composante du systéme
rénine-angiotensine. Ainsi, le récepteur qui amplifie l'activation de celui-ci pourrait avoir un
role clé dans le gain de masse grasse. Le but de ce projet de thése est d'évaluer le réle du
récepteur a la prorénine et a la rénine dans le développement de I'obésit¢ et de ses
complications chez la souris et ce, en utilisant une combinaison de dicte riche en gras et en
hydrates de carbone et du handle region peptide, un bloqueur du récepteur a la prorénine a la

rénine.

Apres une période de 10 semaines, nous avons constaté que 'expression et la protéine
du récepteur a la prorénine et a la rénine augmentent spécifiquement dans le tissu adipeux
sous-cutané et viscéral des souris obeses. Lorsqu'administré en concomitance avec une dicte
riche en gras et en hydrates de carbone, le handle region peptide favorise chez la souris des
diminutions des gains des masses corporelles et adipeuses viscérales. Une diminution de
l'expression de I'enzyme catalysant la dernicre étape de la lipogenése pourrait étre responsable
de la réduction de gras viscéral. Chez les mémes animaux, l'expression de plusieurs adipokines
est également diminuée dans le tissu adipeux suggérant une réduction de la résistance a
l'insuline, de l'inflammation et de l'infiltration des macrophages localement dans le gras sous-
cutané et viscéral. L'augmentation de l'expression d’un marqueur de I'adipogenése dans le tissu
adipeux sous-cutané pourrait suggérer un plus grand nombre d'adipocytes. Cela pourrait
tamponner l'exces d'acides gras libres circulants puisque nous avons constaté une diminution
de ce paramétre chez les souris ayant une dicte riche en gras et en hydrates de carbone et
traitées avec le peptide. Nous avons émis I'hypothése qu'un cycle futile pourrait étre activé
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dans le gras sous-cutané car nous avons observé une augmentation de I'expression de plusieurs
enzymes impliquées dans la lipogenése et dans la lipolyse. Le "brunissement" du tissu adipeux
est la présence de cellules similaires aux adipocytes bruns dans le tissu adipeux qui sont
caractérisés par une grande densit¢ mitochondriale et la thermogenése. L'augmentation de
l'expression des marqueurs de "brunissement" et de biogenése de mitochondrie dans le gras
sous-cutané suggere que le "brunissement" pourrait également étre activé dans ce dépdt de
gras. La sensibilité a l'insuline chez ces animaux pourrait étre améliorée telle que suggérée en
circulation par la diminution de l'insuline, par le glucose qui change peu, par 1'augmentation
du ratio glucose sur insuline ainsi que par un changement potentiel dans la corrélation entre le

poids corporel de la souris et les niveaux d’adiponectine circulante.

Nos travaux suggérent que le handle region peptide pourrait augmenter la capacité du
tissu adipeux sous-cutané a métaboliser les lipides circulants avec l'activation potentielle d'un
cycle futile et le "brunissement". Cela préviendrait le dépdt ectopique de lipides vers les
compartiments viscéraux comme le suggere la réduction de masse adipeuse viscérale chez les
souris ayant une diete riche en gras et en hydrates de carbone et traitées avec le peptide.
Utilisant un mod¢le de souris, cette étude démontre le potentiel pharmacologique du handle

region peptide comme un nouveau traitement pour prévenir l'obésité.

Mots-clés : obésité, systéme rénine-angiotensine, récepteur a la prorénine et a la rénine, handle

region peptide, tissu adipeux, adipokine, résistance a 1'insuline, cycle futile, "brunissement"
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Abstract

Obesity is a disease associated with multiple complications such as type 2 diabetes,
hypertension and cancer. Nowadays, lifestyle modifications, such as eating habits and physical
activity, are simply not enough to counter the deleterious effects of obesity. Pharmacotherapy
is used as an alternative treatment although beneficial effects are temporary and cannot be
maintained in the long run. The current medical need for a treatment with long term beneficial
outcomes devoid of side effects is unmet. Best known for its role in blood pressure regulation,
the renin-angiotensin system has recently been attributed a role in favouring fat storage. The
prorenin and renin receptor is a component of renin-angiotensin system that amplifies its
activation. Thus, the prorenin and renin receptor might play a key role in gaining fat mass. The
aim of this thesis is to investigate the role of the prorenin and renin receptor in the
development of obesity and its complications in mice using a combination of high-fat and high

carbohydrate diet and the handle region peptide, a blocker of the prorenin and renin receptor.

After a period of 10 weeks, we have found that the prorenin and renin receptor is
increased specifically in subcutaneous and visceral adipose tissue of obese mice. When
administered simultaneously with a high-fat and high-carbohydrate diet, the handle region
peptide reduced body weight gain in mice with similar decrease in visceral fat mass.
Decreased expression of the enzyme catalyzing the last step of lipogenesis could be
responsible for the reduction in visceral fat mass. In the same animals, the expressions of
several adipokines were also decreased in adipose tissue suggesting reduced insulin resistance,
inflammation and macrophage infiltration locally in subcutaneous and visceral fat. Increased
expression of a marker of adipogenesis in subcutaneous adipose tissue could suggest higher
adipocyte number. This would buffer excess circulating free fatty acid since we have noticed a
reduction in the latter in mice on a high-fat and high-carbohydrate diet and treated with the
peptide. We hypothesized that a futile cycle could be activated in subcutaneous fat because we
have observed increased expression of several enzymes implicated in lipogenesis and
lipolysis. « Beiging » is defined as the presence of brown-like adipocytes in adipose tissue
which is characterized by high mitochondrial density and thermogenesis. Increased expression
of markers for « beiging » and mitochondrial biogenesis in subcutaneous fat suggests that «
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beiging » could also be activated in this fat pad. Insulin sensitivity in these animals could be
improved as suggested in the circulation by decreased insulin, similar glucose, increased
glucose on insulin ratio as well as a possible change in the correlation between mouse body

weight and circulating adiponectin levels.

Our work suggests that the handle region peptide could increase the capacity of
subcutaneous adipose tissue to metabolize circulating lipids with a potential activation of a
futile cycle and « beiging ». This would prevent ectopic deposition of fat in visceral
compartments as suggested by the reduction in visceral fat mass in mice on high-fat and high-
carbohydrate diet and treated with the peptide. Using a mice model, this study demonstrates
the pharmacological potential of the handle region peptide as a novel treatment to prevent

obesity.

Keywords : obesity, renin-angiotensin system, prorenin and renin receptor, handle region

peptide, adipose tissue, adipokine, insulin resistance, futile cycle, « beiging ».
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Introduction

Chapitre 1 : L'obésité

1.1 - Généralité

L'Organisation mondiale de la Santé définit l'obésit¢ comme "une accumulation
anormale ou excessive de graisse corporelle qui représente un risque pour la santé". La
prévalence mondiale d'adultes en surpoids est estimée aux alentours de 1,6 milliard avec plus
de 400 millions d'individus obéses et elle 'augmente d'environ 0,3-0,8% annuellement depuis
les 30 derniéres années (1;2). Selon cette tendance, les statistiques risquent fortement

d'augmenter a 2,3 milliards et 700 millions respectivement cette année (2).

Quoi que la technologie puisse alléger nos taches au travail, & domicile et dans nos
déplacements, elle encourage toutefois 1'inactivité physique (3-5). Du co6té¢ de I’alimentation,
de nombreuses raisons vont aujourd’hui inciter les gens a consommer plus de produits a
densité énergétique ¢élevée (6-8). Par exemple, certaines personnes opteront pour du fast food
ou des repas congelés. Il s’aveére ainsi, qu’il y ait une diminution de la consommation de fruits
et légumes (9). La commercialisation, les campagnes publicitaires et 1’accessibilité a la
nourriture malsaine expliquent en partie cette transition vers la mauvaise alimentation. La
croyance voulant que les personnes a haut revenu ont plus de risques d'étre obeses
comparativement aux personnes a bas revenu est devenue un mythe, puisque des études
récentes suggerent le contraire (10). La valeur marchande pour les produits a dense énergie est
plus faible que celui des fruits et 1égumes. Avec un budget limité, les aliments calorifiques

sont plus économiques.



1.2 - Mesures anthropométriques

L'obésité est évaluée par des index calculés a partir de parameétres anthropométriques.
L'indice de masse corporel (IMC) est la mesure la plus utilisée et permet de classifier les
individus en divisant leur poids corporel en kilogrammes par leur taille en métres au carré
(kg/mz) (Tableau I, Page 3). Un individu est classé normal avec un IMC entre 18,50 a 24,99
kg/m®. Au fur et & mesure que la personne gagne en poids, elle se retrouve éventuellement
dans la catégorie de surpoids avec un IMC entre 25 & 30 kg/m”. Les individus obéses ont pour
leur part un IMC plus grand que 30,00 kg/m” sans aucune limite supérieure. De maniére
similaire, un individu est class¢é comme étant maigre lorsque son IMC est en dessous de la
norme, c'est-a-dire plus faible que 18,50 kg/m” sans aucune limite inférieure. L'IMC est une
mesure qui correle avec les risques cardiovasculaires. Par exemple, I'augmentation de I’'IMC
est associée a une hausse de pression artérielle, de glycémie et de cholestérol, facteurs de
risque pour la maladie coronarienne chez I'homme (11). Bien que I'IMC soit couramment
utilis¢ pour I’identification des individus obéses, cet indice posséde une limitation. Il est
d’ailleurs impossible de différencier 1'abondance de la masse grasse et de la masse maigre en
se basant uniquement sur I'MC d'un individu. Une personne qui s'entraine a plus de masse
musculaire, son poids corporel augmente et son IMC surévalue sa masse grasse. Par
conséquent, cet individu est class¢ dans la catégorie de surpoids. De la méme fagon, un
individu perdant sa masse musculaire aura un IMC qui sous-évalue sa masse grasse. Toutefois,
il faut demeurer prudent avec la classification de I'IMC fournie par I'Organisation mondiale de
la Santé puisqu’elle ne peut pas étre appliquée a toutes les populations ethniques. Par exemple,
pour un méme IMC, une personne asiatique a plus de masse grasse et a un plus grand risque
de développer une comorbidité reliée a 1'obésité qu'un individu caucasien (12;13). Ainsi, si
I’on se référe uniquement sur les limites fixées par 1'Organisation mondiale de la Santé,
certains individus a risque ne seront pas détectés ou mal catégorisés. C’est pourquoi,
|'Organisation mondiale de la Santé a ainsi établi une échelle d'IMC mieux adaptée pour

différentes populations asiatiques (14).



Tableau I. Classification des individus par leur indice de masse corporelle selon

I'Organisation mondial de la Santé

Classification IMC (kg/m?2)
Maigre <18,50
Minceur severe <16,00
Minceur modérée 16,00 — 16,99
Minceur legere 17,00 - 18,49
Normal 18,50 - 24,99
Surpoids 225,00
Pré-obése 25,00 - 29,99
Obese =230,00
Obese de classe | 30,00 - 34,99
Obese de classe Il 35,00 - 39,99
Obese de classe ll| 240,00

Données provenant du site internet de I'organisation mondiale de la Santé

(http://apps.who.int/bmi/index.jsp?introPage=intro_3.html).  Consultation et traduction

francaise en date du 2 juin 2015. IMC, indice de masse corporel.

En raison de ces limitations, I'IMC est souvent utilisé conjointement avec la mesure du
tour de taille d'un individu en centimétres (Tableau II, Page 4). Un tour de taille plus élevé
que 94 cm chez I'homme et 80 cm chez la femme représente un risque modéré de développer
une comorbidité. Lorsque les valeurs sont supérieures a 102 cm chez I'homme et 88 cm chez la
femme, les risques de complications sont nettement plus élevés. Une corrélation positive
existe entre le tour de taille et I'occurrence d'événement cardiovasculaire ou une augmentation

de 1 cm accroit les risques de 2% (15). Une autre mesure anthropométrique est le ratio du tour
3



de taille sur le tour de hanche. La supériorité de cette mesure par rapport au tour de taille afin
de prédire par exemple les risques cardiovasculaires est toutefois discordante (16). Ceci est
potentiellement dii au fait que les mesures anthropométriques peuvent varier selon le

manipulateur et I’endroit exacte ou la mesure est prise.

Tableau II. Limites du tour de taille et risque de complications selon 1'Organisation

mondial de la Santé

Homme Femme Risque de complication
Tour de taille (cm) >94 >80 Modeste
Tour de taille (cm) >102 >88 Elevé

Données provenant du site internet de I'organisation mondiale de 1la Santé
(http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/44583/1/9789241501491 eng.pdf?ua=1).

Consultation et traduction frangaise en date du 8 juin 2015.

1.3 - Complications de I'obésité

L'obésité est associée a des complications telles que les maladies cardiovasculaires, le
diabete et le cancer. Selon 1'Organisation mondiale de la santé, le nombre de déces attribué a
'obésité était de 2,8 millions par année en 2002 (17). L'obésité contribue jusqu'a 70% des cas
d'hypertension et le risque de développer cette complication est 5 fois plus élevé chez les
individus obéses (18;19). Le risque de maladie coronarienne et de diabéte augmentent de 3%
et 9% respectivement pour chaque kilogramme de gain de poids (20;21). Le risque de
développer un diabéte de type 2 augmente avec I'IMC et la durée qu'un individu demeure en
surpoids ou obése (22). Le surpoids et 1'obésité contribuent a environ 44% des cas de diabéte
(23). En 2001, le cofit associ¢ aux soins de santé pour le traitement de I'obésité était pres de

10% des dépenses médicales totales, soit 123 milliards de dollars et ce, uniquement aux Etats-

Unis (24).



1.4 - Traitements actuels pour 1'obésité

Afin de traiter I'obésité, un changement de mode de vie est souvent recommandé et
représente la premiére forme de traitement proposé, c'est-a-dire faire de l'activité physique et
modifier la di¢te en priorisant une alimentaire faible en gras et en glucide et riche en fibre.
Cette combinaison permet de réduire le risque de développer le diabéte et les maladies
cardiovasculaires (25). Pour un individu obese, une faible perte de poids peut diminuer la
pression artérielle, le glucose et les lipides circulants ainsi que le risque de cancer (26).
Lorsque le changement de mode de vie échoue, la pharmacothérapie est le second traitement
utilisé. Les recommandations de I'Institut national de la Santé suggerent que la
pharmacothérapie ne soit proposée qu'a des individus obéses avec un IMC de plus de 30,00
kg/m” ou aux individus en surpoids avec un IMC de 27,00 kg/m” accompagnés d'au moins une
complication liée a 1'obésité (18). Quoiqu’il existe peu de médicaments disponibles sur le
marché pour réduire le gain de poids corporel, I’orlistat est un inhibiteur des lipases
intestinales qui inhibe l'absorption de gras. Toutefois, I'administration de l'orlistat produit des

effets secondaires gastro-intestinaux (27).

Lorsque les deux méthodes de traitement mentionnées ci-haut ne produisent que peu
d'effet sur la prise de poids corporel ou que les effets secondaires sont considérables, la
chirurgie bariatrique est a ce moment ultimement utilisée. Elle consiste a restreindre
'absorption de nutriment en modifiant anatomiquement le systeéme digestif en réduisant
l'espace allouée aux aliments dans l'estomac. La chirurgie bariatrique n'est pas accessible a
tous les patients obéses. Selon les lignes directrices de 1'Institut national de la Santé et pour
étre ¢éligible a la chirurgie bariatrique, un individu doit avoir une obésité de classe II
représentée par un IMC égale ou supérieur a 35,00 kg/m* (28). Selon une étude réalisée
pendant 10 ans, plusieurs types de chirurgie bariatrique (i.e. pontage gastrique) donnent de
meilleurs résultats sur la perte de poids chez des sujets obéses que le traitement conventionnel,
c'est-a-dire le changement de mode de vie et la pharmacothérapie (29). De plus, la chirurgie
bariatrique améliore le diabéte de type 2, I'hypertension et l'apnée de sommeil tout comme les

deux autres types de traitement (30). Malgré les effets bénéfiques rapportés, des décés



opératoires (0,31%), complications post-opératoires (17%) et des ré-opérations (7%) ont été

rapportés (31).

A l'exception de la chirurgie bariatrique, les traitements disponibles a I'heure actuelle
pour les patients obeses ont des effets bénéfiques a court terme et échouent souvent a long
terme. Toutefois, les traitements comme la pharmacothérapie et la chirurgie bariatrique ont des
effets secondaires pouvant dans certains cas étre plus nuisibles que les effets bénéfiques. Il est
essentiel de rappeler ici que le risque de développer un diabéte de type 2 augmente avec 1'TMC
méme si ’individu est seulement en surpoids (22). Dans les années a venir, il sera donc
important d’avoir les outils pour identifier ces individus a risque et leur procurer un traitement
adéquat afin de réduire le gain de poids corporel. Dans le futur, le défi pour le traitement de
I'obésité sera de mettre sur le marché des médicaments ayant moins d'effets secondaires,
produisant des effets bénéfiques maintenus sur une plus longue durée en rendant les
traitements financiérement plus accessibles aux utilisateurs. A I’égard du patient, le défi sera
de créer des programmes de suivi a long terme non seulement pour les individus obéses mais

¢galement pour les personnes a risque.



Chapitre 2 : Le tissu adipeux

2.1 - Généralité

Aprées un repas, les nutriments sont absorbés par le systeme digestif et entreposés pour
une utilisation ultérieure. Chez un individu sain, la balance entre I’absorption d’aliments et la
dépense ¢énergétique est maintenue. Cette homéostasie est perturbée lorsque I'apport
alimentaire est plus élevé que la dépense énergétique. L'exces de calorie est entreposé dans les
dépots de gras appelé tissu adipeux. Ce dernier représente la réserve énergétique principale du
corps conservant les acides gras sous forme de triglycérides (TG). L'obésité se développe
quand le poids corporel d'un individu est augmenté en raison d'une hausse considérable de la
masse grasse. Chez I'homme, le nombre d'adipocytes (cellules du tissu adipeux) augmente
durant l'enfance et 1'adolescence mais son changement est minime aprés 1’age adulte tant chez
les individus minces que ceux obeses suggérant ainsi que ce nombre est déterminé durant la
jeunesse (32). Le tissu adipeux a toujours ¢été percu comme un tissu servant uniquement a
entreposer l'exces d'énergie. Récemment, il est devenu claire que le tissu adipeux exerce aussi
une fonction endocrinienne avec la capacit¢ de produire et de sécréter des adipokines
(hormones sécrétées par le tissu adipeux). Il y a trois catégories de tissus adipeux principaux
dont le tissu adipeux blanc (WAT), le tissu adipeux brun (BAT) et le tissu adipeux beige. Le
WAT entrepose I'énergie, le BAT active la dépense énergétique par thermogenese et le tissu

adipeux beige fait les deux.

2.2 - Tissue adipeux blanc

Le WAT est form¢é majoritairement d'adipocytes contenant des gouttelettes lipidiques
mais il y a également d'autres types de cellules (Figure 1, Page 8). Il est composé de tissu
conjonctif, cellules souches, préadipocytes, fibroblastes, cellules endothéliales, macrophages
et cellules immunitaires (33). Les lipides sont d'abord entreposés dans le tissu adipeux sous-
cutané (SCF) tant que la capacité maximale de stockage de ce gras n'est pas atteinte. Lorsque
le SCF est saturé, l'exces est redirigé vers différents tissus périphériques qui n'entreposent pas

normalement les acides gras d'ou la formation de tissu adipeux viscéral (VAT).
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Figure 1. Structure simplifiée du tissu adipeux blanc et d'un adipocyte blanc



Le WAT se subdivise en deux types dont le SCF et le VAT. La différence entre ces
dépots de gras n'est pas uniquement dans leur localisation anatomique. Le SCF occupe environ
80% de la masse totale du gras corporel chez 'homme alors que le VAT occupe grossiérement
le reste (34). Avec l'obésité, la distribution du SCF differe selon le sexe soit par une
accumulation abdominale chez I'homme (androide) et une accumulation glutéofémorale chez
la femme (gynoide). La circulation du SCF se déverse dans le systéme veineux local alors que
celle du VAT est directement reliée au foie en se déversant dans la veine porte hépatique qui
est généralement plus vascularisé (33;35). La conséquence d'un tel réseau expose le foie aux
acides gras et adipokines libérés par le VAT et peut par exemple produire une inflammation
hépatique. Chez I'homme, la lipolyse induite par les catécholamines est plus élevée dans le
VAT que dans le SCF. Ceci est probablement dii a une différence régionale dans la densité des
récepteurs B-adrénergiques (36;37). Chez les sujets obeses, la différentiation des préadipocytes
isolées du SCF en adipocyte est plus élevée que celle dans le VAT, de plus, le SCF a une plus
grande population de petites cellules (38). En général, les petits adipocytes sont plus sensibles
a l'insuline et ont une plus grande capacité a entreposer les acides gras. De plus, le profil
d'expression de génes du SCF et du VAT semble étre différent. Chez la femme, un surplus de
poids entraine une augmentation de l'expression des génes responsables de 1'inflammation et
du stress oxydatif dans le VAT alors qu'une augmentation des geénes impliqués dans
I'homéostasie de l'insuline est observée dans le SCF (39). La différence entre ces deux types
de gras a ét¢ mise en évidence par une transplantation de SCF de souris normale vers un site
viscéral. Apres 12 semaines, une diminution de masse grasse et une meilleure sensibilité a
l'insuline ont été rapportés alors que ces observations sont moindres ou nulles aprés une
transplantation de VAT vers un site sous-cutané (40). Cette étude démontre que le SCF
posséde des propriétés intrinséques différentes du VAT lui permettant d'améliorer le statut
métabolique de la souris. De plus, une transplantation de VAT de souris vers une région sous-
cutanée du méme animal convertit le profil d'expression du VAT en SCF aprés 3 semaines

(41).



2.3 - Tissue adipeux brun

Contrairement au WAT qui entrepose 1'énergie, le BAT dissipe 1'énergie sous forme de
chaleur lorsqu'un individu est exposé au froid ou lors d’une thermogenése postprandiale (42).
Le role essentiel du BAT dans la protection contre le froid est clairement démontré chez la
souris avec la protéine de découplage 1 (UCPI) désactivée, une protéine impliquée dans la
thermogenése (43). Ces animaux sont sensibles au froid suggérant que la thermogenése est
défectueuse et ce phénotype est présent indépendamment du sexe et de 1'age des souris. Chez
I'homme, le BAT a été initialement détecté a l'aide de tomographie par ordinateur et
tomographie par émission de positron en utilisant du '*F-fluorodeoxyglucose (44). La
détection du traceur indique la capture de glucose par un tissu et le couplage avec la
tomographie identifie du tissu adipeux présent dans les régions du cou et des épaules. Le fait
que la capture du traceur augmente a basse température suggere que cette région contient du

tissu adipeux brun.

Les adipocytes dans le BAT contiennent des petites gouttelettes lipidiques et beaucoup
de mitochondries (Figure 2, Page 11). Ils expriment une composante mitochondriale unique
nommée UCP1 (45). L'adénosine triphosphate (ATP) est produite par les mitochondries a
partir de 1'adénosine diphosphate et représente la source d'énergie cellulaire (Figure 2). Durant
la phosphorylation oxydative, les protons sont transportés de la matrice mitochondriale vers
l'espace intermembranaire par la chaine de transport des électrons. Le gradient créé permet aux
protons de retourner vers la matrice mitochondriale a travers I'ATP synthase en synthétisant
I'ATP (46). L'UCP1 découple la chaine de transport des électrons et les protons contournent
I'ATP synthase. Par conséquent, la production d'ATP est arrétée et le passage des protons a
travers 'UCP1 génére de la chaleur. Toutefois, il est a noter que la synthése d'ATP et le

découplage ne sont pas efficaces a 100%.
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Figure 2. Structure simplifiée d'un adipocyte brun et sa production de chaleur

Lors du découplage de la synthése d'ATP, les protons passent de la matrice mitochondriale
vers l'espace intermembranaire par la chaine de transport des électrons. Le gradient créé
retourne une partie de ces protons vers la matrice mitochondriale a travers 1'UCP1 sans
synthétiser de 1'ATP et générer de chaleur. ADP, adénosine diphosphate; ATP, adénosine
triphosphate; H', proton; UCP1, protéine de découplage 1.
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2.4- Tissu adipeux beige

Récemment, un troisiéme type de tissu adipeux a été découvert et se nomme le tissu
adipeux beige. Le gras beige est un WAT composé d'adipocyte blancs et beiges (Figure 3,
Page 13). Contrairement aux adipocytes blancs mais similaire aux bruns, les adipocytes beiges
sont caractérisés par une forte proportion de mitochondries et ses gouttelettes lipidiques sont
petites et nombreuses (Figure 3). Toutefois, il est important de mentionner que les cellules a
I’origine des adipocytes blancs et beiges proviennent de souches différentes de celles des
adipocytes bruns. En effet, celles qui produisent les adipocytes blancs (du moins pour le SCF)
et beiges expriment le récepteur alpha du facteur de croissance dérivé des plaquettes alors que
celles des adipocytes bruns expriment le facteur myogénique 5 (47;48). Le "brunissement" du
WAT lui confére par exemple une capacité de thermogenese similaire au BAT. La composante
déclenchant ceci dans le WAT est le domaine PR contenant 16 (PRDM16) et elle induit
l'expression de plusieurs genes incluant le coactivateur 1-alpha du récepteur gamma activé par
les proliférateurs de peroxysomes (PGCla) impliqué dans la biogenése de mitochondries
(49;50). Il n'est pas encore clair si les adipocytes beiges proviennent de la conversion
d'adipocytes blancs existants ou d'une différentiation de novo de préadipocytes (48). Les
adipocytes blancs et beiges n'ont pas de propriété thermogénique en condition basale et une
fois stimulée par le froid ou un agoniste des récepteurs B-adrénergiques, le programme de
thermogenése est uniquement inductible dans les adipocytes beiges (51). Au cours de cette
thése, nous avons évalué s’il y a un "brunissement" potentiel du tissu adipeux chez la souris
suite a 'observation qu’un cycle futile pourrait étre activé dans le gras (Chapitre 7, Page

133).
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Figure 3. Structure simplifiée du tissu adipeux beige et d'un adipocyte beige
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2.5 - Lipogenese et lipolyse

Pour la lipogenése, deux substrats de départ sont nécessaires dont un acide gras CoA
(FA CoA) et un glycérol-3-phosphate (G3P). Les FA CoA sont synthétisés a partir de
malonyl-CoA et d'acétyl-CoA par la synthase des acides gras (FAS) (Figure 4, Page 15). Le
malonyl-CoA est obtenu avec la conversion de l'acétyl-CoA par l'acétyl-CoA carboxylase
(ACC) et représente I'étape limitante dans la synthése des acides gras (52). Le G3P est obtenu
par phosphorylation d’un glycérol, par le glycérol kinase (GyK) ou par la glycérol-3-
phosphate déshydrogénase (GPDH). Une fois transportés dans les adipocytes, les FA CoA
sont entreposés sous forme de TG par une succession d'étapes impliquant des enzymes
lipogéniques (Figure 4) (53). La premicre étape consiste a coupler un FA CoA a un G3P par
la glycérol-3-phosphate acyltransférase (GPAT) pour former le monoacylglycérol (MAG). Ce
dernier est converti en diacylglycérol (DAG) en rajoutant un deuxieme FA CoA, une étape
catalysée par le monoacylglycérol acyltransférase (MGAT). Finalement, le triacylglycérol
(TAG) est formé par I'ajout d'un troisieme FA CoA au DAG par la diglycéride acyltransférase
(DGAT). Lorsque le corps manque d'énergie, la lipolyse est activée libérant les réserves de TG
du tissu adipeux pour les distribuer aux tissus périphériques qui en ont besoin (Figure 4). Le
TAG est transformé en DAG en enlevant un acide gras par la lipase de triglycéride du tissu
adipeux (ATGL). Le DAG est par la suite converti en MAG en relachant un autre acide gras
par la lipase hormono-sensible (HSL). Finalement, le MAG est converti en glycérol et acide

gras par la monoacylglycérol lipase (MGL).
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Figure 4. Etapes de la lipogenése et lipolyse

Deux substrats sont nécessaire pour effectuer la lipogenese : un FA CoA et un G3P. Les FA
CoA sont produits a partir de malonyl-CoA et d'acétyl-CoA par la FAS. Le malonyl-CoA est
obtenu avec la conversion de l'acétyl-CoA par I'ACC. Le G3P est produit par la
phosphorylation d’un Gly par la GyK ou par la GPDH. Durant la lipogenése, un FA CoA et un
G3P sont convertis en TAG en 3 étapes par la GPAT, MGAT et DGAT en ajoutant un FA
CoA a chaque étape. Durant la lipolyse, le TAG est converti en FFA et Gly en 3 étapes par
I'ATGL, HSL et MGL en relachant un FFA a chaque étape. ACC, acétyl-CoA carboxylase;
ATGL, lipase de triglycéride du tissu adipeux adipeux; DAG, diacylglycérol; DGAT,
diglycéride acyltransférase; FAS, synthase des acides gras; FFA, acide gras libre; G3P,
glycérol-3-phosphate; Gly, glycérol; GPAT, glycérol-3-phosphate acyltransférase; GPDH,
glycérol-3-phosphate déshydrogénase; GyK, glycérol kinase; HSL, lipase hormono-sensible;
MAG, monoacylglycérol; MGAT, monoacylglycérol acyltransférase; MGL, lipase de
monoacylglycérol; TAG, triacylglycérol.

15



Le statut nutritionnel est un signal qui change la balance entre la lipogenese et la
lipolyse. Par exemple, la lipolyse est plus active que la lipogenese dans le tissu adipeux lors
d'un jeline prolongé. La transition entre les deux dépend des changements hormonaux.
L'insuline entraine une augmentation de l'expression génique et de l'activité de 'ACC et de
FAS dans le tissu adipeux du rat (54). Ceci suggere que 1'augmentation de 'insuline suivant un
repas favorise la lipogenese. Il semble que l'effet lipogénique de l'insuline est contrecarré par
la leptine, une hormone de satiété et un marqueur du tissu adipeux. Lorsque des préadipocytes
surexprimant la leptine sont exposés a l'insuline, 1'activité et 1'expression de 'ACC et le taux

de synthese d'acide gras sont réduits en comparaison aux cellules témoins (55).

2.6 - Fonction endocrinienne

Le tissu adipeux est un organe endocrinien sécrétant de multiples adipokines comme
par exemple la leptine et 1’adiponectine (56). L'expression et la sécrétion de plusieurs
adipokines dépend de la taille des adipocytes, du moins pour la leptine, du facteur de nécrose
tumorale alpha (TNFa), de la protéine 1 chimioattractante de monocyte (MCP-1) et de
l'adiponectine (57). Plus les adipocytes sont larges en diameétre, plus il y a sécrétion
d'adipokines de nature pro-inflammatoire, telles le TNFa et moins de sécrétions d'adipokines

de nature anti-inflammatoire comme I'adiponectine.

La leptine est principalement sécrétée par le tissu adipeux et les niveaux de cet
adipokine sont directement proportionnels a la quantité de masse grasse corporelle (58). En
condition post prandiale, elle agit au niveau de I'hypothalamus pour diminuer la
consommation alimentaire et augmenter la dépense énergétique et vice versa lorsqu'on est a
jeun (59). Avec l'obésité, le corps ne répond plus a la leptine en raison d'une résistance,
l'inhibition sur la prise alimentaire est défectueuse et une hyperphagie (manger abondamment)
s'ensuit. Cette résistance résulte d’une diminution de la signalisation de la leptine dans

I'hypothalamus (60).
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La résistine est un autre adipokine jouant un role dans la résistance a l'insuline. La
résistine circulante est augmentée chez les souris avec une obésité induite par une dicte riche
en gras et les souris génétiquement obeses telles les ob/ob et db/db (déficience en leptine et en
récepteur a la leptine respectivement) (61). Une injection de résistine chez la souris cause une
intolérance au glucose qui est associé a une diminution de 1'absorption du glucose induite par
l'insuline dans les cellules musculaires et les adipocytes causée par une réduction de l'activité

des transporteurs de glucose (61;62).

L'adiponectine est exclusivement produite et sécrétée par le tissu adipeux. Cette
protéine est une hormone sensibilisant le corps a l'insuline. Les souris ayant une délétion de
l'adiponectine sont plus résistantes a I'insuline occasionnant une inflammation du tissu adipeux
comme le refléte I'augmentation des acides gras circulants et le défaut dans la signalisation de
l'insuline au niveau du muscle (63). Contrairement a la plupart des autres adipokines, les
niveaux d'adiponectine diminuent avec 1'obésité (64). Elle circule sous 3 formes classées par le
poids moléculaire dont la forme a haut poids, moyen poids et petit poids moléculaire (65).
Chez I'homme, la forme a haut poids moléculaire est la plus active et correle le plus avec la

sensibilité a I'insuline et non la somme totale de toutes les formes (66).

Le TNFa est un adipokine pro-inflammatoire qui augmente en expression avec
l'obésité dans le tissu adipeux (67). TNFa provoque la résistance a 1'insuline principalement en
détériorant la signalisation de l'insuline dans le muscle et le tissu adipeux (68). Dans les
adipocytes humains, le TNFa semble aussi activer la lipolyse dans le tissu adipeux en
augmentant les niveaux intracellulaires d'adénosine monophosphate cyclique représentant une
étape importante pour l'activation de HSL (enzyme lipolytique, Figure 4, Page 15) par la
protéine kinase A (69). De plus, TNFa vient moduler l'expression d'autres adipokines soit par

l'expression génique de I'adiponectine est réduite par TNFa dans les adipocytes (70).

La MCP-1 est produite par les macrophages servant a recruter les monocytes vers les
tissus inflammés, tel le tissu adipeux, et elle est requise pour l'infiltration des macrophages

dans le tissu adipeux durant l'obésité¢ (71). Chez les souris ob/ob génétiquement obeses,
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l'expression génique de MCP-1 est plus élevée dans le tissu adipeux que dans les autres tissus
et représente la source majeure de MCP-1 chez ces animaux (72). Les niveaux de MCP-1
augmentent davantage a une dose ¢élevée d'insuline administrée aux souris o0b/ob

comparativement aux souris sauvages.
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Chapitre 3 : Le systéme rénine-angiotensine

3.1 - Historique

I1 serait inappropri¢ de décrire le systeme rénine-angiotensine (RAS) sans souligner les
travaux accomplis par Tigerstedt et Bergman permettant la découverte de la rénine dans des
extraits rénaux de lapin en 1898 (73). Ils avaient observé que l'injection de ces extraits
augmentait la pression artérielle chez ces animaux. Contrairement a 1'injection intraveineuse,
l'injection de la rénine pure dans d’autres endroits amene peu de vasoconstriction chez le chien
suggérant qu'une composante supplémentaire dans le sang est nécessaire pour obtenir les effets
presseurs de la rénine (74). Ces observations ont ultérieurement menées a l'identification de
l'angiotensinogéne (AGT) et de l'angiotensine (Ang). L'injection intraveineuse de I'Ang II chez

le chat produit une augmentation aigiie de la pression artérielle (75).

3.2 - Composantes du RAS
3.2.1 RAS classique

Comparé au RAS moderne, le RAS classique systémique était trés simple (Figure 5,
Page 20). L'AGT est le seul substrat de la rénine synthétisé par le foie. Une fois sécrétée en
circulation, il est converti en Ang I par la rénine circulante, une enzyme produite et sécrétée
par les cellules juxtaglomérulaires du rein. La rénine est responsable de I'étape limitante du
RAS. Cette réaction est «espéce-spécifique» puisque la rénine de souris ne clive pas 'AGT
humain (76;77). Initialement produite sous forme de précurseur inactif appelé prorénine, la
rénine est activée par une proconvertase ou la proenzyme subit un clivage de 43 acides aminés
du co6té N-terminal (78). La conversion subséquente de 1'Ang I par 1'enzyme de conversion de
I'Ang (ACE) provenant des poumons génére 1'Ang II, le peptide actif du RAS. Cette hormone
se lie a deux récepteurs dont le récepteur type 1 de l'angiotensine II (AT1IR) et le récepteur
type 2 de l'angiotensine II (AT2R). Les effets physiologiques de I'Ang II via 'AT1R sont
multiples et incluent la vasoconstriction, la réabsorption d'eau et de sodium, la glycogénolyse,
la croissance cellulaire, la formation de superoxyde et l'inflammation. Ces effets sont opposés

lorsqu’il se lie a 'AT2R (79;80).
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Figure 5. Systéme rénine-angiotensine classique systémique

L'AGT, substrat synthétisé par le foie, est converti en Ang I par la rénine sécrétée par les reins.
L'Ang I est clivé par I'ACE provenant des poumons pour générer de I'Ang II qui se lie a
I'ATIR et 'AT2R. ACE, enzyme de conversion de l'angiotensine; AGT, angiotensinogene;
Ang, angiotensine; AT1R, récepteur type 1 de I'Ang II.
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3.2.2 RAS moderne

Le RAS dit "moderne" comprend toutes les nouvelles composantes découvertes depuis
les 5 dernieres décennies (Figure 6, Page 22). Par exemple, I'Ang Il n'est plus le seul effecteur
du RAS car le peptide peut étre clivé davantage par I'aminopeptidases A pour générer 1'Ang II1
et I’Ang III par I'aminopeptidase N pour générer I'Ang IV (81;82). Tout comme 1'Ang II, I'Ang
IIT se lie a 'ATIR mais avec une moindre affinité alors que 1'Ang IV se lie a 'AT4R aussi
connu sous le nom d'aminopeptidase régulée par l'insuline (IRAP). Les roles physiologique de
I'Ang IV via 1'AT4R/IRAP incluent notamment la vasodilatation, une diminution de la
réabsorption du sodium et une amélioration de la mémoire (80). Le dernier mais non le
moindre, I'Ang II peut étre converti par I'ACE2 (une isoforme d'ACE produite par le coeur et
les reins) pour générer de I'Ang 1-7 (83). Ce dernier se lie au récepteur Mas (MasR) pour
produire des effets physiologiques opposés a ceux de I'AT1R notamment la vasodilatation et
un effet anti-prolifération (84). De plus, I'Ang I peut aussi étre converti en Ang 1-7 plutot
qu'en Ang II. Ceci se fait avec un premier clivage par I'ACE2 pour générer de 1'Ang 1-9 suivi

d'un second clivage par I'ACE produisant 1'Ang 1-7 (85).
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Figure 6. Systeme rénine-angiotensine moderne

L'AGT est converti en Ang I par la rénine et un second clivage par I'ACE produit I'Ang IT qui
se lie a 'ATIR et I'AT2R. L'Ang II peut étre converti en Ang III par I’aminopeptidase A et
I’Ang III en Ang IV par I’aminopeptidase N et ces peptides se lient a I'AT1R et I'AT4R/IRAP
respectivement. L'Ang II peut étre converti en Ang 1-7 par 'ACE2 et le peptide se lie au
MasR. L'Ang I peut aussi étre converti en Ang 1-7 en deux étapes par 'ACE2 et I'ACE
respectivement. Les nouvelles branches sont encadrées. Les mots en vert représentent les
enzymes et ceux en rouge représentent les récepteurs. La fleche en pointillé représente une
moins grande affinit¢t. ACE, enzyme de conversion de I'angiotensine; AGT,
angiotensinogéne; Ang, angiotensine; ATIR, récepteur type 1 de I'Ang II; IRAP,

aminopeptidase régulé par 'insuline; MasR, récepteur Mas.
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3.3 - RAS local dans le tissu adipeux

Depuis longtemps, on attribuait au RAS systémique 1’enti¢re responsabilité des effets
physiologiques produits par I'Ang II telle la régulation de la pression artérielle. Toutefois, les
composantes du RAS comme I'AGT, la rénine et I'ACE sont également détectées dans les
tissus (86). Par exemple, les différentes composantes du RAS sont présentes localement dans
les tissus périphériques tels le coeur, le cerveau, le pancréas et le tissu adipeux (87). Par
conséquent, le RAS local pourrait contribuer aux effets physiologiques attribués au RAS

systémique.

Concernant le tissu adipeux, les composantes du RAS sont exprimées en gene dans le
VAT (épididymal) chez le rat (88). Chez I'homme, les geénes codant pour I'AGT, I'ACE et
I'ATIR sont présents dans le SCF, le VAT (omental) et les adipocytes (mammaire) (89;90).
L'AT2R est aussi exprimé et présent dans les adipocytes 3T3-L1 (lignée murine stable) et
humains (91). La rénine est exprimée dans le SCF abdominal humain et dans les adipocytes du
méme tissu (90). Toutefois, I'expression génique de la rénine dans le tissu adipeux n'est pas
observée dans plusieurs études impliquant des sujets humains ou des rongeurs (89;92-94). Par
exemple, l'activité de la rénine est détectée dans le BAT dans une étude chez le rat mais le
gene n'est pas exprimé (95). Ces données suggerent que la rénine n'est pas produite de manicre
locale mais qu'elle provient probablement de la circulation. Cette discordance fut partiellement
résolue par une ¢tude faisant appel a la culture cellulaire d'adipocytes. Les auteurs ont
démontré que les genes pour 'AGT, la rénine, I'ACE et I'ATIR sont détectés dans les
préadipocytes et les adipocytes provenant de SCF humain (96). L'activité de la rénine est
¢galement observée dans ces cellules de méme que dans le milieu de culture suggérant que la
protéine est produite et sécrétée par les adipocytes. La sécrétion d'Ang II par les cellules est
¢galement observée. Cette étude in vitro suggere fortement que les adipocytes expriment et
produisent la rénine. La technique employée et la sensibilit¢ des méthodes peuvent expliquer
en partie les discordances comme le démontre une étude chez le rat cherchant a identifier
I'expression de la rénine dans le VAT (épididymal) (97). Les auteurs ont constaté que la rénine
est indétectable dans le VAT par la méthode de RT-PCR alors que le qPCR permet de valider

la présence de l'enzyme dans le méme tissu. /n vivo, les composantes du RAS dans le tissu
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adipeux résultent probablement de la combinaison d'une synthése locale et d'une prise de la

circulation.

3.4 - Lien entre le RAS et 'obésité

Comme les composantes de base du RAS sont exprimées localement dans le tissu
adipeux, il s'agit maintenant de savoir s'il est fonctionnel. Le lien entre le RAS et la lipogenése
est d'abord suggéré lorsque des adipocytes 3T3-L1 et humains sont stimulés avec 1'Ang II.
Cette stimulation engendre une augmentation dose et temps dépendant du contenu de TG dans
les cellules 3T3-L1 différenciées en adipocytes (91). Ceci est la conséquence d’une
augmentation de l'activité de deux enzymes impliquées dans la lipogenése, la FAS et le
GPDH, dans les deux types d'adipocytes (Figure 4, Page 15). De plus, I'expression génique de
la FAS et de la leptine augmentent également. Il a été démontré que ces effets de I’Ang II se

faisaient via 'AT2R, du moins pour les adipocytes 3T3-L1.

L'Ang II ne méne pas uniquement a la lipogenese mais aussi a une inhibition de la
lipolyse. Dans une étude comparant des sujets normaux et obéses, une perfusion d'Ang II dans
le SCF abdominal diminue la lipolyse et le flux sanguin dans ce dép6t de gras alors qu’aucune
différence basale n'est observée entre les sujets, suggérant que 1'effet de I'Ang II sur la lipolyse
est indépendant de 1'obésité¢ (98). In vitro, le méme groupe de recherche confirme leurs
observations sur la lipolyse dans les adipocytes du SCF abdominal provenant de sujets
normaux et obeses (99). Contrairement aux effets de I’Ang II sur la lipogenese, 'ATIR est

responsable des effets inhibiteurs sur la lipolyse.

Utilisant des adipocytes isolés de SCF humain, I'Ang II inhibe aussi la différentiation
des préadipocytes en adipocytes via I'ATIR, en évaluant I’expression du récepteur gamma
activé par les proliférateurs de peroxysomes (PPARy), un régulateur de I'adipogencse
(100;101). Lorsque des adipocytes sont cultivés simultanément avec des préadipocytes, la

différentiation de ces derniers s'arréte alors que la formation de novo d'adipocytes est rétablie a
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l'aide d'un bloqueur d'ATIR suggérant que les adipocytes matures inhibent 1'adipogenése en

produisant de I'Ang II.

Globalement, il semble que 1'Ang II favorise le gain de tissu adipeux via I'ATIR et
I'AT2R. 1l inhibe la lipolyse tout en freinant 1'adipogenéese via I'ATIR tout en stimulant la
lipogenese via I'AT2R. Le résultat net est une synthése et un stockage de TG dans les
adipocytes. Ceci méne a une expansion du tissu adipeux en raison d'une hypertrophie
(augmentation du volume) et une hypoplasie (diminution du nombre) des adipocytes. A long

terme, une dysfonction du tissu adipeux se développe et méne a l'obésité.

3.5 - Modulation des composantes du RAS avec 1'obésité

Comme I'Ang II a un effet lipogénique et anti-lipolytique, un changement dans les
niveaux des composantes du RAS dans le tissu adipeux jouera sur l'accumulation de masse
grasse. Du c6té de I'homme, une corrélation entre ' AGT circulant et 'IMC est observée aupres
de différentes populations d'individus obeses (102;103). L'expression génique de 'AGT est
augmentée dans le SCF abdominal chez les individus obéses et corréle positivement avec le
poids corporel (104). Chez les sujets obeses, 1'expression génique de 'AGT et de 'ATIR est
plus élevée dans le VAT que dans le SCF suggérant que ces composantes du RAS dans les
gras viscéraux sont plus impliquées dans le développement de l'obésité intra-abdominale
(92;105;106). Un polymorphisme sur l'intron 16 du gene codant pour I'ACE est associé a un
IMC plus élevé chez les sujets humains (107). La prévalence d'un gain de masse grasse
abdominale est également plus élevée chez ces individus renforgant la prémisse de

I’implication fonctionnelle du RAS dans 1’obésité.

De maniere général, les niveaux de plusieurs composantes du RAS augmentent chez le
rongeur obése tant en circulation que dans le tissu adipeux. Par exemple, I'expression génique
de I'AGT augmente dans différents dépdts de VAT chez des souris avec une dicte riche en gras
indépendamment du sexe de l'animal (108). Des résultats similaires ont été rapportés lorsque

I'AGT humain est surexprimé chez la souris (108). Chez des rats obéses, une hausse de 'AGT
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dans le VAT entraine une augmentation de I'AGT et de 1'Ang II circulant (109). Cette étude
souleve la possibilit¢é d'un déversement de ces composantes du tissu adipeux vers la
circulation. Chez des rats Zucker fa/fa (déficience en récepteur a la leptine) génétiquement
obeses, la sécrétion et le contenu en AGT augmentent dans les adipocytes alors que les
niveaux hépatiques sont inchangés (110). Des résultats similaires pour I'AGT dans le tissu
adipeux et le foie sont également observés chez la souris obése (108;111). Le foie est la source
principale d'AGT selon le RAS classique systémique (Figure 5, Page 20). Puisque 'AGT
hépatique n'est pas modulé par I'obésité alors que I'AGT et I'Ang II circulante augmentent,
cela suggére a nouveau que le tissu adipeux contribue a ces niveaux circulants (109).
Effectivement, la réexpression de I'AGT spécifiquement dans le tissu adipeux de la souris suite
a une inactivation ubiquitaire améne pres de 30% des niveaux d'AGT circulants observés chez
les animaux sauvages (112). Une inactivation de I'AGT spécifiquement dans le tissu adipeux
de la souris diminue d'environ 30% les niveaux circulants de ce substrat démontrant que le

gras est une source non négligeable d'AGT circulant (113).

Chez le rat, le jeine réduit l'expression génique et protéique de 1I'AGT dans les
adipocytes de VAT (épididymal) (114). Lorsque ces rats sont nourris aprés un jelne,
I'expression génique de 'AGT augmente a un niveau plus élevé que chez les rats témoins. Ces
effets sont spécifiques au tissu adipeux car les niveaux de I'AGT hépatique et circulante ne
sont pas affectés par le statut nutritionnel de 1’animal. Cette étude suggere que I'AGT dans le
tissu adipeux spécifiquement est modulé de maniere aigiie par le statut nutritionnel. Chez la
souris sur une di¢te riche en gras, la sécrétion de 'AGT par le tissu adipeux augmente et
entraine une augmentation des niveaux circulants (111). Dans la méme étude, la sécrétion, la
concentration circulante de I'AGT et la masse de plusieurs tissus adipeux sont réduites chez
des animaux avec une dicte riche en gras remis sur une di¢te normale pour 4 semaines. En
parallele chez I'homme, une suralimentation pendant 2 mois entralne une augmentation de
I'expression génique de I'AGT et de I'ACE dans le SCF abdominal (115). Apres une perte de
poids de 5% par une réduction de l'apport énergétique chez la femme obése, les niveaux
circulants de plusieurs composantes du RAS diminuent tels I'AGT, la rénine et I'ACE ainsi que

l'expression génique de I'AGT dans le SAT abdominal (116). La diminution de 'AGT dans le
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SCF est fortement corrélée avec la réduction de I'AGT circulant qui est elle-méme fortement
corrélée avec la diminution du tour de taille. Globalement, un apport hypercalorique aigu ou
chronique augmente les composantes du RAS dans le tissu adipeux. Cette modulation a la
hausse procure une augmentation de la production d'Ang II local et contribue aux niveaux

circulants du RAS.

3.6 - Implication du RAS dans 1'obésité

Nous savons que I'Ang II favorise le gain de tissu adipeux et que les composantes du
RAS augmentent avec 1'obésité (Section 3.4 et 3.5, Page 24 et 25). La question soulevée est
de savoir si le RAS méne a 1'obésité ou vice-versa. Selon ce qui est rapporté, nous pensons que
le RAS et 1'obésité sont impliqués dans un cercle vicieux dans lequel I'Ang II mene a 1'obésité
entrainant par la suite une augmentation des composantes du RAS. La maniére la plus simple
pour démontrer l'importance du RAS dans le développement de l'obésité consiste a
surexprimer, invalider génétiquement ou inhiber/bloquer les composantes chez un modele
animal. Chez des souris ayant une di¢te normale, la surexpression de I'AGT dans le tissu
adipeux entraine une prise de poids corporel majoritairement occasionnée par 1’accumulation
de masse grasse par rapport aux souris sauvages (112). Une hypertrophie et une hypoplasie
des adipocytes (épididymal) sont également observées et associées a une augmentation de

l'activité de la FAS (enzyme lipogénique, Figure 4, Page 15).

En général, I'inactivation des composantes du RAS chez la souris produit un
phénotype similaire caractérisé par une diminution de la prise de poids corporel, de masse
grasse (VAT), de la taille des adipocytes, de la leptine, des niveaux de glucose et d’insuline et
par I’augmentation de la dépense énergétique et des niveaux adiponectines (Tableau III, Page
29) (112;117-124). Plusieurs groupes de recherche observent également une réduction de
I’activit¢ de FAS, de cholestérol et une amélioration de la tolérance au glucose et de la
sensibilité a 'insuline (112;118;120-124). Puisque 1I’Ang II stimule I’activité de FAS dans les
adipocytes (91), il est possible que le phénotype soit le résultat d’une diminution de la

production d’Ang II dans le tissu adipeux. Lorsque mises sur une di¢te riche en gras, les souris
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résistent a 1’obésité induite par la dicte suggérant que le RAS joue un role dans le
développement de masse grasse (117;122;123). Dans le cas ou la rénine est inactivée
génétiquement de maniére systémique chez la souris, quelques observations ont été inversées
par I’administration de I’Ang II démontrant I’importance de ce dernier dans le développement
de I’obésité (123). Une discordance existe entre les souris ou I’AT1R ou I’AT2R est inactivée
génétiquement de manicre systémique (Tableau III). Lorsque I’ATIR est inactivé,
I’expression génique de PPARY est augmentée (normalisée) alors qu’elle est diminuée chez les
souris avec I’AT2R inactivé (121;122). Puisque I’ATIR est connu pour inhiber la lipolyse et
I’adipogenese alors que I’AT2R induit la lipogenese (91;98-100), cette observation n’est pas
¢tonnante considérant que ’AT2R est présent chez les souris avec I’ATIR inactivé et vice
versa. Chez les souris avec I’AT2R inactivé, I’Ang II réduirait I’adipogenese via I’ATIR. 11
est intéressant de mentionner que 1’¢élimination de lipides dans les féces est augmentée chez les
souris avec la rénine inactivée génétiquement de manicre systémique comparativement aux
animaux sauvages (123). Cette observation est unique a ce modele et n’est pas présente chez
les rongeurs avec d’autres composantes du RAS inactivées suggérant des mécanismes

indépendants de I’Ang II (118;124).
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Tableau III. Effets de l'inactivation ubiquitaire des composantes du RAS sur les parameétres associés a 1'obésité chez la
souris

Auteur Modéle WG VAT TA EE LEP Acrp30 BG BI GT Autres observations
Kim S et al AGT - s s
2002 (117) KO ! l ND ND | ND ~ ND ND Résistance a I'obésité

Massiera F et al AGT | BW, masse grasse et FAS,
2001 (112) KO ND ! ! T ND ND ND ND ND _BAT
~ FI, BAT, nombre
Massiera F et al AGT d'adipocyte, gras fécal et
2001 (118) KO l l ! 1 NA NA UCP1, | cholestérol, TG et
FAS
Kim S et al AGT e
2006 (119) KO ND l ND ND | 1 ND | ND |BW and résistine
| SCF, BAT, MCP-1, IL-6 et
Ko%g??éoe)’ al AESR | | [ ~ I | 1 PAL1,~TGetFFA, 1 IS et
UCPI
~BW, PPARY (normalisé), |
T";’)‘(’)g"(?{zf; al AIE(I)R ND ND | ND ND + ND ND ND masse grasse, MCP-1,
cholestérol et FFA
i | FL, IL-6, FAS et PPARYy, 1
Yvan-Charvet L eral AT2R ! ! ! 1 ! 1 ND ND 1 nombre d'adipocyte et IS,

2005 (122) KO résistance a 1'obésité

| SCF, BAT, gras hépatique
! ! ! T ND ) ! ! T etDGATI, 1 IS et gras fécal,
résistance a 1'obésité

Takahashi N et al Renin
2007 (123) KO

| BW et masse grasse, ~ FI
ND ND ND 1t ND ND ND ND 1 et gras fécal, 1
consommation d'eau

Jayasooriya AP et al ACE
2008 (124) KO

~, aucune différence; Acrp30, adiponectine; AGT, angiotensinogene; BAT, tissu adipeux brun; BG, glucose circulant; BI, insuline
circulante; BW, poids corporel; ACE, enzyme de conversion de l'angiotensine; ATI1R, récepteur type 1 de l'angiotensine II;
DGATI, diglycéride acyltransférase 1; EE, dépense énergétique; FAS, synthase des acides gras; FFA, acide gras libre; FI,
consommation alimentaire; GT, tolérance au glucose; IL-6, interleukine 6; IS, sensibilit¢ a l'insuline; LEP, leptine; MCP-1,
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protéine 1 chimioattracttante de monocyte; ND, non disponible; PAI-1, inhibiteur de l'activateur du plasminogéne-1; PPARYy,
récepteur gamma activé par les proliférateurs de peroxysomes; SCF, tissu adipeux sous-cutané; TA, taille des adipocytes; TG,
triglycéride; UCP1, protéine de découplage 1; VAT, tissu adipeux viscéral; WG, gain de poids corporel.
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Un inhibiteur de la rénine est un groupe d'inhibiteur du RAS (RASi) qui fonctionne en
inhibant l'activité catalytique de cette enzyme. Par conséquent, la production d'Ang I requise
pour la formation d'Ang II est inhibée. Les inhibiteurs de I'ACE (ACEi) est un autre groupe de
RASi qui prévient 1'étape de la conversion d'Ang I en Ang II. Finalement, les bloqueurs
d'AT1R (ARB) servent a empécher l'activation des effets de I'Ang II via la stimulation des
ATIR. Les effets de 1’administration de différents RASi sont également similaires a ceux
suivant I’inactivation ubiquitaire des composantes du RAS (Tableau IV, Page 32). Le
phénotype inclut une diminution de la prise de poids corporel, de masse grasse (VAT), de la
taille des adipocyte, des niveaux d’insuline, d’acides gras libres et de TG (97;121;125-135).
Généralement, la consommation alimentaire est variable et les niveaux de glucose sont
similaires chez les animaux. Toutefois, I’administration de candesartan (un ARB) aux rats a
produit des résultats inattendus (Tableau IV). Ces animaux ont une augmentation de lipides
circulants incluant le cholestérol, les acides gras libres et les TG comparativement aux rats
témoins (97). Bien qu’un ARB empéche la liaison de ’Ang II & ’ATIR, il peut se fixer sur
I’AT2R. 11 est donc possible que I’augmentation des lipides circulants soit occasionnée par la
stimulation de I’AT2R puisque ce dernier était augmenté chez les rats traités au candesartan.
Cela pourrait limiter 'efficacité d'un ARB comme traitement pour 1'obésité. Certains ARB, a
doses élevées, sont des agonistes particls de PPARy. A titre d'exemple, des ARB comme
irbesartan et telmisartan augmentent l'activit¢é de PPARy dans les adipocytes 3T3-L1

indépendamment de I'AT1R (136).
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Tableau IV. Effets de I'administration d’un RASi sur les paramétres associés a 1'obésité (suite et Iégende a la page suivante)

Auteur Source RASI WG FI VAT FCS BG Bl FFA TG Autres observations
Stucchi P et al . RI
2009 (125) Sourls - pireny v~ b ND o~ NDoo~~ T WL, | LEP
Marchionne EM et al RI
2012 (126) Rat  Aliskireny v N2 NDOOND oL~ ] ND 1GT
Furuhashi M et al ACEi
2004 (127) Rat  pemocaprily PO NDoo~ b= L L] ~BW
Weisinger HS et al ACEi
2008 (128) Rat (Perindopril) l 1 l ! ND ND ND ND Aucune
Mathai ML et al ACEi
2008 (129) Rat (Perindopril) l ~ ! ND ND ND ND ND T WI, | LEP
Weisinger RS ef al . ACEi _ _ | BW et LEP, 1 WI,
2009 (130) Sourls - ntopriy P 4 ! | L ND Actp30 et GT
de Kloet AD et al ACEi
2009 (131) Rat (Captopril) ! ! ! ND ND ND ND ND | SCF, 1 Wl et GT
Furuhashi M et al ARB
2004 (127) Rat  Oimesartan) P ND o~ L= ~BW
Kurata A et al . ARB ~BW, 1 Acrp30 et IS, |
2006 (132) Sourls o nesartan) V2 NP ND - ND O NDND - ND - ND TNFa et MCP-1
~nombre d'adipocyte,
Zorad S et al Rat ARB ! N ! | N N | 1 TWI, Acrp30, cholestérol,
2006 (97) (Candesartan) FAS et PPARYy, | LEP et
TNFa
Mori Y et al ARB
2007 (133) Rat (Telmisartan) B B B l B L ND ND ~ SCF
~BW, | masse grasse,
Tomono Y et al . ARB
2008 (121) Souris (Valsartan) ND ND ND | ND ND ND ND MCP-1 et TNFa, 1

Acrp30 et PPARYy
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Tableau IV. Effets de I'administration d’un RASi sur les paramétres associés a 1'obésité

Auteur Source RASI WG FI VAT FCS BG Bl FFA TG Autres observations
~BW, 1 tolérance au
Lee MH et al ARB glucose, Acrp30 et
2008 (134) Rat 1 158809y NP ND | Lo ND 1 ppARy, | cholestérol ct
MCP-1
~BW, | cholestérol,
Muinoz MC et al ARB MCP-1 et TNFa, 1
2009 (135) Rat  pesartany P2 NDOOND b=l ND L ) 0030 et signalisation de

I'insuline

~, aucune différence; Acrp30, adiponectine; ACEIi, inhibiteur de I'enzyme de conversion de l'angiotensine; ARB, bloqueur du
récepteur type 1 de I’angiotensine II; BG, glucose circulant; BI, insuline circulante; BW, poids corporel; RI, inhibiteur de la rénine;
FAS, synthase des acides gras; FFA, acide gras libre; FI, consommation alimentaire; GT, tolérance au glucose; IS, sensibilité a
l'insuline; LEP, leptine; MCP-1, protéine 1 chimioattracttante de monocyte; ND, non disponible; PPARY, récepteur gamma activé
par les proliférateurs de peroxysomes; SCF, tissu adipeux sous-cutané; TA, taille des adipocytes; TG, triglycéride; TNFa, facteur
de nécrose tumorale alpha; RASI, inhibiteur du systéme rénine-angiotensine; VAT, tissu adipeux viscéral; WI, consommation

d'eau; WG, gain de poids corporel.
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Comme I'Ang II est impliqué dans le développement de 1'obésité, 'utilisation des RASi
devrait prévenir la pathologie puisque la formation d'Ang II ou la transmission de ses effets
via I'AT1R sont empéchées. Pourtant, ils ne normalisent pas les métabolites circulants tels
l'insuline, le cholestérol et les triglycérides chez les animaux obéeses (135). Ces observations
indiquent que le RAS contribue au développement de 1'obésité mais suggerent qu'il n'en est
pas entiérement responsable. Malgré les effets bénéfiques de ces drogues, elles produisent une
augmentation de I'expression génique de la rénine dans les reins, de la sécrétion rénale de la
rénine et de la concentration et de l'activité circulante de cette enzyme tant chez 1'homme que
chez le rongeur (137-142). Ceci est causé par une compensation pour la diminution de rétro-
inhibition sur la sécrétion rénale de la rénine par I'Ang II via I'AT1R (143). Les raisons pour
les effets limités des RASI et les conséquences d'une augmentation de la rénine sont devenus
claires qu'apres la découverte d'une nouvelle composante du RAS, le récepteur a la prorénine

et a la rénine [(P)RR].
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Chapitre 4 : Le récepteur a la prorénine et a la rénine

4.1 - Caractéristiques

La découverte du (P)RR résulte de la prémisse que certaines protéases possédent un
récepteur membranaire permettant de les concentrer a proximité de la cellule afin d'augmenter
leur activité catalytique. En 1996, Nguyen et al se sont demand¢ si la rénine humaine possede
la méme particularité dans les cellules mésangiales humaines (cellules du rein). Suite aux
¢tudes de liaison de type ligand-récepteur, ils ont démontré que la rénine se lie & un récepteur
membranaire (n'était pas encore connu sous le nom de (P)RR) avec une grande affinité (144).
Cette liaison de la rénine au récepteur produit un effet fonctionnel puisqu'une augmentation
des niveaux de l'inhibiteur de 1'activateur de plasminogéne (PAI-1) est observée. PAI-1 est
impliqué dans la fibrose qui est la formation de tissu conjonctif et semble jouer également un
role dans 1l'obésité en favorisant la croissance du tissu adipeux par la différentiation des
préadipocytes, la vascularisation du tissu et le transport de lipides vers les adipocytes

(145;146).

En 2002, le (P)RR est cloné par Nguyen et al apreés le criblage d'une banque de donnée
commerciale de reins humains avec la rénine humaine (147). Un des clones codait pour un
récepteur inconnu de 350 acides aminés qui possede un seul passage transmembranaire n'ayant
aucune homologie avec un autre récepteur connu. Le géne codant pour le (P)RR est exprimé
sur le chromosome X a la position 1, bande 1, sous-bande 4 (Xp11.4). La structure du (P)RR
contient un domaine N-terminal sur le c6té extracellulaire, un domaine transmembranaire ainsi
qu'un domaine C-terminal du c6té intracellulaire (148). La séquence en acide aminé du (P)RR
en N-terminal est conservée a travers les especes vertébrées de méme que celle en C-terminal
mais ce dernier l'est aussi pour les invertébrés (149). Ceci suggere que le (P)RR a préservé une
fonction en C-terminal et les vertébrés ont obtenu par la suite une fonction pour le domaine N-

terminal dont celle de la liaison avec la prorénine et la rénine (147).

Le (P)RR existe sous trois formes : le récepteur de 35 kDa, la forme soluble (s(P)RR)
de 28 kDa contenant la majeure partie du c6té N-terminal et le (P)RR tronqué de 8,9 kDa

comprenant le restant du coté¢ N-terminal, la région transmembranaire et le c6té C-terminal



(150). Le s(P)RR résulte d'un clivage du (P)RR par la furine sur le site de reconnaissance
RKTR (arginine-lysine-thréonine-arginine) en N-terminal laissant ainsi le fragment tronqué
d'environ 10 kDa (151). La localisation du (P)RR est principalement intracellulaire au niveau
de l'appareil de Golgi plus précisément dans le réseau trans-golgien ou la furine est tres
abondante (152). Cependant, une localisation en périphérie des membranes cellulaires est

¢galement observée suggérant que le (P)RR est membranaire (153;154).

Chez 'homme et le rongeur, le (P)RR est exprimé dans plusieurs tissus et types
cellulaires (147;155). Par exemple, le (P)RR est exprimé dans de multiples lignées cellulaires
humaines telles les cellules neuronales, gliales, épithéliales et endothéliales (156). Le (P)RR
est aussi exprim¢ dans le rein plus particulierement dans les cellules du tube collecteur et dans
le néphron distal chez le rat et chez 'humain (157). Le (P)RR est é¢galement exprimé dans le
coeur et dans différents types cellulaires de l'oeil humain (158;159). Chez le rongeur,
I'expression du (P)RR est présente dans de nombreuses régions du cerveau et est plus

abondante dans les régions contrélant la pression artérielle et la fluidité corporelle (154;160).

4.2 - Activation de la prorénine

Deux ligands se lient au (P)RR dont la prorénine et la rénine ((pro)rénine est le terme
collectif utilisé pour indiquer les deux enzymes). La prorénine contient un prosegment de 43
acides aminés dans sa séquence N-terminale créant un encombrement stérique empéchant
I'AGT d'avoir accés au site actif de I'enzyme (161). Etant un précurseur inactif, il peut étre
activée de deux manicres : une activation non-protéolytique réversible apres liaison au (P)RR
ne nécessitant pas de clivage du prosegment ou une activation protéolytique irréversible du
prosegment (Figure 7, Page 39). In vitro, l'activation non-protéolytique de la prorénine
humaine se produit a basse température ou en milieu acide (162-164). Toutefois, ces
mécanismes d'activation ne sont pas observés in vivo (165). De plus, seulement une trés petite
fraction de la prorénine est présente sous une forme active dans des conditions physiologiques
a37°CetapH 7,5 (166). Il n'est donc pas étonnant de s'interroger sur le réle physiologique de

la prorénine sans la preuve d'une activation non-protéolytique et que l'activation protéolytique
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de cette enzyme se fasse dans les reins (161). Toutefois, chez des patients diabétiques de type
1 (dépendant de l'insuline), l'augmentation des niveaux circulants de la prorénine sans
modification de ceux de la rénine représente la plus grande particularité observée qui est
associée a la prévalence de complications telle la rétinopathie ou I'albuminurie (présence

d'albumines dans l'urine) (167;168).

Dans le prosegment de la prorénine humaine, deux régions sont importantes pour
l'activation non protéolytique (164). Il y a la région "gate" entre les résidus 'TFKR'
(thréonine-phénylalanine-lysine-arginine) et la région "handle" entre les résidus ''TFLKR'"
(isoleucine-phénylalanine-leucine-lysine-arginine). Dans le cas d'une activation de la
prorénine par le (P)RR, le "handle" agit comme un poignet qui, entrant en contact avec le
récepteur, provoque le mouvement du "gate". Ce déplacement des deux régions expose le site
actif de la prorénine a I'AGT pour sa conversion en Ang 1. Dans les cellules COS-7 (provenant
des reins de singe), il y a des évidences d'activation non-protéolytique de la prorénine de rat
liée au (P)RR par la détection de la région "handle" de la proenzyme (169). Comme le
prosegment est normalement inaccessible parce qu'elle encombre le site actif de la prorénine,
la détection de la région "handle" suggere une activation non protéolytique par un changement

de la conformation de la proenzyme liée au (P)RR (148).

In vitro, la constante de dissociation (Kp) de la prorénine de rat pour le (P)RR de rat est
8 nM alors que celle de la rénine de rat est 20 nM (170). Egalement, le Kp de la prorénine et
de la rénine humaine sont de 1,2 et 4,4 nM respectivement (171). Ceci sous-entend que la
prorénine a une meilleure affinité que la rénine pour le (P)RR et qu'il y a également une
différence entre le rongeur et 'homme. Ceci souléve la possibilité que la prorénine et la rénine
possede un nombre différent de sites de liaison au (P)RR. Pour vérifier cette hypothése, un
groupe de recherche a congu un peptide de la région hinge commun a la (pro)rénine humaine
comprenant les résidus '*SQGVLKEDVF'®® (sérine-glutamine-glycine-valine-leucine-lysine-
acide glutamine-acide aspartique-valine-phénylalanine). Lorsque le peptide hinge est mis en
présence de la (pro)rénine humaine, la liaison de ces ligands au (P)RR humain est réduite

(171). Globalement, ces résultats suggeérent que la rénine possede le site hinge pour sa liaison
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au (P)RR alors que la prorénine possede le méme site mais aussi le site handle au niveau du
prosegment. Ainsi, les deux sites de la prorénine expliquent sa meilleure affinité pour le

(P)RR.
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Figure 7. Signalisation du (P)RR dépendante et indépendante de 1'Ang 11

La liaison de la (pro)rénine au (P)RR augmente de 4 fois l'activité catalytique de la rénine et
active la prorénine de manicre non-protéolytique amplifiant les voies dépendantes de I'Ang II.
La liaison induit également une phosphorylation du (P)RR sur les résidus sérines et thréonines
menant a l'activation des voies de signalisation indépendantes de I'Ang II (texte en rouge). La
liaison de la (pro)rénine au (P)RR méne au déplacement de PLZF vers le noyau pour réprimer
I'expression du (P)RR et augmenter celle de PI3K-p85a. ACE, enzyme de conversion de
l'angiotensine; Ang, angiotensine; ATIR, récepteur type 1 de 1'Ang II; CTGF, facteur de
croissance du tissu conjonctif; ERK1/2, kinases 1/2 régulées par signal extracellulaire;
HSP27, protéine de choc thermique 27; JNK, kinase c-jun N-terminal; PAI-1, inhibiteur de
l'activateur du plasminogéne-1; PI3K-p85a, sous-unit¢ p85a de phosphoinositide 3-kinase;
PLZF, protéine doigt de zinc de la leucémie promyelocytique; Sér, sérine; TGF-p1, facteur

de croissance de transformation-béta 1; Thr, thréonine.
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4.3 - Mécanisme d'action du (P)RR
A ce jour, le (P)RR est impliqué dans 3 voies; la voie dépendante de 1'Ang II, la voie

indépendante de 'Ang II et la voie indépendante de la rénine.

4.3.1 Dépendante de I'Ang 11

La liaison de la (pro)rénine au (P)RR augmente de 4 fois l'activité catalytique de la
rénine pour la conversion de 'AGT en Ang I en comparaison a la rénine libre et cette liaison
active également la prorénine de maniére non-protéolytique (147;169). Cette activation
entraine une augmentation de la production d'Ang I produisant une activation du RAS local
(Figure 7). Chez I'homme et le rat, le s(P)RR est présent en circulation et lie la rénine
suggérant que ce dernier soit sécrété par les cellules et pourrait activer le RAS systémique
(151). Bien que la rénine lie le s(P)RR, il demeure incertain que cette liaison entraine une
augmentation de l'activité enzymatique. /n vitro, le s(P)RR sécrété par des cellules ovariennes
d'hamster chinois peut activer la prorénine humaine exogene (172). La présence de s(P)RR est
¢galement observée dans l'urine du rat et la liaison de la rénine sur ce dernier est confirmée
(173). Encore une fois, le s(P)RR présent dans l'urine est fonctionnel car la prorénine humaine

ajoutée de manicre exogeéne est activée.

4.3.2 Indépendante de I'Ang 11

La liaison de la (pro)rénine au (P)RR entraine également une activation des voies de
signalisation propres a ce récepteur produisant des effets cellulaires multiples (Figure 7). La
premiére évidence d'une voie de signalisation indépendante de 1'Ang II est montré par Nguyen
et al dans les cellules mésangiales humaines. Ils rapportent que la rénine humaine augmente
les niveaux de PAI-1 via le (P)RR et suggere que 1'Ang II ne soit pas impliqué principalement
car ces cellules ne contiennent pas d'AGT (144;174). Curieusement, la prorénine stimule
I'expression de PAI-1 d'une maniére dépendante et indépendante de I'Ang II démontrée en
utilisant un petit ARN interférant (siRNA) contre le (P)RR et un ARB dans les cellules de

muscle lisse vasculaire (VSMC) ou toutes les composantes du RAS sont exprimées (175).
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Dans I’ensemble, ces études suggerent que les effets du (P)RR sur la fibrose via le PAI-1

peuvent étre indépendantes et dépendantes de 1'Ang II selon le type de cellule étudié.

Des auteurs ont rapporté dans les cellules mésangiales humaines que la liaison de la
rénine humaine au (P)RR peut activer les kinases 1/2 régulées par signal extracellulaire
(ERK1/2), un membre de la famille des protéines kinases activées par les mitogénes (MAPK).
Ceci se ferait indépendamment de 1'Ang II aprés la phosphorylation des résidus sérines et
tyrosines du (P)RR (147) (Figure 7). Depuis, de nombreux travaux in vitro ont évalué cette
voie de signalisation du (P)RR dans plusieurs types cellulaires tels les VSMC, les cellules
mésangiales humaines, les cellules canines de reins, les cellules primaires de la rétine
humaine, les cellules neuronales et les adipocytes 3T3-L1 en bloquant les ATIR et les AT2R
(147;153;154;157;158;160;176). L'activation d'ERK 1/2 entraine sa translocation vers le noyau
ou elle régule l'expression de genes impliqués dans la différentiation et la prolifération
cellulaire (177). L activation d’ERK1/2 est en amont de la stimulation du facteur de croissance
de transformation-béta 1 (TGF-B1) (178) L'expression génique de TGF-B1 est stimulée par la
rénine humaine ou de rat dans les cellules mésangiales correspondantes par des voies Ang II-
indépendantes démontrées en bloquant les voies dépendantes de 1'Ang II avec un ACEi ou un
ARB (140) (Figure 7). La stimulation de TGF-B1 entraine la prolifération des fibroblastes qui
synthétisent le collagéne menant a la fibrose. Effectivement, les auteurs démontrent que
I'augmentation de TGF-B1 stimule 1'expression de PAI-1, de la fibronectine et du collagene de
type I. L’activation de TGF-B1 est en amont du facteur de croissance du tissu conjonctif
(CTGF) (179). Dans les cardiomyocytes (cellules du coeur) de rat, la prorénine active
¢galement la p38, un autre membre des MAPK, et la protéine de choc thermique 27 (HSP27)
par phosphorylation et celles-ci sont également indépendantes de I'Ang II tel que montré en
bloquant I'AT1R et 'AT2R (155) (Figure 7). La HSP27 est la cible en aval de p38 qui est
impliquée dans la régulation de la dynamique des filaments d'actine (180). In vivo, il y a
¢galement des évidences suggérant 'existence de ces voies de signalisation du (P)RR. Dans les
reins du rat transgénique surexprimant le (P)RR humain, la phosphorylation de plusieurs
membres des MAPK dont ERK1/2, p38 et la kinase c-jun N-terminal (JNK) augmentent

malgré que les animaux ont été traités avec un ACE1 (181) (Figure 7). JNK, un autre membre
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des MAPK, est impliqué dans l'inflammation, 1'apoptose, la différentiation et la prolifération
cellulaire (182). Les voies de signalisation des MAPK sont communes au (P)RR et a 'ATIR
(183).

Le (P)RR a également une voie d'autorégulation impliquant une rétro-inhibition qui est
¢galement indépendante de I'Ang II (Figure 7). Dans les cellules de la rétine humaine,
l'expression génique du (P)RR est réduite par la prorénine de maniere dose-dépendante qui ne
résulte pas d’un effet sur la viabilité cellulaire (158). Un autre groupe de recherche rapporte
que non seulement la liaison de la rénine au (P)RR humain améne a une réduction de
I'expression de ce récepteur mais aussi a une augmentation de la sous-unité p850 de
phosphoinositide 3-kinase (PI3K-p85a) via la protéine doigt de zinc de la leucémie
promyelocytique (PLZF) (156). En agissant comme un partenaire d'interaction avec la région
C-terminale du (P)RR, la liaison de la rénine sur le récepteur déclenche la translocation de
PLZF du cytosol vers le noyau ou la protéine est recrutée sur les promoteurs régulant
I'expression génique du (P)RR et de PI3K-p85a. De plus, un effet prolifératif et anti-
apoptotique sont observés sur les cardiomyoblastes du rat apres stimulation avec la rénine soit
ceux étant dépendants de la présence de PLZF et indépendants de I'Ang II. Dans les cellules
embryoniques humaines de reins 293 (HEK293), les auteurs obtiennent des résultats similaires
lors de stimulation avec la prorénine ainsi qu'en prétraitant les cellules HEK293 avec un
inhibiteur de la rénine suivi par l'ajout de (pro)rénine (184). Ceci suggére que l'inhibiteur
inhibe l'activité enzymatique de la rénine mais ne prévient pas sa liaison au (P)RR. Ce
mécanisme est le seul connu pour controler les niveaux du (P)RR puisqu'il n'y a pas

d'internalisation du récepteur apres la liaison de la (pro)rénine (185).

L'injection de streptozotocine (STZ) induit le diabéte de type 1 chez le rongeur en
raison d'une destruction des cellules béta pancréatiques (cellules produisant et sécrétant
lI'insuline). Le phénotype typique de ces animaux inclut une hyperglycémie, hyperphagie,
polydipsie, polyurie et une perte de poids (186). Lorsque les rats développent le diabéte de
type 1 par injection de STZ, les niveaux du (P)RR dans les reins augmentent aprés 6 semaines

(187). Potentiellement, cette observation résulte de l'activation de la nicotinamide adénine
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dinucléotide phosphate oxydase par I'ATIR puisqu'un inhibiteur contre chacune de ces
composantes diminue l'expression du (P)RR alors que I’inhibition de I'AT2R n’a aucun effet
sur les niveaux du (P)RR. Ceci suggére que le stress oxydative induit par 1'Ang II ainsi que
PLZF travaillent de manic¢re opposée pour moduler les niveaux du (P)RR ce qui souléve une
question a savoir si les deux sont connectés. Une étude in vitro rapporte que la sumoylation de
PLZF est importante pour son rdle en tant que facteur de transcription (188). Le méme groupe
de recherche montre que le stress oxydatif diminue la sumoylation de PLZF dans des cellules
et augmente 1'ubiquitination de la protéine (189). Ceci suggére que la translocation de PLZF
vers le noyau dépend de la liaison de la (pro)rénine au (P)RR alors que les niveaux de PLZF
pourrait dépendre partiellement de 1'Ang II, via l'activation de stress oxydatif et

'ubiquitination de la protéine.

4.3.3 Indépendante de la rénine

L'adénosine triphosphatase vacuolaire (V-ATPase) est une pompe a proton formée d'un
domaine sur le coté extracellulaire (V; composé de 8 sous-unités) et d'un domaine ancré a la
membrane cellulaire (Vo composé de 6 sous-unités) (190). Le domaine V; hydrolyse I'ATP
alors que le domaine V), facilite le transport des protons a travers la membrane cellulaire. La
V-ATPase joue un role important dans la régulation du pH intracellulaire permettant entre
autre 1'acidification des vésicules. Dans le but de déterminer la composition des sous-unités de
la V-ATPase, Ludwig et al ont purifié une protéine de 8,9 kDa associée au domaine V de la
V-ATPase dans les cellules du surrénal de bovin (191). Cette protéine est identique au
domaine C-terminal généré suite au clivage du (P)RR par la furine (151;192). Par conséquent,
le géne du (P)RR est officiellement connue sous le nom d'ATP6ap2 pour protéine 2 accessoire
lysosomale de la V-ATPase (149). Dans les reins du rat, la colocalisation du (P)RR et de la V-
ATPase sont observées (157). Le domaine extracellulaire et transmembranaire du (P)RR est
essentiel pour interagir avec le domaine V, de la V-ATPase (193). Le domaine intracellulaire
du (P)RR posseéde un signal de rétention dans le réticulum endoplasmique et un signal de
ciblage vers les lysosomes pouvant le cibler avec la V-ATPase vers différentes organelles de

la cellule (149). La présence mutuelle du (P)RR et de la V-ATPase est nécessaire pour exercer
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leur fonction intracellulaire. D'une part, I'activation d'/ERK1/2 par la (pro)rénine li¢e au (P)RR
est réduite par un inhibiteur de la V-ATPase dans une lignée de cellule rénales provenant de
canin (157). D'autre part, 1'absence du (P)RR dans les fibroblastes embryoniques de souris
réduit considérablement les niveaux de plusieurs sous-unités du domaine V, de la V-ATPase
sans modifier le domaine V; (194). Ceci méne a un défaut dans 1’autophagie et I’acidification
des vésicules intracellulaires. Il semble que la liaison de la (pro)rénine au (P)RR et le clivage
du (P)RR par la furine ne sont pas impliqués dans 1'assemblage d'une V-ATPase fonctionnelle

et 'acidification des vésicules (194).

Le (P)RR sert également comme un adapteur entre la V-ATPase et le complexe
Frizzled/protéine 5/6 reliée au récepteur de lipoprotéine a faible densit¢ (LRP5/6) dans la
signalisation de Wnt/B-caténine (Figure 8, Page 45) (195). Pour ce faire, le domaine
extracellulaire et transmembranaire interagissent avec LRP5/6, alors que le c6té intracellulaire
du (P)RR n'est pas requis (193). En réponse au ligand Wnt, le complexe membranaire V-
ATPase/(P)RR/Frizzled/LRP5/6 invagine vers l'intérieur de la cellule par endocytose formant
une vésicule. La liaison de Wnt sur Frizzled/LRP5/6 induit la phosphorylation de LRP5/6, une
phosphorylation nécessitant au préalable I'acidification du vésicule par V-ATPase/(P)RR. Le
tout permet l'activation et la stabilisation de la B-caténine cytoplasmique qui se déplace vers le
noyau et meéne a la transcription de génes impliqués dans des fonctions telles la prolifération,
l'apoptose, la différentiation et le métabolisme (196). Cependant, la voie de Wnt/B-caténine est
indépendante de la (pro)rénine car elle a été caractérisée chez le Xenopus qui n'exprime pas la
prorénine au cours du développement de l'embryon (193). Par conséquent, les RASi ne
devraient pas modifier cette voie. Toutefois, il est possible d'en déduire que la signalisation
devrait diminuer dans une situation ou le (P)RR est absent comme le démontre les études
suggérant que 1’acidification par la V-ATPase/(P)RR est cruciale pour le développement chez

le Xenopus et la drosophile (193;197).
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Figure 8. Signalisation du (P)RR indépendante de la rénine

Lorsque le ligand Wnt se lie au complexe Frizzled/LRP5/6 (1), le complexe membranaire V-
ATPase-(P)RR-Frizzled/LRP5/6 pénetre vers l'intérieur de la cellule par endocytose formant
une vésicule (2). Le gradient de proton créé par la V-ATPase/(P)RR diminue le pH du vésicule
(3) entraine la phosphorylation de LRP5/6 (4) et l'activation/stabilisation de la B-caténine
cytoplasmique (5). La B-caténine se déplace au noyau pour activer la transcription de geénes
(6). H', proton; LRP5/6, protéine 5/6 reliée au récepteur de lipoprotéine a faible densité;
(P)RR, récepteur a la prorénine et a la rénine; V-ATPase, adénosine triphosphatase

vacuolaire.

45



4.4 - Implication pathologique du (P)RR

4.4.1 Dommage aux organes

Certaines pathologies sont associées a une modulation des niveaux du (P)RR. Par
exemple, l'expression du (P)RR dans les cellules de la rétine augmente chez les patients
hypertendus qui ont aussi une dégénérescence maculaire de la rétine liée a lI'dge (158). La
métalloprotéinase-2, impliquée dans le renouvellement de la matrice extracellulaire, est
diminuée dans la rétine de ces individus alors que les niveaux de collagéne de type I sont
augmentés. Ceci suggere que cette pathologie de la rétine résulte d'une suractivation de PAI-1
par le (P)RR causant une réduction du renouvellement de la matrice extracellulaire soit une

accumulation de collagéne de type I (158).

Chez des patients avec insuffisance rénale, 1'expression génique du (P)RR dans des
arteres rénaux corréle fortement avec l'expression génique de 'AGT dans le méme tissu (198).
Ceci suggere que l'augmentation des voies de signalisation du (P)RR dépendantes de I'Ang II

sont potentiellement des raisons causant l'insuffisance rénale chez ces patients.

Dans une autre étude ou le (P)RR humain est surexprimé de maniére ubiquitaire chez le
rat, les animaux développent graduellement de la glomérulosclérose (scarification ou
durcissement des vaisseaux sanguins rénaux) et de la protéinurie (présence de protéines dans
l'urine) a 1'age de 28 semaines avec des niveaux d'Ang Il rénaux similaires aux rats témoins
(181). L'activation d'ERK1/2, de p38 et de JNK dans le rein, tous membres de la famille des
MAPK, sont également observées chez les animaux. Ces observations n’ont pas changé suite a
I'administration d'un ACEi aux rats transgéniques, suggérant que ces effets résultent de
l'activation des MAPK dans les reins via la voie du (P)RR indépendante de 1'Ang II. De plus,
ils ont démontré in vitro que le (P)RR humain est incapable d'augmenter 'activité catalytique
de la prorénine de rat mesurée indirectement par la production d'Ang I mais qu’il méne a
l'activation d'ERK1/2 indépendamment de 1'Ang II dans les VSMC humaines. Ce dernier point
a été reproduit avec la (pro)rénine humaine dans les VSMC de souris (199). Globalement, ceci

suggere que l'activation non protéolytique de la prorénine par le (P)RR est une étape «espece-
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spécifique» alors que l'activation des voies de signalisations du (P)RR n'impliquent pas cette

spécificité.

Lorsque le (P)RR humain est surexprimé de maniére ubiquitaire chez le rat,
l'expression génique et protéique de la cyclooxygénase-2 (COX-2) dans le rein augmentent a
I'age de 4 semaines (200). COX-2 semble étre impliqué dans I'hyperfiltration glomérulaire car
il cause une dilatation des artéres rénales qui est souvent observé dans des cas de
néphropathies diabétiques. De plus, COX-2 influence le débit sanguin rénal car les animaux
transgéniques recevant un inhibiteur de COX-2 ont une réduction de ce débit sanguin (200).
Les rats transgéniques ont aussi une augmentation de l'activation d'ERK1/2 dans les reins.
Globalement, cette étude suggere que l'activation d'ERK1/2 par la surexpression du (P)RR

peut augmenter les niveaux de COX-2.

Lorsque le (P)RR est spécifiquement inactivé de facon constitutive dans les
cardiomyocytes, les souris décédent a l'intérieur de 3 semaines suivant leur naissance (201).
Durant cette période, la fonction cardiaque des animaux diminuent d'environ 50% par rapport
aux animaux sauvages ceci étant associé¢ a une hypertrophie cardiaque, une augmentation des
marqueurs de stress cardiaque tel le peptide natriurétique atrial et une présence de nombreuses
vacuoles non-digérées indiquant un défaut d'acidification des vésicules par la V-
ATPase/(P)RR. De plus, 1'abondance des sous-unités du domaine V, de la V-ATPase diminue
ce qui engendre un défaut dans l'acidification des vésicules. La méme étude reproduit le
phénotype sur l'acidification des vésicules in vitro en traitant les cardiomyocytes des souris
avec un inhibiteur de la V-ATPase. Un phénotype trés similaire est observé lorsque le (P)RR
est inactivé spécifiquement dans les podocytes (cellules du rein) des souris de fagon
constitutive. Ces animaux décedent entre 1'age de 2 a 4 semaines et développent de la
protéinurie (202). Les podocytes de ces souris présentent des vésicules avec un pH ¢élevé, un
cytosquelette anormal et une mort cellulaire. De plus, le groupe de recherche observe une
accumulation d'autophagosomes, de lysosomes et de protéines ubiquitinées. Dans la méme
¢tude, les niveaux d'une sous-unité du domaine Vy de la V-ATPase sont diminués lorsque des

podocytes humains sont traités avec un siRNA contre le (P)RR. Toutes leurs observations dans
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les podocytes de souris sont reproduites en traitant des podocytes humains avec un inhibiteur
de la V-ATPase. Ajouté aux données rapportés chez les souris avec le (P)RR inactivé dans le
coeur, ces données suggerent que le (P)RR joue un réle important dans I'acidification des
vésicules pour prévenir l'accumulation de protéines dommageables pour la cellule. Mises
ensemble avec les observations rapportées dans les cardiomyocytes de souris de méme que
celles chez le Xenopus (193) le (P)RR semble avoir un rdle important dans 1’acidification des
vésicules afin de prévenir I’accumulation de protéines endommagées dans la cellule et dans la

survie cellulaire via ses effets indépendants de la rénine.

Suite a une inactivation spécifique du (P)RR dans le bourgeon urétéral de la souris de
facon constitutive, les embryons ont une diminution du nombre de ces bourgeons urétéraux au
jour 13,5 ce qui est aussi associée a une réduction de I'activation d'ERK1/2 (203;204). Au jour
18,5, la délétion du (P)RR mene ultimement a 1'apoptose des cellules, une diminution du poids
des reins et une réduction de l'expression de la V-ATPase. Ces souris au jour 30 ont également
une urine avec un pH plus élevé que les animaux sauvages en réponse a une administration de
NH4CI (composé acide) dans l'eau suggérant que ces animaux sont incapables d'acidifier leur

urine dans les reins en raison d'une diminution de la V-ATPase.

Chez des rats hypertendus suite a 1’infusion d’Ang II pendant 2 semaines, l'expression
génique du (P)RR augmente dans la médulla rénale (région la plus interne des reins) alors que
l'expression protéique du (P)RR diminue dans la méme région (173). Ceci est la résultante
d'une augmentation de la production du s(P)RR dans I'urine, une conversion favorisée par une
plus grande abondance de la furine chez ces animaux, suggérant que le s(P)RR est sécrété hors
du rein. Le s(P)RR présent dans l'urine des animaux est fonctionnel puisqu'il augmente la
production d'Ang I en présence de rénine. Le modele animal 2 reins, 1 clip (2K1C) est utilisé
pour certaines études sur 'hypertension. Il consiste a serrer I'artére d'un rein avec une attache
et de laisser l'autre intact. Par conséquent, la perfusion vers le rein avec l'artére comprimée est
diminuée ce qui provoque une augmentation de la sécrétion de la rénine et ainsi une
augmentation de la pression artérielle (205). Il s’aveére aussi intéressant d’observer une

augmentation de l'expression génique du (P)RR dans le rein attaché. De plus, 1'expression

48



génique de la rénine augmente davantage dans le rein attaché lorsque les rats 2K1C sont traités
avec un ACEi pendant 6 semaines. Ceci est aussi associé a un épaississement et des
dommages aux vaisseaux rénaux non observés chez les animaux non traités. Cela suggére que
I'augmentation de la rénine amenée par I'administration d'un ACEi endommage le tissu par sa

liaison au (P)RR et I'activation des voies de signalisations indépendantes de I'Ang II.

Globalement, le (P)RR méne a des dommages aux organes par des voies dépendante de
I’Ang 11, indépendante de 1’Ang II et indépendante de la rénine. Dépendamment du tissu, la
présence du (P)RR est requise puisque son inactivation produit un phénotype Iétal
probablement occasionné par un défaut dans l'acidification des vésicules intracellulaires par la

V-ATPase.

4.4.2 Hypertension

Une étude a 1'échelle du génome rapporte que le chromosome X a la position 1, bande
1 (Xpl1) prédispose une population finlandaise a I'hypertension (206). Puisque le geéne du
(P)RR est aussi situé dans cette région du chromosome X (Xp11.4), le récepteur pourrait jouer
un rble dans le développement de I'hypertension. De plus, dans une population japonaise, les
hommes ayant l'all¢le avec le polymorphisme (IVS)5+169C>T du géne du (P)RR ont une
pression systolique, diastolique et une pression artérielle ambulatoire (mesure sur 24 heures)
plus ¢élevées que ceux avec l'allele normal alors qu’aucune relation n'était observé chez la
femme (207). Les mécanismes par lesquels le polymorphisme est associé a I'hypertension, son
effet sur la structure et la fonction du (P)RR ainsi que la raison expliquant les différences entre
I'homme et la femme ne sont pas connus. Ce polymorphisme pourrait avoir augmenté 1’activité
du RAS expliquant la pression artérielle élevée chez les hommes. Des différences dans les
hormones entre les deux sexes peuvent avoir protégées les femmes contre la hausse de
pression artérielle. Peu apres, un autre groupe de recherche a également regardé l'effet du
méme polymorphisme aupres d'une population d'hommes caucasiens. Comme pour 1'étude au
sein de la population japonaise, il rapporte que la pression systolique est augmentée chez les

individus avec le polymorphisme (IVS)5+169C>T (208). Dans un sous-groupe de cette
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population, ils démontrent une augmentation de la concentration circulante de l'aldostérone
(hormone stimulée par 1'Ang II contrélant 'homéostasie des électrolytes et des fluides (209))
sans modification des niveaux circulants de I'Ang II et de l'activité circulante de la rénine
suggérant que le polymorphisme module le RAS local et augmente la sécrétion d'aldostérone.
Dans une cohorte composée uniquement de femmes japonaises, le polymorphisme +1513A4G
du gene du (P)RR est associé a une plus forte prévalence aux risques d'infarctus lacunaire et

d'hypertrophie du ventricule gauche (210).

Chez les rats surexprimant le (P)RR humain dans les tissus de muscle lisse, la pression
artérielle systolique et la fréquence cardiaque augmentent graduellement a partir de 1'age de 6
mois (211). De plus, la concentration plasmatique d'aldostérones augmente alors que la
concentration et l'activité circulante de la rénine sont similaires. Lorsque le (P)RR humain est
surexprimé spécifiquement dans le noyau supraoptique de I'hypothalamus chez le rat par
injection d'adénovirus, la vasopressine (AVP) en circulation et dans l'urine augmentent (160).
Conséquemment, comme 1’AVP est connu pour ses effets sur la rétention d'eau dans les reins
et I'augmentation de la pression artérielle (212), les auteurs ont observé une diminution dans la
consommation et I’excrétion d'eau 12 semaines apres l'injection. Curieusement, aucun effet sur
la pression artérielle n’a été rapporté alors que I’inactivation du (P)RR spécifiquement dans le
noyau supraoptique ou d’autres régions du cerveau diminue la pression artérielle, la fréquence
cardiaque et I’AVP circulant chez le rat SHR ou la souris double transgénique pour I'AGT et la
rénine humaine (160;213). Cette discordance entre la surexpression et I’inactivation du (P)RR
concernant la pression artérielle pourrait étre due a une différence dans les niveaux d’AVP
circulants. Ces données suggérent que le (P)RR joue un réle dans le contrdle de paramétres
hémodynamiques dans 1'hypothalamus en modulant la production et la sécrétion de 'AVP via
les voies dépendantes de I'Ang II mais I'implication potentielle des voies indépendantes de

I'"Ang II ou de la rénine sur ces parameétres ne sont pas connus.
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4.4.3 Retard mental et épilepsie lié au chromosome X

Chez I'homme, la mutation d'une cytosine en thymidine dans l'exon 4 a la position 321
du geéne codant pour le (P)RR cause un phénotype caractérisé¢ par un retard mental et de
I’épilepsie 1i¢ au chromosome X (214). Comme le géne du (P)RR est sur le chromosome X
(147), la mutation de ce récepteur chez le male est suffisante pour causer la pathologie alors
que chez la femme la maladie pourrait ou non se manifester a une méme amplitude que chez
I’homme dépendamment de la copie du chromosome X inactivée (effet mosaique). Chez les
individus présentant cette mutation, la présence du (P)RR muté (forme tronquée de la
protéine) est 50% plus élevée que chez les individus témoins. La mutation n'entraine pas de
défaut dans la liaison de la rénine au (P)RR muté puisqu'il peut augmenter l'activité
catalytique de I'enzyme suggérant que 1’implication du (P)RR dans cette maladie se fait via
des effets indépendants de la rénine. Cependant, les hommes avec cette mutation présentent un
défaut dans l'activation d'ERK1/2. In vitro, le méme groupe de recherche a caractérisé
fonctionnellement cette mutation du (P)RR dans les cellules neuroendocrines du rat par
transfection d'un plasmide codant pour la méme mutation que l'exon 4 chez I'homme. Il
observe que le (P)RR dimérise avec le (P)RR muté et que les cellules ont une réduction dans
l'activation d'ERK1/2 indépendamment de I'Ang II (154). Les auteurs suggerent que le (P)RR
muté agit probablement comme un dominant négatif. Globalement, cela sous-entend que la
maladie peut étre le résultat d'un changement dans la structure du (P)RR causée soit par la
mutation elle-méme ou par la dimérisation entre le (P)RR "normal" et le récepteur muté. Ce
changement de structure pourrait par exemple rompre l'interaction entre le (P)RR et la V-
ATPase nécessaire a l'activation d'ERK1/2 comme il I'a ét¢ démontré dans une lignée de
cellule rénales provenant de canin (157). La voie de Wnt/B-caténine pourrait également étre

diminué (Figure 8, Page 45).

4.4.4 Parkinsonisme avec spasticité lié au chromosome X
Il a également été rapporté qu'une mutation de la cytosine en thymidine a la position
345 dans I'exon 4 du géne du (P)RR cause le parkinsonisme avec spasticité 1i¢ au chromosome

X (215). Les niveaux de la forme tronquée du (P)RR sont augmentés et la diminution du
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(P)RR "normal" touche principalement le cortex frontal et le striatum du cerveau, des régions
impliquées dans la régulation du mouvement. Un marqueur de défaut de l'autophagie est
observé dans le striatum du patient, une région du cerveau souvent affectée par la maladie de
Parkinson (215). Les auteurs rapportent aussi que le taux de survie des cellules HEK293 est
réduit lorsque l'expression du (P)RR est diminuée par microinjection d'un siRNA et
subséquemment traitées avec un inhibiteur de la V-ATPase. Puisque l'inhibition de la V-
ATPase cause l'apoptose et un défaut dans la dégradation des protéines (216;217), les auteurs

attribuent cette maladie a un défaut dans la fonction de la V-ATPase causé¢ par un (P)RR muté.

4.4.5 Probléme développemental

Chez le poisson zebre, un criblage aprés une mutagenese insertionnelle identifie le
(PPRR comme un des geénes essentielles au développement de I'embryon (218).
Phénotypiquement parlant, les embryons avec le mutant du (P)RR présente une téte et des
yeux plus petits sans aucun pigment corporel a 'dge embryonnaire de 2 jours. Au jour 5 du
développement, on observe de la nécrose au niveau du systéme nerveux central, un sous-
développement du foie et de l'intestin, de 1'oedéme péri-cardiaque en ajout aux anomalies du
jour 2. Un phénotype similaire a celui rapporté chez le poisson ze¢bre est observé dans des
embryons de Xenopus ou le (P)RR est invalidé par un petit ARN interférant (193) 1a ou ces
observations résultent d'un défaut dans I'activation de la voie de Wnt/B-caténine (Figure 8,
Page 45). Par conséquent, plusieurs génes nécessaires au développement de l'embryon sont
diminués. Lorsque I'expression du (P)RR est réintroduite chez le Xenopus, le développement

de I'embryon est normalisé.

4.5 - Handle region peptide

Une autre approche pour I'¢tudie du réle du (P)RR dans le développement de
pathologie consiste a employer le handle region peptide (HRP), un bloqueur de ce récepteur.
Deux ans aprés le clonage du (P)RR, le HRP de rat contenant les résidus R"'ILLKK'°’MPSV a

¢été concu par Ichihara et a/ (169) en se basant sur la séquence humaine de la région handle
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("'TFLKR") de la prorénine rapporté par Suzuki et al (164). Afin de vérifier l'affinité du HRP
synthétisé, ils ont observé la liaison de la prorénine de rat sur un anticorps contre la région
handle de rat (anti-HRP, homologue a la séquence de liaison sur le (P)RR). A une dose de 1
uM, le HRP de rat empéche totalement la liaison de la prorénine sur l'anti-HRP (169). Dans la
méme étude, ceci est également observé dans les cellules COS-7. Comme aucune autre région
du prosegment de la prorénine (i.e. région gate) empéche la liaison de la prorénine a I’anti-
HRP, ces résultats suggérent que le HRP a potentiellement une grande affinité pour le (P)RR.
Le HRP de rat et de I'humain empéche la liaison de la prorénine a leur (P)RR correspondante
dans les cellules COS-7 alors que d'autres régions du prosegment n'ont pas cet effet (219).
L'affinit¢ du HRP pour le (P)RR est similaire a celle de la (pro)rénine et se situe dans l'ordre
du nanomolaire suggérant que le HRP est un bloqueur compétitif du (P)RR (220). Puisque la
rénine n'a pas le prosegment du précurseur, l'enzyme pourrait théoriquement se fixer a son
récepteur apres le blocage du (P)RR. Bien que le HRP prévient la liaison de la prorénine au
(P)RR, le peptide empéche également la rénine de s'y lier (171;220). Il est donc suggéré que la
liaison du HRP sur le (P)RR change la conformation du récepteur empéchant ainsi la rénine

d'y avoir acces (148).

4.6 - Effet thérapeutique du HRP

Il est trés important de ne pas confondre I'effet d'un inhibiteur de la rénine a celui du
HRP. L'inhibiteur de la rénine se fixe au site actif de cette enzyme et inhibe uniquement la
production d'Ang I mais ne prévient pas la liaison de la (pro)rénine au (P)RR. Par conséquent,
il ne modifie pas les voies de signalisation du (P)RR qui sont indépendantes de I'Ang II. Quant
au HRP, sa liaison au (P)RR produit deux effets (Figure 9, Page 54). D'une part, cette liaison
empéche la (pro)rénine de se fixer au (P)RR et ainsi la prorénine demeure inactive et ’activité
de la rénine n’est pas augmentée. Toutefois, la rénine libre exerce tout de méme une activité
enzymatique de base. Par conséquent, I'étape limitante du RAS (conversion de I'AGT en Ang
I) est réduite et la production d'Ang I et II diminuent mais n’est pas inhibé contrairement a
I’inhibiteur de la rénine. D'autre part, le HRP bloque I'activation des voies de signalisation du

(P)RR indépendante de 1'Ang II (i.e. MAPK) et il le fait en désactivant le récepteur et en
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réduisant la phosphorylation sur les résidus sérines (179). Les impacts physiologiques et

cellulaires du HRP ont été vérifiés dans des modeles animaux et des lignées cellulaires.
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Figure 9. Mécanisme de fonctionnement du HRP

Le HRP prévient la liaison de la (pro)rénine au (P)RR causant une réduction des voies
dépendantes de I'Ang II puisque la prorénine reste inactive et la rénine exerce une activité
enzymatique de base. Le HRP bloque également I'activation des voies indépendantes de 1'Ang
II. Dans le schéma, la taille de police réduite pour I'Ang I et II représente une diminution de la
production en comparaison avec la Figure 7. ACE, enzyme de conversion de l'angiotensine;
AGT, angiotensinogene; Ang, angiotensine; AT1R, récepteur type 1 de I'Ang II; HRP, handle
region peptide; MAPK, protéine kinase activée par mitogene; (P)RR, récepteur a la prorénine

et a la rénine.
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4.6.1 Modéeles de complications diabétiques

4.6.1.1 Néphropathie diabétique

La néphropathie diabétique est caractérisée par un défaut de la fonction rénale au
niveau de la barriére de filtration glomérulaire. Des dommages aux glomérules modifient la
capacité de filtration des reins et provoque la protéinurie. L'inflammation et la fibrose résultant
des dommages rénaux causent la glomérulosclérose (221). Typiquement, le diabéte est
associée a une augmentation des niveaux circulants de la prorénine et les niveaux du (P)RR

augmentent dans le rein alors que la rénine circulante est inchangée (169;187;222).

La premiére utilisation in vivo du HRP est rapportée par Ichihara et a/ dans un modele
de rat diabétique de type 1 induit par la STZ (169). La prorénine est la seule composante du
RAS qui augmente en circulation chez ces animaux diabétiques et I'administration du HRP de
rat (0,1 mg/kg/jour sous-cutanée pour 24 semaines) ne change pas les niveaux de la
proenzyme circulante. Toutefois, les niveaux locaux d'Ang I et II dans le rein augmentent chez
les rats diabétiques et le HRP diminue largement leur production. Les rats diabétiques
développent la glomérulosclérose mais celle-ci est complétement prévenue par 1'administration
du HRP. Chez le rat diabétique, la protéinurie est nettement plus élevée et le gain de poids
corporel est également réduit, ce dernier représentant plus de la moitié de celui des animaux
témoins non diabétiques. Le HRP réduit significativement la protéinurie chez ces rats au
méme niveau que les rats témoins et les animaux reprennent du poids a partir de la 16°
semaine de traitement au HRP. Globalement, le développement de la glomérulosclérose
entraine la protéinurie occasionnant la perte de poids corporel des rats diabétiques et
I'administration du HRP permet de prévenir la pathologie. Pourtant, le HRP n'a pas d'effet sur
la pression artérielle et la glycémie de ces animaux suggérant qu'une diminution du RAS local
dans les reins n'est pas suffisante pour induire des changements hémodynamiques et une
amélioration de la fonction pancréatique. De plus, l'effet du HRP sur les rats témoins est
absent dans cette étude démontrant l'importance d'une augmentation de la prorénine dans le

développement de la néphropathie diabétique.
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Il est intéressant de mentionner ici que l'administration d'un ACEi dans le méme
modele animal pendant 8 mois entraine uniquement une diminution de la glomérulosclérose et
de la protéinurie (223) alors que 1'é¢tude d'Ichihara et al rapporte une normalisation. Cela
suggere que le HRP produit un effet bénéfique supplémentaire comparé aux RASi en bloquant
les voies du (P)RR indépendantes de 1'Ang II. Pour déterminer si ces voies indépendantes de
I'Ang II jouent un role dans le développement de la néphropathie diabétique, le groupe de
recherche d'Ichihara a refait une étude similaire chez des souris traitées au STZ ou I'ATIR
¢tait inactivé de maniere ubiquitaire. Un ACEi a également ét¢ administré dans I’eau pour
exclure les effets de I'Ang II via I'AT2R. Chez ces souris diabétiques, l'inactivation d'AT1R
diminuait initialement le développement de la glomérulosclérose et de la protéinurie mais le
phénotype était revenu a nouveau la 24° semaine 4 un niveau similaire que chez les souris
diabétiques sauvages (224). L'administration de I'ACEi aux souris diabétiques sauvages
diminue la glomérulosclérose et la protéinurie alors que le HRP de souris (0,1 mg/kg/jour
sous-cutané pour 24 semaines) abolit complétement le phénotype. L'activation non-
protéolytique de la prorénine rénale est diminuée par le HRP. L'activation des membres de la
famille des MAPK tels ERK1/2, p38 et JNK est normalisée dans les reins des souris
diabétiques aprés le traitement au HRP alors que l'administration d'un ACEi diminue leurs
niveaux. Toutefois, aprés un double traitement du HRP et de I'ACEi, aucun effet synergique
n’est observé. L'ensemble de ces résultats suggérent que l'activation des voies dépendantes de
I'Ang II ne peut entierement expliquer le développement de la néphropathie diabétique et que
les voies du (P)RR indépendantes de 1’Ang II sont plus importantes. Ces résultats sont
d’autant plus appuyé¢ par le fait que les rats transgéniques surexprimant le (P)RR humain
développe de la glomérulosclérose et de la protéinurie pouvant étre prévenu par
I'administration du HRP (0,1 mg/kg/jour sous-cutané pour 20 semaines) alors qu’un traitement
avec un ACEi est sans effet malgré la réduction d'Ang II rénal (181). Le HRP normalise
¢galement les niveaux de phosphorylation d'ERK1/2, de p38 et de JNK dans le rein
indépendamment de 1'Ang II. Ceci suggére que l'augmentation de l'activation non-

protéolytique de la prorénine ou la hausse du (P)RR favorise le développement de la maladie.
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Pour vérifier si le développement de la néphropathie diabétique par le (P)RR se fait
aussi par une activation des voies inflammatoires, des rats deviennent diabétiques par la STZ
et ils sont administrés le HRP de rat (0,2 mg/kg/jour sous-cutané directement au niveau du rein
pour 2 semaines). Chez les animaux diabétiques, l'expression génique de TNFa et de
l'interleukine 1 béta (IL-1PB) dans le rein augmentent chez les rats diabétiques et sont réduites
par le HRP (222). Dans le liquide interstitiel rénal, la présence protéique de ces deux facteurs
inflammatoires est également diminuée par le HRP suggérant que 1'augmentation du (P)RR
favorise la production des facteurs inflammatoires localement et contribue ainsi au
développement de l'inflammation dans le rein. Il existe également une corrélation positive
entre le niveau des marqueurs de l'inflammation et la protéinurie suggérant que ceci pourrait
étre un mécanisme par lequel le HRP réduit la protéinurie dans cette étude ainsi que dans des
¢tudes précédentes (169;181;224). Le groupe de recherche montre aussi que le HRP réduit
l'augmentation de 1'expression génique et protéique de TGF-f1 et de CTGF au niveau rénal et
dans les cellules mésangiales du rat stimulées par une haute concentration de glucose (179).
Globalement, les résultats suggérent que le (P)RR est impliqué dans le développement de la
néphropathie diabétique par une activation de la fibrose et de l'inflammation rénale et que le

HRP peut prévenir le développement de cette pathologie en réduisant ces mécanismes.

L'ensemble de toutes ces études suggerent que l'activation non-protéolytique de la
prorénine est impliquée dans le développement de la néphropathie chez le rongeur diabétique
de type 1. En outre, ceci semble étre aussi le cas chez le rongeur développant un diabéte de
type 2 (indépendant de 1'insuline). Le modeéle murin db/db posséde une mutation sur le géne du
récepteur de la leptine qui détériore la signalisation de cette adipokine. Par conséquent, ces
animaux sont hyperphagique et développent I’obésité et le diabéte de type 2 (225). Lorsque
ces souris sont administrées avec le HRP de souris (1 mg/kg/jour sous-cutané pour 12
semaines), les effets bénéfiques observés chez le modele murin diabétique de type 1 sont
¢galement présents dans ce modele, c'est-a-dire qu’il y a réduction de la glomérulosclérose, la
protéinurie, les niveaux d'Ang I et II rénale et la signalisation rénale d'ERK1/2 a I’exception

de la masse corporelle qui demeure inchangée (226).
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L'administration du HRP dans les études précédentes a été réalisée dans une optique de
"prévention”" du développement de la néphropathie diabétique ou l'induction du diabéte et
I'administration du HRP ont eu lieu simultanément. Afin de voir si le HRP produit les mémes
effets bénéfiques suite a I’apparition de la pathologie, une étude de "traitement" a été initice
chez le rat. Les animaux deviennent diabétique de type 1 par ’injection de la STZ pour une
période de 12 semaines et on leur administre un ACEi ou le HRP de rat (0,1 mg/kg/jour sous-
cutané pour 12 semaines). Une fois de plus, cette étude rapporte que la progression de la
glomérulosclérose et de la protéinurie sont prévenus par le HRP alors que I'ACEi réduit leurs
niveaux (227). L'ensemble de ces études proposent que le HRP est non seulement capable de
prévenir le développement de la néphropathie diabétique mais qu'il peut aussi le traiter une

fois que la pathologie est présente.

4.6.1.2 Rétinopathie diabétique

La rétinopathie diabétique est une autre complication du diabéte résultant de I'apoptose
des cellules de la rétine en raison des dommages causés par un haut niveau de glucose et de
l'inflammation oculaire (221). En effet, la formation anormale de vaisseaux sanguins fragiles
augmente les risques d'éclatement de ces vaisseaux et le déversement de leur contenu peut
compromettre la vision. Il est intéressant d’observer chez les rats diabétiques, suite a une
injection de STZ, une augmentation de l'expression génique de la prorénine dans la rétine. Ces
animaux ont plus de leucocytes rétinals adhérés qui sont réduits de fagon plus marqué par
I'administration du HRP (70% d'inhibition) (0,1 ou 1,0 mg/kg/jour intrapéritonéale pour 7
semaines) en comparaison a un ARB (30% d'inhibition) suggérant que les effets du (P)RR
indépendantes de I'Ang II sont importants (228). Toutefois, aucun effet synergique apreés un
double traitement du HRP et de 'ARB n’est observé. Chez les souris diabétiques suite a un
traitement au STZ, un traitement similaire au HRP diminue aussi les niveaux protéiques de la
molécule d'adhésion intercellulaire 1 (ICAM-1) et du facteur de croissance de l'endothélium
vasculaire (VEGF) dans la rétine qui sont impliqués dans l'inflammation rétinale induite par le
diabete. Pour évaluer la contribution de 1’Ang II dans ces phénotypes, ils ont utilisé des souris

avec I'ATIR inactivé de maniere ubiquitaire. Dans la rétine de ces animaux, les niveaux
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d'ERK1/2 phosphorylé et de VEGF diminuent suite a 1'administration du HRP alors que les
niveaux d'TICAM-1 demeurent similaires. Ceci suggere que la modulation de I'lCAM-1 est
effectuée par le (P)RR via ses effets sur la production d’Ang II. D'aprés ces résultats, la
rétinopathie diabétique est potentiellement une résultante de la hausse de l'activation non-
protéolytique de la prorénine activant chroniquement la signalisation du (P)RR dépendante et
indépendante de 1'Ang II dans la rétine. Ceci aboutira a la néovascularisation et a 1'adhésion

des leucocytes causant une inflammation rétinale.

L'uvéite est une inflammation de l'uvée et 'ATIR est impliqué dans le développement
de cette pathologie oculaire (229). Afin de voir si le (P)RR joue un role dans le développement
de l'inflammation oculaire aigilie, l'uvéite a été induit chez le rat par une injection de
lipopolysaccharide. Une journée avant et apres I'induction, les animaux ont regu le HRP de rat
(0,1 ou 0,01 mg/kg/jour intrapéritonéal). La prorénine, sa forme activée et le (P)RR sont tous
présents dans les vaisseaux de la rétine. Chez les rats avec uvéite traités avec le HRP,
I'adhésion des leucocytes dans la rétine, le nombre de leucocytes ainsi que leur infiltration
dans I'humeur vitrée diminuent par rapport aux animaux avec uvéite traités avec le placebo
(230). La concentration de protéines dans I'humeur aqueuse chez les rats recevant le HRP,
indépendamment de la dose, diminue 12 heures aprés l'injection de lipopolysaccharide
suggérant que la fuite de protéines de I'humeur vitrée vers ce compartiment (une des
conséquences de 'uvéite) est réduite. Suite a 24 heures de traitement au HRP, la concentration
de protéines dans I'humeur aqueuse aprés une dose de 0,01 mg/kg demeure similaire a celle
des rats témoins alors que la dose de 0,1 mg/kg maintient la diminution de protéine. Ceci
suppose que selon la dose administrée, il est possible que certains effets bénéfiques soient
maintenus, perdus ou amplifiés. De plus, ils rapportent aussi que l'expression génique et
protéique d'ICAM-1, MCP-1 et de I'interleukine 6 (IL-6) augmentent dans la rétine des rats
atteints d'uvéite et que le HRP réduit les niveaux de toutes ces composantes inflammatoires de
fagon similaire a ce qui a été rapporté¢ dans la rétine des animaux atteints de rétinopathie
diabétique (228). Globalement, cette étude démontre que le (P)RR joue un role dans le
développement de l'inflammation oculaire et que le HRP diminue I'impact de l'activation du

RAS.
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La néovascularisation dans la rétine est une caractéristique des pathologies oculaires.
L'ATIR est également impliqué dans la néovascularisation rétinale causé par 1I’ischémie (231).
Le méme groupe de recherche a ainsi étudié l'effet du HRP de souris sur cette pathologie en
induisant la rétinopathie ischémique. Des souris agées d'une semaine sont mises dans des
cages avec un contenu en oxygene de 80% dans 1’air ambiant pour 5 jours. Les animaux sont
par la suite remis dans des conditions normales (21% d’oxygene) et recoivent une injection
intrapéritonéale de HRP (1 mg/kg) pendant 5 jours. Chez les souris avec rétinopathie
ischémique traitées avec le placebo, des vaisseaux physiologiques (intrarétinal) et
pathologiques (extrarétinal) sont observés alors que les animaux recevant le HRP présentent
une diminution des vaisseaux pathologiques sans changer 1'abondance des vaisseaux
physiologiques (232). Ainsi tel qu'observé chez les rats avec rétinopathie diabétique (228), le
HRP réduit l'expression génique et protéique de 'ICAM-1 et de VEGF. Plus particuliérement,
la réduction produite par le HRP touche l'isoforme VEGF165 qui est nécessaire a la
néovascularisation rétinale pathologique (233). Ceci suggere que le (P)RR meéne a la

néovascularisation pathologique.

Bien que ces études montrent que l'activation du (P)RR est impliquée dans
I’inflammation et la néovascularisation oculaire, les observations ne sont pas en mesure de
démontrer par quels voies spécifiques du (P)RR les effets du HRP sont occasionnés. Pour
adresser cette question, le HRP (1 mg/kg intrapéritonéal pour 1 semaine) a ét¢ administré a des
souris avec néovascularisation de la choroide ayant I'ATIR inactivé afin d'exclure les voies
dépendantes de 1'Ang II. Chez ces souris, l'administration du HRP réduit les niveaux
d'ERK1/2, VEGF et MCP-1 suggérant que les voies indépendantes de 1'Ang II soient

responsables de cette pathologie oculaire (234).
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4.6.2 Mode¢les d'hypertension

4.6.2.1 Cardiomyopathie hypertensive

Le rat SHR est le modéle le plus utilisé pour étudier les complications de
I'hypertension. Chez les rats SHR susceptibles de développer un accident vasculaire cérébral
(SHRsp), les animaux sont hypertendus et ont une augmentation du RAS circulant et
cardiaque lorsqu’une diete riche en sel leur est administrée pendant 8 semaines (235). Les
niveaux d'activation non-protéolytique de la prorénine, l'expression génique du (P)RR et les
niveaux cardiaques d'Ang I et II augmentent également. Du c6té anatomique, la masse du
coeur et du ventricule gauche augmentent avec la présence de fibrose cardiaque détectée par
une augmentation de I'expression génique du collagéne I et III. Bien que l'administration sous-
cutanée du HRP de rat (0,1 mg/kg/jour pour 8 semaines) n'ait pas d'effet sur la pression
artérielle et le RAS circulant, les niveaux de prorénine activée et de 1'Ang I et II cardiaques
sont totalement normalisés sans modifier les autres composantes du RAS cardiaque. De plus,
I'hypertrophie cardiaque, ventriculaire et la fibrose diminuent. Ces résultats suggeérent que
l'activation non-protéolytique de la prorénine cardiaque par le (P)RR contribue au

développement du dommage cardiaque, tel la fibrose, suite a I’hypertension.

Il semble que les effets bénéfiques du HRP ne se limitent pas uniquement aux rats
SHRsp concernant I'hypertrophie et la fibrose cardiaque, puisque des résultats similaires sont
obtenus chez le rat SHR traité avec la méme dose de HRP (0,1 mg/kg/jour sous-cutané pour 8
semaines) sur une dicte riche en sel. Ces travaux montrent de plus que la fonction diastolique
est améliorée suivant le traitement au HRP (236). Les niveaux d'hydroxyproline, la
composante majeure pour la stabilité du collageéne, sont également réduits. Globalement, ces
¢tudes démontrent que la réduction de fibrose cardiaque produite par le HRP est causée non
seulement par une diminution de I'expression du collagéne mais également par sa
déstabilisation. De plus, les rats SHR traités avec le HRP ont une baisse des niveaux de
créatinines circulantes (236). La créatinine est normalement éliminée par les reins et
représente un indicateur de la fonction rénale. La réduction de ce produit dans la circulation
entrainée par le HRP suppose une amélioration de la fonction rénale chez les rats SHR.

Contrairement aux multiples effets du HRP observés chez les animaux avec une dicte riche en
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sel, le groupe de recherche rapporte dans la méme étude que seule la masse du ventricule
gauche est réduite chez les rats ayant une dicte normale en sel. Il est possible que la durée
d'administration du HRP ne soit pas suffisante dans cette étude puisque les rats sur la diéte
normale en sel n’ont subi que 4 semaines de traitement contrairement a 8§ semaines chez ceux
sur la diete riche en sel, bien que 3 semaines de traitement avec un ARB puissent réduire la
masse du ventricule gauche et la fibrose dans le méme mod¢le animal (237). Si l'activation de
I'ATIR par I'Ang II est importante pour produire des dommages cardiaques, il est possible que
cette courte période de traitement au HRP ne soit pas suffisante pour réduire 1'Ang II a un
niveau qui mene aux effets bénéfiques supplémentaires observés chez les rats ayant une dicte

riche en sel et traités au HRP.

De maniére générale, I'administration systémique du HRP a peu d'effet sur la pression
artérielle auprés d'un modéle animal hypertendu (235;236;238). Pourtant, l'administration
locale du PRO20 (un autre bloqueur du (P)RR synthétis¢ a partir de la séquence du
prosegment de la prorénine) directement dans le cerveau semble produire des effets
hypotenseurs. En effet, lorsque le PRO20 de souris est administré de manicre aigiie
intracérébroventriculairement dans le cerveau de la souris double transgéniques pour I'AGT et
la rénine humaine ou de la souris hypertendue induite par un sel d'acétate déoxycorticostérone,
la pression artérielle est réduite dans ces deux modeles d'animaux (239). Une infusion
chronique du PRO20 (27 pg/kg/jour pour 3 semaines) par la voie sous-cutanée
intracérébroventriculairement dans le cerveau donne des résultats similaires et les niveaux
d'Ang II dans le cortex et I'hypothalamus diminuent également. Toutefois, I'administration
sous-cutanée du PRO20 ne modifie pas la pression artérielle chez les souris hypertendues
induite par un sel d'acétate déoxycorticostérone. Ceci suggere que I’infusion sous-cutané du
PRO20 ne permet pas le passage de ce peptide a travers la barriere hémato-encéphalique ou
que la dose et/ou le temps de traitement ne sont pas suffisant pour avoir un effet ou avoir
atteint les régions du cerveau responsables de la régulation de la pression artérielle. Puisque la
séquence entre le HRP et la PRO20 est différente, I’absence d’effet du HRP sur la pression
artérielle chez le modele animal hypertendu par rapport au PRO20 pourrait étre expliqué par

une différence dans leur propriété pharmacologique.
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4.6.2.2 Insuffisance cardiaque

La dose chronique du HRP typiquement donnée aux animaux SHR (0,1 mg/kg/jour) ne
semble pas avoir d'effet sur le RAS circulant et la pression artérielle. Par conséquent, 1'effet
aigu d'une dose plus ¢€levée sur les parametres hémodynamiques a été étudié. Chez le mouton
avec insuffisance cardiaque induite par stimulation du ventricule gauche, l'administration
d’une dose croissante du HRP (1, 5 et 25 mg intraveineux) a chaque intervalle de 90 minutes
diminue a la fois, la pression artérielle, la pression de l'oreillette gauche, la résistance
périphérique et l'activité circulante de la rénine (240). Cet effet du HRP ne peut étre observé
qu'a partir d'une dose de 5 mg et elle persiste quelques heures apres la dose de 25 mg. Comme
I’activité circulante de la rénine est réduite par le HRP, il est possible que le HRP ait bloqué le
s(P)RR circulant. Cette étude démontre non seulement que le (P)RR peut moduler les
parametres hémodynamiques dans la pathologie de 1'insuffisance cardiaque mais souléve aussi
la possibilité qu'une dose plus élevée de HRP est nécessaire pour avoir un changement sur la

pression artérielle et le RAS circulant.

4.6.2.3 Néphropathie hypertensive

Lorsqu'un changement de paramétres hémodynamiques tel la hausse de pression
artérielle est maintenue chroniquement, des dommages sur le systéme de filtration rénale
peuvent avoir lieu et causer la protéinurie. Chez le rat SHRsp hypertendu, la protéinurie et la
glomérulosclérose augmentent et 1'administration du HRP (0,1 mg/kg/jour sous-cutané pour 8
semaines) diminue les deux (238). L'expression génique du (P)RR et les niveaux de I'Ang I et
IT dans le rein augmentent chez les rats hypertendus. La résultante est une activation locale du
RAS rénal qui est neutralisée par le HRP chez les animaux hypertendus reflété par une
diminution des niveaux d'Ang I et II. De plus, les niveaux de TGF-B1 et du collagéne IV sont
¢galement normalisés dans le rein suggérant une diminution de la fibrose rénale. Ainsi, tout
comme dans le coeur, l'activation du (P)RR rénal semble étre une étape clé pour initier le

processus de dommage rénal.
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4.6.3 Lignées cellulaires

Les lignées cellulaires sont souvent utilisées pour déterminer les mécanismes impliqués
lors des observations chez les mode¢les animaux. Elles possédent l'avantage de créer un
systeme isol¢ des autres types cellulaires et de la circulation permettant d'étudier ainsi une voie
d'intérét spécifique. Lorsque des cellules mésangiales du rat immortalisées sont traitées avec le
HRP (1 uM), la phosphorylation d'ERK1/2 diminue d'environ 60% apres 1 minute et persiste
jusqu'a 2 heures et ce de fagon indépendante de I'Ang II puisque 1’administration d'ARB
n’abolie pas cette effet (241). Ceci entraine également une réduction de I'expression génique
de TGF-B1 et de la prolifération des cellules mésangiales, cette derni¢re étant dépendante de la
concentration du HRP. Finalement, les cellules stimulées avec le HRP présentent aussi une
augmentation de l'activit¢ de la métalloprotéinase-2. En somme, cette étude procure un
¢lément de preuve du concept sur le principe de fonctionnement du HRP. Elle permet de
démontrer que le (P)RR produit une prolifération des cellules mésangiales et une diminution
de la dégradation du collageéne présent dans la matrice extracellulaire indépendamment de
I'Ang II. Ces mécanismes peuvent étre responsables des dommages occasionnés aux organes
comme c’est le cas lors de la glomérulosclérose au niveau du rein qui mene ultimement a la

néphropathie.
Globalement, 1'ensemble de toutes ces études in vivo et in vitro utilisant le HRP

suggere que le (P)RR et la suractivation du RAS local jouent un role essentiel dans le

développement de complications reliés au diabéte et a I'hypertension.
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4.6.4 - Divergences sur les effets du HRP

4.6.4.1 Modzéles in vivo

Malgré les effets bénéfiques connus grace a l'utilisation du HRP dans plusieurs
modeles animaux de pathologie, certains ne réussissent pas a reproduire les effets bénéfiques
rapportés, c’est-a-dire, n'observent pas d'effet. Par exemple, Susic et al/ sont les premiers a
rapporter que le HRP de rat (0,1 mg/kg/jour sous-cutané¢ pour 4 semaines) n'entraine pas
d'effet sur le collagéne cardiaque, la fonction du ventricule gauche et I'hémodynamique rénale

chez le rat SHR (Tableau V, Page 66) (242).
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Tableau V. Divergences sur les effets in vivo et in vitro du HRP

Auteur Source Traitement, dose, durée Observations majeures
Susic D et al . . Aucun effet sur le collagéne cardiaque, la fonction du
2006 (242) Rat HRP, 0.1 mg/kg/jour, 4 semaines ventricule gauche et 'hémodynamique rénal
Muller DN et al . . Aucun effet sur la masse du ventricule gauche et les
2008 (243) Rat HRP, 3.6 pg/kg/jour, 2 semaines dommages aux reins
Feldt S et al Rat et cellule HRP, 3.6 pg/kg/jour, 3 semaines Aucun effet sur les dommages aux reins chez le rat et
2008 (199) HRP, 1 uM sur les niveaux d'ERK1/2 dans les cellules
Gratze P et al . . Aucun effet sur le gain de poids, la tolérance au glucose
2009 (244) Rat HRP, 3.6 pg/kg/jour, 16 semaines et les triglycérides circulants
HRP n'a pas d'effet sur la pression artérielle et la taille
van Esch JH et al Rat HRP, 1 mg/kg/jour, 3 semaines des cardiomyocytes et la combinaison diminue les
2011 (245) + inhibiteur de la rénine effets de l'inhibiteur de la rénine sur les mémes
parametres
Batenburg WW et al . HRP, 1 mg/kg/jour, + inhibiteur =~ La combinaison diminue les effets de I'inhibiteur de la
Souris - . . . .
2013 (246) de la rénine, 3 semaines rénine sur la fonction vasculaire
te Riet L et al HRP, 1 mg/kg/jour, + inhibiteur La} cgmbmalson augmt?.nte.le. collagene c’ar.d1aque ct
Rat . . diminue les effets de l'inhibiteur de la rénine sur la
2014 (247) de la rénine, 3 semaines . gy . .
pression artérielle et la fonction rénale
Batenburg WW et al HRP, 1 mg/kg/jour, + inhibiteur La cc')mbm’aqson ne' produit pas d'effets ad<’11't10nnels sur
Rat . ) la gliose rétinale, I'apoptose des cellules rétinales et les
2014 (248) de la rénine, 3 semaines . :
cytokines inflammatoires
Aucun effet sur la production d'Ang I et n'empéche pas
Batenburg WW ez al Cellule HRP, 1 uM la liaison de la (pro)rénine au (P)RR et 'activation de la
2007 (249) .
prorénine
Feldt S et al Aucun effet sur les niveaux d'ERK1/2 et n'empéche pas
2008 (250) Cellule HRP, 1 uM la liaison de la (pro)rénine au (P)RR
S; (r)l lgzv(vz?lgﬂ Cellule HRP, 10 uyM Aucun effet sur les niveaux d'ERK1/2 et TGF-B1

Ang, angiotensine; ERK1/2, kinases 1/2 régulées par signal extracellulaire; HRP, handle region peptide; (P)RR, récepteur a la
prorénine et a la rénine; TGF-p1, facteur de croissance de transformation-béta 1.
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Par ailleurs, le méme groupe de recherche observe aussi que I'administration du HRP
de rat a la méme dose mais pour une durée de 8 semaines aux rats SHR ayant une dicte riche
en sel, entraine un changement des parameétres étudi¢s précédemment (236). Ceci suggere que
la durée du traitement au HRP pourrait étre un facteur important a considérer pour produire
des effets avec le peptide. De facon similaire, 'administration du HRP de rat (3,6 pg/kg/jour
sous-cutané pour 2 semaines) dans le modele de rat 2K1C n'a pas d'effet sur la masse du
ventricule gauche et les dommages aux reins représentés par l'infiltration des macrophages et
les niveaux de collageéne I (243). D’autres études similaires sur 1’absence d’effet in vivo du
HRP ont été rapportées (Tableau V) (199;244;245). Etrangement, la dose administrée de HRP
dans la plupart de ces études était substantiellement plus faible que celle normalement utilisée
dans les études rapportant des effets bénéfiques, soit 0.1 mg/kg/jour. Globalement, 1’absence
d’effet du HRP est probablement atribuable a une courte durée de traitement et/ou une faible

dose.

Des effets inattendus sont également observés lorsque le HRP est donné en
combinaison avec un inhibiteur de la rénine. Par exemple, des rats SHR recevant I'inhibiteur
de la rénine ont une pression artérielle plus basse et des cardiomyocytes plus petites que les
animaux témoins (Tableau V) (245). Lorsque le HRP (1 mg/kg/jour sous-cutané pour 3
semaines) et l'inhibiteur de la rénine sont administrés simultanément chez les rats SHR, les
effets de l'inhibiteur sont réduits alors que le HRP, administré seul, n'a pas d'effet sur ces
parameétres. Des études similaires sur les effets d’une combinaison entre le HRP et un
inhibiteur de la rénine ont été rapportées (Tableau V) (246-248). La conclusion générale tirée
de ces études s’avere étre le fait que le HRP vient contrecarrer les effets bénéfiques de
l'inhibiteur de la rénine. Ceci démontre que le HRP ne doit pas étre combiné a un RASI soit
parce qu'il existe des interactions neutralisantes entre eux ou soit parce qu'un mécanisme
compensatoire est activé lorsque le RAS circulant et local sont ciblés simultanément par
I'inhibiteur de la rénine et le HRP. Cela est similaire a ce qui a été observé avec la
combinaison de deux RASi chez I'homme qui souvent ne produit pas d'effet bénéfique
supplémentaires et mene a des effets secondaires tels la détérioration de la fonction rénale ou

I'hypotension (252).
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4.6.4.2 Modzéles in vitro

Tout comme pour les modéles animaux, les expériences in vitro rapportent également
des discordances sur les effets du HRP. Par exemple, les VSMC en présence de HRP (1 pM)
n’ont pas de changement dans la production d’Ang I ni dans la liaison de la (pro)rénine au
(P)RR et dans D’activation de la prorénine (Tableau V) (249). Plusieurs études ont aussi
rapporté une absence d’effet du HRP sur les niveaux d’ERK1/2 (199;250;251). Les niveaux
circulants physiologiques de la prorénine et de la rénine sont d'environ 2 nM et 0,1 nM
respectivement (253). In vivo, une dose de HRP a 0,1 mg/kg/jour équivaut a une concentration
circulante d'environ 10 nM représentant 5 fois les niveaux physiologiques de la prorénine
(228). 1l est donc étonnant que des doses si élevées de HRP ne bloquent pas les voies du
(P)RR de maniére in vitro. Mis a part certaines expériences faites avec un nombre insuffisant
d'échantillons (251), d'autres études in vitro rapportent que le (P)RR est majoritairement
localisé a l'intérieur de la cellule plutot qu'a la surface membranaire (151;156;172). Ceci étant
dit, il est possible qu'il y ait une différence dans la localisation du (P)RR in vivo et in vitro
ainsi que dans les différents type de cellules. Une plus grande abondance de (P)RR
intracellulaire peut faire en sorte que les effets du HRP soient limités car peu de récepteurs
sont disponibles a la surface cellulaire pour la liaison au peptide. En lien avec cette prémisse,
les cellules répondent a la prorénine et la signalisation du (P)RR est activée mais uniquement
avec une dose supraphysiologique de la proenzyme (248;251). Bien que l'affinité de la
prorénine et du HRP soit dans 1'ordre du nanomolaire, celle de la prorénine est presque 4 fois
plus ¢levée que le HRP créant de la compétition pour un nombre restreint de (P)RR
membranaire d'ou l'absence d'effet du HRP (219). Ceci pourrait expliquer les fondements
d'une étude sur les monocytes qui rapporte que la stimulation des cellules avec le HRP (1 uM)
n’a aucun effet sur la signalisation d'ERK1/2 et que le peptide n'empéche pas la liaison de la

(pro)rénine au (P)RR (249;250).

Par ailleurs, ce groupe de recherche a généré des cellules souches embryonnaires
n'exprimant pas le domaine transmembranaire du (P)RR. Par conséquent, le (P)RR n'était pas
présent sur la surface des cellules. Pourtant, leurs résultats indiquent que le HRP se fixe sur

ces cellules (250). Cela suggeére que le HRP n'est pas uniquement spécifique au (P)RR
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puisqu'il se lie sur une autre composante a la surface membranaire des cellules. Cette autre
composante pourrait étre le récepteur mannose-6-phosphate (M6PR). La (pro)rénine lie le
MG6PR et cette liaison entraine une internalisation rapide et une dégradation des ligands
(254;255). La liaison n'amene pas a la production d'Ang I et II et on lui a plutdt attribué un
role de clairance de la (pro)rénine. Le fait que la (pro)rénine soit liée au M6PR suggére qu'il y
ait probablement un site de liaison commun aux deux enzymes permettant la fixation au
récepteur comme c’est le cas du (P)RR. Toutefois, nous n’avons pas la certitude pour affirmer
si le prosegment de la prorénine se fixe ¢galement sur le M6PR. Si tel était le cas, il s'avererait
possible que la fixation du HRP sur les cellules souches embryonnaires dépourvue de (P)RR

membranaire soit en réalité sur le M6PR.

4.7 - Lien entre le (P)RR et I'obésité

Contrairement aux connaissances sur l'implication du (P)RR dans les complications
reliées au diabéte et a I'hypertension, peu de travaux ont été réalisés pour étudier le role du
(P)RR dans 1'obésité. Néanmoins, quelques observations ont été rapportées. Chez la femme, le
(P)RR est exprimé en gene et en protéine dans le SCF abdominal et dans le VAT omental,
rénal et mésentérique mais plus spécifiquement dans les adipocytes (116;153;256;257). Le
(P)RR est davantage exprimé dans le VAT que dans le SCF (153). L'obésité entraine
¢galement une augmentation de la densité¢ du (P)RR dans le VAT mésentérique chez les rats
ayant une dicte riche en gras (257). Comme le VAT est plus dommageable que le SCF avec
I'obésité (Chapitre 2, Section 2.2, Page 7), le (P)RR pourrait jouer un réle crucial dans le
développement de 1'obésité viscérale. Dans le tissu adipeux, le (P)RR est exprimé a la surface
des membranes cellulaires (153). Le (P)RR membranaire est fonctionnel dans le tissu adipeux
puisqu'un traitement des adipocytes humains avec la rénine augmente son activité catalytique
et la production d'Ang I. Ceci laisse croire que le (P)RR est capable d’augmenter la production
d'Ang 1II dans le tissu adipeux et mener au gain de masse grasse (Chapitre 3, Section 3.4,
Page 24). En lien avec ceci, les niveaux d'Ang II dans le sang veineux du SCF abdominal

humain sont plus élevés que dans le sang artériel suggérant que ce tissu adipeux est une source
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d'Ang II (258). De plus, il a été rapporté qu’un traitement des adipocytes 3T3-L1 avec la
rénine activent également ERK1/2 (153).

Les effets du HRP sont trés peu connus sur le développement de 1'obésité.
L'administration du HRP (0,1 mg/kg/jour sous-cutané pour 4 semaines) chez le rat est
suffisante pour détecter le peptide dans le tissu adipeux (238). L'étude la plus proche de cette
pathologie fait appel a des rats ayant une di¢te riche en fructose pendant 10 semaines. Dans ce
cas, ces animaux développent une résistance a l'insuline comme le démontre les tests de
tolérance au glucose mais il est & noter que les rats ayant cette dicte ne sont pas obeses (259).
Toutefois, le gras rétropéritonéal et le gras épididymal sont plus abondants que chez les
animaux témoins. On observe également que les TG, les acides gras libres et l'insuline
circulante sont plus élevés chez les animaux sur fructose. Lorsque les rats ayant une dicte riche
en fructose sont traités simultanément avec le HRP (0.1 mg/kg/jour sous-cutané pour 10
semaines), le gras rétropéritonéal, la taille des adipocytes et les métabolites circulants sont
réduits. Il s’avére ainsi que le HRP normalise la tolérance au glucose ainsi que la sensibilité a
l'insuline. Toutefois, on ne peut affirmer si les effets du HRP sont directement sur le tissu
adipeux ou secondaire a I’amélioration de la sensibilité a 1’insuline du corps entier chez les
animaux traités avec le peptide. Les résultats de cette étude suggerent que le HRP réduit la
résistance a l'insuline dans le muscle puisque le peptide abaisse 1'activation non-protéolytique

de la prorénine et les niveaux de I'Ang II dans ce tissu.

Chez des rats ayant une di¢te normale surexprimant la rénine humaine, le gain de poids
corporel, la prise alimentaire et le contenu en gras augmentent alors que la tolérance au
glucose diminue (244). Premi¢rement, les auteurs concluent que ce phénotype n'est pas causé
par une augmentation de la production d'Ang II puisqu'aucun changement sur ces parametres
n’a été observé chez les rats transgéniques recevant un inhibiteur de la rénine ou un ACEi.
L'absence d'effet n'est pas étonnante puisque les rats surexprimant uniquement la rénine
humaine ne peuvent pas produire de I'Ang II avec I'AGT de rat compte tenu de la conversion
«espece-spécifique» de I'AGT en Ang I par la rénine (76;77). Le fait que les auteurs

n'observent aucune augmentation de la pression artérielle chez les animaux transgéniques
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comparativement aux animaux témoins renforce ce point. Les auteurs suggerent également
que le (P)RR ne soit pas impliqué dans le phénotype puisque I'administration du HRP de rat et
humain (3,6 pg/kg/jour sous-cutané pour 16 semaines) n'a pas d'effet sur la prise de poids
corporel, la prise alimentaire et la tolérance au glucose. Toutefois, comme la dose du HRP de
0,1 mg/kg/jour est celle qui produit les effets bénéfiques chez les modéles animaux de
pathologie et que dans cette étude, la dose administrée était faible, I'absence d'effet sur les
parameétres étudiés n'est pas étonnante. Ainsi, ces résultats ne permettent pas de conclure que
le (P)RR ne contribue pas au phénotype observé chez les rats transgéniques. Comme 1'Ang 11
ne semble pas étre impliqué dans les observations de ce modele animal, la surexpression de la
rénine humaine peut en se liant au (P)RR de rat venir expliquer en partie ces résultats car
l'activation des voies du (P)RR indépendante de 1'Ang II par la prorénine n'est pas une étape
«espece-spécifiquen (181). Par ailleurs, les souris avec une inactivation de la rénine présentent
une plus forte perte de gras fécal par rapport aux animaux sauvages et représente une des
caractéristiques contribuant au phénotype de résistance au gain de poids (123). Toutefois, ceci
n'est pas observé chez les souris avec une inactivation de I'AGT ou de I'ACE (118;124),

suggérant ainsi une implication des voies de signalisation du (P)RR indépendantes de 1'Ang II.

Les effets de 1'activation d'ERK1/2 sur la différentiation des adipocytes sont souvent
attribués aux deux isoformes. Pourtant, ERK1 et ERK2 ont des roles distincts. Chez la souris,
I'inactivation compleéte d'ERK1 diminue la masse grasse, produit une résistance a 1'obésité
induite par une dicte riche en gras et amene une plus grande thermogenése postprandiale
(260). In vitro, les adipocytes des souris avec l'inactivation d'ERK1 ont une réduction de
I'adipogenése alors que 1'ajout d'un inhibiteur des MAPK n’a aucun effet suggérant ainsi que
I’ERK2 n'est pas impliquée. En résumé, cette étude démontre que ’ERK1 joue un rdle dans la
différentiation des adipocytes alors que I’ERK2 est davantage responsable de la fonction
connue d'ERK1/2, c'est-a-dire la prolifération cellulaire. I1 demeure possible que le (P)RR soit
un ¢lément clé dans le développement de 1'obésité en activant ERK1 de maniére dépendante et

indépendante de 1'Ang II.
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Mis a part ces travaux suggérant que le (P)RR soit impliqué dans le développement de
'obésité, aucune étude rapporte les effets de 'utilisation du HRP dans un mod¢le animal obése
induit par une di¢te riche en gras. Par conséquent, 1'implication ou non du (P)RR dans cette

pathologie est incertaine et cette thése a été réalisée pour répondre a cette question.
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Chapitre 5 : Mise en contexte

5.1 Problématique

La prévalence mondiale d'individu en surpoids est estimée a plus de 1,6 milliard avec
plus de 400 millions d'individus obéses (2). L'Organisation Mondiale de la Santé prévoit que
les statistiques augmenteront a plus de 2,3 milliards et de 700 millions respectivement en
2015. L'obésité augmente le risque de développer un diabéte de type 2, un cancer et des
maladies cardiovasculaires. Les traitements actuels pour cette maladie incluent avant tout un
changement du mode de vie. La pharmacothérapie est initié si ce dernier échoue et en dernier
recours la chirurgie bariatrique. Toutefois, a I'exception de la chirurgie bariatrique, ceux-ci
n'ont pas de succes a long terme et la plupart présentent des effets secondaires considérables.
Par conséquent, il existe actuellement une forte demande pour la création d’un traitement non-
invasif et efficace a long terme pour traiter 1'obésité et ses complications. Afin de répondre a
cette demande, cette theése a étudié chez la souris l'effet du HRP sur le développement de
l'obésité. Nous désirons vérifier I’implication du (P)RR dans le développement de I’obésité et

de ses complications.

5.2 Rationnel

L'Ang II stimule la lipogenese, inhibe la lipolyse et 'adipogenéese (91;98;100). Comme
le (P)RR amplifie la production d'Ang II en augmentant l'activité enzymatique de la rénine, le
récepteur dans le tissu adipeux pourrait étre impliqué dans le développement de 1'obésité.
D’autre part, ERK1 procure un gain de masse grasse (260). La signalisation du (P)RR
indépendante de 1'Ang II pourrait donc étre impliquée puisque la voie d'ERK1/2 est commune

au (P)RR et a I'ATIR (183).

Avant d'é¢tudier le role du (P)RR dans le développement, il est nécessaire de se poser
une question fondamentale. Il s'agit de savoir si la rénine est présente dans le tissu adipeux
chez la souris. Il existe des divergences a propos de sa présence locale la ou certains
investigateurs rapportent que I'enzyme est exprimée dans le tissu adipeux alors que d'autres ne

réussissent pas a la détecter (89;90;92;96;153). Afin de suggérer que le (P)RR puisse mener a



'obésité en augmentant la production de I'Ang I, il est essentiel de vérifier que la rénine est

présente dans le tissu adipeux.

Malgré les effets bénéfiques des RASI, telle la diminution de la pression artérielle,
elles causent toutefois une augmentation des niveaux circulants de la rénine (137-142). En
tenant compte de I'existence du (P)RR et de ses propres voies de signalisations indépendantes
de 1'Ang II, il est possible que l'utilisation des RASi produisent des effets indésirables en
raison du surplus de rénine qui se lie au (P)RR localement dans les tissus. Le point de vue sur
l'utilisation du HRP dans notre mod¢le animal serait que le peptide diminue la production et
les effets de 1'Ang II puisque la rénine libre a une activité enzymatique de base. Ainsi, le HRP
empécherait l'activation des voies de signalisation du (P)RR indépendante de 1'Ang II. Puisque
le fonctionnement du (P)RR en tant qu'adapteur dans la voie de Wnt/B-caténine est
indépendant de la rénine (193), l'utilisation du HRP ne devrait pas causer les mémes effets

observés dans les modeles ou le (P)RR est inactivé.

5.3 Questions
La question principale de cette theése est de savoir si le (P)RR est impliqué dans le
développement de I'obésité chez la souris et par quels mécanismes. Les sous-questions sont les

suivantes:

e Est-ce que la rénine est exprimée et présente dans le tissu adipeux?

e Est-ce que le (P)RR est modulé avec 1'obésité dans le tissu adipeux?

e Quels sont les effets du HRP sur le poids corporel, le tissu adipeux et les adipokines
chez les souris ayant une di¢te riche en gras et en hydrates de carbone?

e Est-ce que le HRP a un effet sur les composantes impliqués dans la lipogenese et la
lipolyse et 1'adipogenése dans le tissu adipeux?

e Est-ce que le HRP diminue les voies de signalisation dépendantes et indépendantes de
'Ang II dans le tissu adipeux?

e Est-ce que le HRP produit des effets supplémentaires en comparaison aux RASi?
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5.4 Hypothéses

Les hypothéses de la theése sont les suivantes. Nous pensons que le (P)RR est impliqué
dans le développement de 1'obésité chez la souris. La rénine devrait étre exprimée et présente
dans le tissu adipeux. Nous nous attendons a ce que le (P)RR augmente dans le tissu adipeux
des souris obéses. Le gain de poids corporel et la masse de tissu adipeux devraient diminuer
chez les souris traitées avec le HRP. Nous pensons que les adipokines nocives (i.e. résistine)
diminuent avec le traitement alors que les bonnes adipokines (i.e. adiponectine) augmentent
dans le tissu adipeux. L'administration du HRP chez la souris devrait diminuer les enzymes
impliquées dans la lipogenése et activer celles impliquées dans la lipolyse dans le tissu
adipeux. Nous nous attendons a constater une diminution des voies de signalisation

dépendante et indépendante de 1'Ang II dans le tissu adipeux avec le traitement au HRP.

5.5 Objectifs
Cette thése a deux objectifs principaux incluant la démonstration que le (P)RR soit
impliqué dans le développement de I'obésité et en trouver les mécanismes responsables. Les

sous-objectifs sont les suivants:

e (aractériser I’effet métabolique du HRP dans un mod¢ele de souris ayant une dicte
normale ou ayant une diete riche en gras et en hydrates de carbone (i.e poids corporel,
masse de différents types de tissu adipeux)

e Evaluer les niveaux de la rénine et du (P)RR dans le tissu adipeux

e Evaluer les niveaux de plusieurs adipokines dans le tissu adipeux (i.e. résistine,
adiponectine)

e Evaluer les niveaux des enzymes impliquées dans la lipogénese et la lipolyse et le

marqueur de l'adipogenese dans le tissu adipeux
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What is already known?
e Obesity is a world-wide growing epidemic and current treatments have limited success
and are associated with important side effects
e The renin-angiotensin system has been implicated in obesity

e Few studies have investigated the implication of the prorenin/renin receptor in obesity

What this study adds?

e Prorenin/renin receptor is upregulated with obesity and insulin resistance in adipose
tissue.

e We have found that obese mice treated with the handle region peptide have lower body
weight and weight gain which was associated with a decrease in visceral adipose tissue
weight and improved circulating metabolites such as triglycerides and insulin.

e We found that mice on normal diet also benefits from the handle region peptide

treatment although there was no change in body weight.
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Abstract

Objective: Obesity is a worldwide epidemic and current treatments have limited success thus,
novel therapies are warranted. Our objective was to determine whether the prorenin/renin
receptor [(P)RR] is implicated in obesity.

Design and Methods: Mice received a normal or high-fat/high-carbohydrate diet with the
handle region peptide (HRP), a (P)RR blocker, or saline for 10 weeks. Post-menopausal non-
diabetic obese women were enrolled in the Complication Associated with Obesity Study and
were classified as insulin-resistant (IRO) or —sensitive (ISO) using a hyperinsulinemic-
euglycemic clamp.

Results: In mice, obesity increased the (P)RR by 2-fold in adipose tissue. Likewise, renin
increased by at least 2-fold. The HRP reduced weight gain in obese mice by 20% associated to
a 19% decrease in visceral fat. This was accompanied by a 48% decrease in leptin mRNA in
fat and 33% decrease in circulating leptin. Inflammatory markers were also decreased by the
HRP treatment. HRP normalized triglyceridemia and reduced insulinemia by 34% in obese
mice. Interestingly, we observed a 33% increase in (P)RR mRNA in the fat of IRO women
compared to ISO.

Conclusions: This is the first report of a potential implication in obesity of the (P)RR which

may be a novel therapeutic target.
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Introduction

Although obesity is a major risk factor for many diseases such as cardiovascular diseases,
diabetes and cancer, treatment of overweight and obese patients has had low success rate(1).
In both mice and human, systemic and adipose tissue renin-angiotensin system (RAS) are
upregulated with obesity(2). Moreover, angiotensin II (Ang II) increases lipid storage by

reducing lipolysis and increasing lipogenesis(2).

The prorenin/renin receptor [(P)RR], an X chromosome-linked gene, binds both renin and
prorenin. This increases by 3-5 fold renin's catalytic efficiency to convert angiotensinogen
(AGT) into Ang I(3). It has been detected in many tissues but only two groups have reported
its presence in adipose tissue in women(4;5). Interestingly, the protective effect of the handle
region peptide (HRP), a (P)RR blocker, has been demonstrated in animal models of many
pathologies, such as cardiac diseases(6). Although controversial data have been reported
concerning these beneficial effects, this is mostly due to methodological issues such as lower
doses and shorter duration of treatment(7-10). Furthermore, tissue-specific (P)RR knock-out
mice have increased mortality probably due to an impaired acidification of intracellular
vesicles, a process implicated in cell survival(11). Indeed, the (P)RR can act as an adaptor
between the vacuolar H+-ATPase and the receptor for Wnt molecules in a renin independent
manner(6). As such, a defect in (P)RR can impair the Wnt signalling pathway conversely to

blocking the receptor using HRP which is unlikely to interfere in this process.

The aim of our study was to determine the regulation of the (P)RR and renin in adipose tissue

by obesity and to assess the implication of this receptor in the development of obesity and
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obesity-related risk factors. Our hypothesis was that the (P)RR and renin would both be
increased with obesity and that the former contributes to the development of obesity and its

associated risk factors.

Methods

Animals

All experiments were carried out on mice expressing the green fluorescent protein under the
control of the renin promoter (REN-GFP)(12) (generous gift from Dr. Kenneth Gross at the
Buffalo Cancer Institute). Mice were 12-15 weeks of age and were maintained on 12-h
light/dark cycle with access to either normal (N) diet or high-fat/high-carbohydrate (HF/HC)
diet and water ad libitum. All experiments were carried out in male mice. In addition, the
impact of obesity on the (P)RR and renin were confirmed in females as previous studies
looking at human adipose tissue (P)RR have been conducted only in women. Mice body
weight (BW) and food weight were measured weekly. Care of the mice used in the
experiments complied with standards for the care and use of experimental animals set by the
Canadian Council for the Protection of Animals, and all procedures were approved by the

University Animal Care and Use Committee at the CHUM Research Center.

HRP synthesis

The mouse peptide IPLKKMPS(13) was synthesized by the manual solid-phase
technique(14). This peptide, consisting of part of the prosegment region (10P—19P) of
prorenin, has been shown to bind directly to the (P)RR in vitro with a dissociation constant
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(Kp) of 3.5 nM(15;16). Furthermore, it was confirmed that HRP could prevent binding of both
renin and prorenin to the receptor with a dissociation constant (Kj) of 16.7 nM and 15.1 nM

respectively(15).

HRP administration

Mice were anesthetized and implanted subcutaneously with an osmotic mini-pump (model
#1004; Alzet, Cupertino, CA) filled with the HRP or saline. The peptide was administered at a
published effective dose of 0.1 mg/kg/day(6;13). This procedure was repeated after 4-5 weeks
to ensure constant administration of the peptide as these are 28-42 days pump (length varies

according to lot). Concomitantly, the mice received either a N or HF/HC diet for 10 weeks.

Human CAO cohort study

This was a secondary analysis of samples from post-menopausal non-diabetic obese women
enrolled in the Complications Associated with Obesity (CAO) Study. The inclusion/exclusion
criteria of this study have been reported(17). The study was conducted according to the
guidelines laid down in the Declaration of Helsinki and were approved by the University of
Montreal ethics committee. All subjects gave a written informed consent before the study
started. Women were subdivided into insulin-sensitive obese (ISO; N = 13) and insulin-
resistant obese (IRO; N = 9), as measured by hyperinsulinemic euglycemic clamp and
classified based on a cut-off proposed in a previous study(18). Before the clamp procedure,
subcutaneous fat (SCF) samples were obtained from the periumbilical area by needle biopsy

under local anesthesia as previously described(19).
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Western Blot
Proteins were detected using a (P)RR(20), generous gift from Dr. Yumei Feng at Tulane
University, renin (Molecular Innovations), GAPDH (Santa Cruz) and tubulin (Abcam)

antibody. Each signal was normalized to its respective GAPDH or tubulin band.

Real-time PCR.
Gene expression was evaluated using the primer sequences and conditions provided in Tables

S1 and S2.

Statistical analysis

All values are expressed as means + standard error (SE). A 2-way ANOVA was used to assess
the effect of diet and the HRP. For parameters measured at many time points, a repeated
measure 2-way ANOVA was applied. If interactions were detected, a Tukey post-hoc test was
used. Differences in human gene expression were determined by non-parametric Mann—
Whitney U tests. For renin mRNA in female mice, a Pearson's Chi-square was done. A p <

0.05 was considered statistically significant.

Results

Mouse adipose tissue (P)RR and renin

In HF/HC+Saline male mice, the (P)RR mRNA was increased by 2.1-fold in all fat pads
(Figure 1A) and (P)RR protein was increased by 1.5-fold in peri-renal fat (PRF) and by 2.1-
fold in abdominal SCF with a tendency in peri-gonadal fat (PGF) (p = 0.067, Figure 1C) while
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it was unchanged in the heart, liver and kidney (Figure S1). Renin mRNA was increased by
1.7-fold in SCF and by 2.4-fold in visceral adipose tissue (VAT) (Figure 1B). The local
protein produced, as assessed by the presence of GFP, was undetectable in all fat pads (data
not shown) although total renin protein content was detected and was increased by 5.1-fold in
PGF and decreased by 40% in SCF with obesity (Figure 1D). Likewise, circulating plasma
renin activity (PRA) was increased by 1.9-fold in HF/HC+Saline mice (Figure S2). In PGF of
obese mice, total renin protein was 84% of the kidney content (Figure 1D, S3 and Table S3).
There was no effect of the HRP on both (P)RR and renin with the exception of the (P)RR
mRNA in SCF which was decreased by 53% in obese animals (Figure 1A).

In obese female mice, the (P)RR protein increased by 1.4-fold in PGF while it tended to
increase in PRF (p = 0.084, Figure S4). Also, the protein expression was 1.7-fold higher in
PGF compared to SCF independently of the diet (Figure S4). Renin mRNA was significantly
increased only in PGF and SCF with obesity (Table S4). Values presented were very small

which may result from the smaller fat mass compared to males (Table S5).

RAS components in human SCF

IRO and ISO women were comparable for age, BMI, fat mass and waist to hip ratio as
assessed by Dual X-Ray absorptiometry (Table S6)(17). We observed a 1.3-fold increase in
(P)RR in the SCF of IRO compared to ISO subjects (Table 1). We found a 1.5-fold increase in
ATIR similarly to previous reports(21). Conversely, there were no differences for ACE and
AGT expression (Table 1). Moreover, renin could only be observed in 3 samples

independently of insulin sensitivity (data not shown).
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Mouse body and organ weight

HF/HC+Saline mice increased their BW ( Figure 2A) and weight gain (Figure 2B) compared
to the N+Saline group, mainly due to an increased fat mass (Figure 2C). HF/HC+HRP mice
had decreased BW and weight gain by 11% and 20% respectively compared to HF/HC+Saline
mice (Figure 2A-B), and both tended to be lower at week 9 (p = 0.066 for BW and p = 0.073
for weight gain). Nonetheless, these parameters were still elevated compared to the N group.
Similarly to the BW, a 19% decrease in PRF was observed in HF/HC+HRP mice compared to
the HF/HC+Saline group with a tendency in SCF (p = 0.07) while the PGF was unaffected
(Figure 2C).

Conversely, no weight changes were detected in N+HRP mice although a tendency could be
observed (p = 0.08 for BW starting at week 5 and p = 0,064 for a general effect on weight
gain, Figure 2A-B). Interestingly, a 31% decrease in PRF mass was observed in N+HRP mice
compared to the N+Saline group , while the SCF tended to decrease (p = 0.07) (Figure 2C).

In contrast, no impact of the HRP on heart weight was observed in mice on both diets (data
not shown). Moreover, the HRP had no effect on weekly food intake. As expected, the HF/HC

groups had increased caloric intake compared to those on the N diet (Table S7).

Mouse adipokines

The HF/HC+Saline mice had increased adipose tissue leptin expression compared to their N
diet controls (Figure 3A). Interestingly, HRP decreased leptin expression in all adipose tissue
by around 48% and 77% in HF/HC+HRP and N+HRP mice respectively (Figure 3A).
Similarly, circulating leptin was 2.2-fold higher in HF/HC+Saline mice compared to controls
and was decreased by 33% and 54% in HF/HC+HRP and N+HRP mice respectively (Figure
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3C). In SCF, resistin mRNA was increased by 2.8-fold in HF/HC+Saline mice compared to
their controls and was decreased by 53% in the HF/HC+HRP mice without any changes in
VAT (Figure 3B). Conversely, circulating resistin was 1.2-fold higher in HF/HC+Saline mice
compared to the N diet controls without any effect of the HRP (Figure 3C). Tumor necrosis
factor alpha (TNFa) mRNA expression was increased by around 2.1-fold in PGF and PRF of
HF/HC+Saline mice while the HRP decreased it by 48% and 45% only in the PGF of
HF/HC+HRP and N+HRP mice respectively (Figure 4A). Monocyte chemoattractant protein-
1 (MCP-1) expression was increased by around 1.9-fold in PGF and PRF of HF/HC+Saline
mice while the HRP decreased it by 68% and 59% only in the PGF of HF/HC+HRP and
N+HRP mice respectively (Figure 4B). F4/80, a marker of macrophage, expression was
increased by around 3.5-fold in PGF and PRF of HF/HC+Saline mice while the HRP
decreased it by 38% and 36% only in the PGF of HF/HC+HRP and N+HRP mice respectively

(Figure 4C)

Index of mouse adipocyte cell size

Mest/Pegl mRNA, a marker of adipocyte size(22), was increased in all adipose tissue in
HF/HC+Saline mice compared to their N diet controls (Figure 5). These values were
decreased by around 33% and 57% in HF/HC+HRP and N+HRP mice respectively in all

adipose tissue (Figure 5).

Mouse glucose and lipid homeostasis
Circulating triglycerides were increased by 1.4-fold in HF/HC+Saline mice compared to the
N+Saline mice and were normalized in HF/HC+HRP mice (Table 2). Although hepatic

87



triglycerides were also 1.4-fold higher in HF/HC+Saline mice, the HRP had no effect on this
parameter (Table 2).

HF/HC+Saline mice had a 3.5-fold increase in circulating insulin and 1.4-fold rise in
circulating glucose compared to N+Saline mice. Insulinemia was decreased by 34% and 27%
in HF/HC+HRP and N+HRP mice respectively compared to their respective control groups
(Table 2). This was not accompanied by a decrease in glycemia in HF/HC+HRP mice
although a tendency could be observed (Table 2). Moreover, the G/I ratio was decreased by
55% with obesity whereas this was increased by 1.5-fold in both HF/HC+HRP and N+HRP
mice (Table 2). In line with these results, we found that the GLUT1 mRNA was increased in
all adipose tissue and in SCF for GLUT4 with obesity (Figure S5A-B) as reported by others in
obese rats(23;24). Conversely, GLUT1 and GLUT4 expression were decreased in SCF by
29% and 45% respectively in HF/HC+HRP mice and by 51% and 31% in N+HRP mice. In

PRF, 4-56% reduction was observed only in GLUT1 independently of diet (Figure S5A-B).

Mouse heart function

Ejection fraction and fractional shortening measured by echocardiography were decreased by
23% and 26% respectively compared to baseline in HF/HC+Saline mice (Figure 6A-B) as a
result of a 1.9-fold increase in systolic and 1.5-fold in diastolic left ventricular volume (LVV)
(Table S8). This effect on heart function was prevented by the HRP (Table S8) with a parallel

decrease in systolic and diastolic LVV by 31% and 22% respectively.
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Discussion

First, we observed that adipose tissue (P)RR was significantly increased by obesity in mice,
both male and female, a novel finding that supports our hypothesis that the (P)RR is associated
with the development of obesity. This observation seems specific to adipose tissue as the
(P)RR was unchanged in other studied tissues. Previous studies comparing lean and obese
women have not reported any differences in adipose tissue (P)RR expression although Achard
et al. suggested its implication in the pathophysiology of obesity as the (P)RR in VAT was
increased compared to SCF, similarly to our data in female mice(4;5). However, those studies
considered obesity as a homogenous disease when it is well established that there is a wide
variation in the prevalence of cardiometabolic risk factors among obese individuals due to
differences in age, lifestyle and waist circumference whereas diet induced obesity mice have
tightly controlled factors which make them easily comparable(25). As such, it is possible that
the reported lack of difference in the (P)RR expression was due to variations in insulin
sensitivity and cardiometabolic risk factors among obese subjects. Indeed, our human adipose
tissue data showed a 33% increase in the (P)RR mRNA in IRO compared to age and BMI-
matched ISO women demonstrating that the (P)RR is modulated by this parameter and could

thus contribute to variability.

Renin protein synthesized locally in adipose tissue, assessed indirectly by measuring GFP, was
undetectable while total renin content was increased with obesity. This implies that most of
the renin in adipose tissue comes from the circulation as observed previously(26). This is

further supported by the comparable increases in circulating renin activity detected in obese
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mice. Conversely, we found no effect of the HRP on circulating renin activity and gene
expression similarly to what has been reported in other studies in different models(6). Given
that renin and prorenin bind the (P)RR with a Kp in the nanomolar range, it is unclear whether
adipose tissue renin levels are sufficient to induce physiological effects through the (P)RR.
However, we have found that renin levels in PGF from obese animals increase to as much as
84% of the renal renin content suggesting that sufficient amounts are present to activate the

(P)RR.

The effects of the HRP on BW in mice receiving the HF/HC diet are in contrast to a study in
rats showing that a lower HRP dose did not affect the BW of obese transgenic rats
overexpresssing human renin even after 10 weeks of treatment on a standard chow(10). These
divergent results may suggest that the BW phenotype may be specific to obesity induced by
HF/HC feeding or that it requires the HRP dose used in our study. Similarly, no effect of the
HRP on BW was reported in models of type 1 diabetic rats or in high-energy diet fed non-
obese rats, again suggesting that diet-induced obesity is key to the phenotype we are
reporting(27;28). Other in vivo studies have also questioned the beneficial effect of the HRP
on different pathologies(6;7;29) although this may be due to methodological issues as lower
doses of the peptide were administered and a shorter duration treatment was used compared to
the studies reporting protective effects(6). The most convincing published data regarding the
importance of treatment duration comes from 2 studies by the same group showing that a 4
weeks HRP treatment had no effect on cardiovascular damage in spontaneously hypertensive

rats whereas 8 weeks of treatment improved cardiac function in the same animal model(6). In
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line with these results, a 20% reduction in weight gain in HF/HC+HRP mice could only be

observed after 10 weeks of treatment in our study.

Interestingly, studies in obese rodents have shown that ACE inhibitors (ACE1) or Ang II
receptor blockers (ARBs) decrease BW by 8 to 32% compared to non-treated groups(30-33).
Given that the HRP only reduces local Ang II production without completely blocking its
synthesis, the milder effects reported in our study suggest an important role of Ang II
production in the HRP effect on BW. However, in contrast to studies with ACEi or ARBs
which only observed a reduction in circulating triglycerides(31-33), we have noted a complete
normalization implying that Ang II-independent pathways of the (P)RR are also involved in
the beneficial effects of the HRP.

Alternatively, it is possible that the HRP reduced intestinal fat absorption. Although
inactivation of RAS components such as AGT, renin and ACE in mice increases energy
expenditure(34-36), only mice lacking renin have been reported to have decreased intestinal
fat absorption(35). Conversely, this was not observed in AGT(34) and ACE(36) knock-out
mice, suggesting that this renin effect may be Ang Il-independent, potentially through an

interaction with the (P)RR.

Similarly to the HRP effects on fat mass, leptin was decreased by the HRP in all adipose tissue
and in the circulation independently of the diet. Given that leptin is known to correlate
positively with adipose tissue mass(37), our data suggest that the HRP targets fat mass
probably due to higher expression of the (P)RR with obesity in adipose tissue. More

specifically, it may decrease adipocyte cell size as we found that Mest/Peg, a marker of
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adipocytes cell size independently of obesity or diabetes(22), was also decreased in all adipose
tissue by the HRP. Moreover, the HRP decreased inflammation and macrophage infiltration in

VAT.

In addition, the HRP seems to improve insulin sensitivity as it decreased insulinemia and
improved G/I ratio independently of the diet. In agreement with these results, we found an
improved GLUT1 and GLUT4 expression pattern in adipose tissue with the administration of
the HRP. We also found that the obesity-related increase in SCF resistin mRNA was
decreased by the HRP although this was not paralleled by lower circulating levels. This
supports the hypothesis that the correlation between insulin resistance and resistin may be due
to an effect on the insulin signalling pathways specifically in adipocytes(38) and that regional
differences exists between adipose tissue depots(39).

This improved glucose homeostasis is also in line with clinical trials which have reported that
administration of ACEi or ARBs seems to reduce the risk of type 2 diabetes compared to other
antihypertensive treatments(2). While HRP may have effects in skeletal muscle, as the (P)RR
is also expressed in this tissue(3), given that others using type 1 diabetes rodent models do not
see any changes in glucose homeostasis with the HRP(6), it is tempting to speculate that the
observed effect is due to an action in adipose tissue and may be specific to obesity. Moreover,
this hypothesis is further supported by the association we found between insulin sensitivity
and human (P)RR where IRO women had increased (P)RR expression in their SCF.
Interestingly, the HRP had a similar effect on mice fed a N diet to those on HF/HC diet for
PRF mass, leptin, Mest/Pegl, inflammation markers, circulating insulin levels and G/I ratio

although no changes in BW or weight gain were observed. This suggests that metabolic effects
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might come before those on the BW and that insulin sensitivity might be improved by the

HRP as a result of having less VAT coupled to potentially smaller adipocyte cell size.

Finally, we found that the HRP prevented the fall in cardiac function which is typically
associated with the development of obesity(40). This is in line with other studies which have
reported similar effects of the HRP on cardiac pathology related to hypertension without any
effect on blood pressure(6). This suggests that in addition to improving metabolic status of

these animals, the HRP also ameliorates cardiovascular health.

Our data highlights the potential beneficial effects of (P)RR blockade on obesity and its
related-cardiometabolic complications. As such, it suggests that it may be a novel preventive

and therapeutic avenue for the metabolic syndrome in the future.
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Table 1. Renin-angiotensin system components mRNA expression in human

subcutaneous adipose tissue

ISO IRO

(N=13) (N =9)

h(P)RR/18s  1.00+0.08  1.33+0.12%
hATIR/18s  1.00+0.11  1.49 +0.16*
hAGT/18s 1.00£0.16  1.40+0.28

hACE/18s 1.00 £ 0.09 1.27+£0.15

Values are normalized to 18s expression and are expressed as means + SE of fold difference in
IRO vs ISO group. * p < 0.05 compared to ISO. ISO, insulin-sensitive obese; IRO, insulin-
resistant obese; h(P)RR, human (pro)renin receptor; hATIR, human angiotensin II type 1

receptor; hAGT, human angiotensinogen; hACE, human angiotensin-converting enzyme.
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Table 2. Effect of the HRP on mouse hepatic and circulating metabolites

Normal diet HF/HC diet

Saline HRP Saline HRP

Hepatic triglycerides (mg/g liver) 65.48 +£12.62 64.73 £16.06 89.44 + 7.09* 82.55+£9.22*

Triglycerides (mmol/L) 2.43 £0.08 2.55+£0.16 348 +041%* 2.22+£0.12%
Glucose (mmol/L) 13.33+£1.71 13.02+1.34 18.00+1.11* 15.37 £ 1.08*
Insulin (pmol/L) 4296+397 31.24+6.417 150.26+20.19* 99.69 + 18.01*7
Glucose/Insulin ratio 0.29+0.03 0.42+0.10F 0.13+0.01* 0.20 £ 0.04*t

Concentrations are expressed as means + SE. * p < 0.05 compared to N diet; T p < 0.05 compared to saline. N+Saline (N = 7),
N+HRP (N = 7), HF/HC+Saline (N = 7) and HF/HC+HRP (N = 9) for triglycerides, glucose, insulin, Glucose/Insulin ratio.

N+Saline (N = 11), N+HRP (N = 8), HF/HC+Saline (N = 10) and HF/HC+HRP (N = 10) for hepatic triglycerides.
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Figure 1. Effect of the HRP on mouse (P)RR and renin mRNA and protein in adipose
tissues. (P)RR (A) and renin (B) mRNA data are presented as a ratio to s16 expression. (P)RR
(C) and renin (D) protein data are expressed as a ratio to GAPDH and tubulin respectively.
Images shown for (P)RR and renin in each tissues are from the same blot. Protein from the
kidney (25 pg) was used as a positive control for (D).Values are expressed as means + SE. * p
< 0.05 compared to N diet; ¥ p < 0.05 compared to saline. mRNA expression: N+Saline (N =
12), N+HRP (N = 10), HF/HC+Saline (N = 13) and HF/HC+HRP (N = 9). Protein expression:
N+Saline (N = 4-5), N+HRP (N = 4-5), HF/HC+Saline (N = 6-7) and HF/HC+HRP (N = 6-7).

PGF, peri-gonadal fat; PRF, peri-renal fat; SCF, abdominal subcutaneous fat.
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Figure 2. Effect of the HRP on mouse body weight, weight gain and adipose tissue
weight. Body weight (A), weight gain (B) and adipose tissue weight (C) are presented. Values
are expressed as means = SE. * p < 0.05 compared to N diet; T p < 0.05 compared to saline.
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abdominal subcutaneous fat.
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TNFa (A), MCP-1 (B) and F4/80 (C) mRNA. Expression data are presented as a ratio to s16
expression. Values are expressed as means + SE. * p < 0.05 compared to N diet; § p < 0.05
compared to saline. N+Saline (N = 12), N+HRP (N = 10), HF/HC+Saline (N = 13) and
HF/HC+HRP (N = 9). PGF, peri-gonadal fat; PRF, peri-renal fat; SCF, abdominal

subcutaneous fat.
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108



80 i
< En :E-E:::S:——\‘_L
2 20
10 A
Baseiine End

Figure 6. Effect of the HRP on mouse heart function

[+

yrtening (%)
n

Baseiine End

. Ejection fraction (A) and fractional

shortening (B). Values are expressed as means £ SE. * p < 0.05 compared to baseline.

N+Saline (N = 6), N+HRP (N = 5), HF/HC+Saline (N = 7) and HF/HC+HRP (N = 8).

109



ONLINE SUPPORTING INFORMATION

IMPACT OF THE (PRO)RENIN RECEPTOR ON THE DEVELOPMENT OF
OBESITY AND ASSOCIATED CARDIOMETABOLIC RISK FACTORS

Paul Tan*'*?%, Zulaykho Shamansurova*'*®, Sandra Bisotto', Catherine Michel', Marie-Soleil
Gauthier8’9, Rémi Rabasa-Lhoret1’4’8’9, Thi M.-D. Nguyeng, Peter W. Schiller6’9, Jolanta

Gutkowska'” and Julie L. Lavoie"’”®

!Centre de Recherche du Centre Hospitalier de 'Université de Montréal (CRCHUM)
*Department of Biochemistry and molecular medicine, *Physiology, *Nutrition, *Medecine
and, °Pharmacology and "Kinesiology of the Université de Montréal, *Montreal Diabetes
Research Center and ’Institut de Recherches Cliniques de Montréal, Montréal, Québec,
Canada,

*These authors contributed equally to this work

Correspondence to:

Julie L. Lavoie, PhD

Centre de Recherche du CHUM (CRCHUM)
900, rue Saint-Denis, bureau R08.452
Montréal, Québec, Canada, H2X 0A9

Tel: (514) 890-8000 ext. 23612

Fax: (514) 412-7655

110



Expanded material and methods

Animals. All experiments were carried out on mice expressing green fluorescent protein under
the control of the renin promoter (REN-GFP)(1) (generous gift from Dr. Kenneth Gross at the
Buffalo Cancer Institute). Mice were maintained by backcross breeding to C57BL/6 (Charles
River, St-Constant, QC, Canada). Mice were 12-15 weeks of age and were maintained on 12-h
light/dark cycle with access to either normal (N) diet (2018; Harlan Laboratories, Madison,
WI) or high-fat/high-carbohydrate (HF/HC) diet (F3282; Bio-Serv, Frenchtown, NJ) and water
ad libitum. All experiments were carried out in male mice. In addition, the impact of obesity
on the (P)RR and renin were confirmed in female mice as previous studies looking at human
adipose tissue (P)RR have been conducted only in women. Mice body weight (BW) and food
weight were measured weekly. Care of the mice used in the experiments complied with
standards for the care and use of experimental animals set by the Canadian Council for the
Protection of Animals, and all procedures were approved by the University Animal Care and

Use Committee at the CHUM Research Center.

Handle region peptide (HRP) synthesis. The mouse peptide IPLKKMPS(2) was synthesized
by the manual solid-phase technique(3).Its purity was established by thin-layer
chromatography and analytical RP-HPLC. The structural identity was established by
electrospray mass spectrometry: ES-MS [M+H]+ 913.49. This peptide, consisting of part of
the prosegment region (10P—19P) of prorenin, has been shown to bind directly to the (P)RR in
vitro with a dissociation constant (Kp) of 3.5 nM(4,5). Furthermore, it was confirmed that
HRP could prevent binding of both renin and prorenin to the receptor with a dissociation

constant (K;) of 16.7 nM and 15.1 nM respectively(4).

HRP administration. To assess the impact of the (P)RR on obesity development, mice were
anesthetized and implanted subcutaneously, under isoflurane anesthesia (induction at 4% and
maintained at 2% in oxygen), with an osmotic mini-pump (model #1004; Alzet, Cupertino,
CA) filled with either the HRP or saline. The peptide was administered at a published effective

dose of 0.1 mg/kg/day(2,6). This procedure was repeated after 4-5 weeks to ensure constant
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administration of the peptide as these are 28-42 days pump (length varies according to lot).

Concomitantly, the mice received either a N or HF/HC diet for 10 weeks.

Mouse tissue collection. Mice were sacrificed by CO, asphyxiation and multiple tissues
(visceral adipose tissue (VAT) from whole peri-renal (PRF), peri-gonadal (PGF), and
abdominal subcutaneous fat (SCF), heart, liver and kidney) were collected, weighed and snap-
frozen in liquid nitrogen until assayed. N varies for experiments with fat pads due to limited
amount of adipose tissue. Blood was collected by intrathoracic cardiac puncture and placed in
a chilled 1.5 ml tube containing 15ul of 500 mM EDTA (pH8.0) (EMD, Gibbstown, NJ,
USA). Plasma was separated by centrifugation and samples were snap frozen in liquid
nitrogen, and stored at -80°C until assayed. For measurement of circulating glucose and
insulin, mice were fasted overnight before tissue collection whereas triglycerides were

assessed in non-fasted animals.

Human CAO cohort study. The cohort used to obtain the samples analysed in this study were
from post-menopausal non-diabetic obese women enrolled from 2006 to 2007 in the
Complications Associated with Obesity (CAO) Study. The study was conducted according to
the guidelines laid down in the Declaration of Helsinki and both studies were approved by the
University of Montreal ethics committee. All subjects gave a written informed consent before
the study started. The main objective of this study is to understand susceptibility to
cardiometabolic complication in obese women. The inclusion/exclusion criteria of this study
were reported(7). Briefly, post-menopausal women were included in the study if they 1) were
obese with a body mass index (BMI) between 30 to 40 kg/m?, 2) were aged between 55 to 70
years old, 3) had biological confirmation of the menopause status without taking hormone
replacement therapy, 4) were non diabetic (fasting glucose <7.1 mmol*]™' or 2-h plasma
glucose <11.1 mmol*I”" after a 75g OGTT), 5) non-smokers, and 6) were not taking
medications known to interfere with metabolism except stable hypothyroidism replacement
therapy. All participants were free of chronic or inflammatory diseases and no history of
alcohol or drug abuse. Women were then subdivided into 2 groups, insulin-sensitive obese

(ISO) and insulin-resistant obese (IRO), based on their insulin sensitivity as measured using
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by the 3-hour hyperinsulinemic euglycemic clamp and classified based on a cut-off proposed
in a previous study(8). More specifically, patients who had a steady-state glucose disposal rate
(GDR) <9.5 mg/min/kg fat free mass (FFM) were classified as IRO and >12.0 mg/min/kg
FFM as ISO. Before the clamp procedure subcutaneous adipose tissue biopsy samples were
obtained after an overnight fast from the periumbilical level at both side of the body by needle
biopsy under local anesthesia (20 mg xylocaine/mL) as previously described(9). Biopsy
samples were washed from excess blood in saline, quickly frozen in liquid nitrogen and stored
at —80°C until analysis. 59 subjects were included in the CAO study out of which 26 accepted
the adipose tissue sub-study. For the present work adipose tissue biopsy samples were

available for 22 patients (ISO: N = 13 and IRO: N = 9) for gene expression analysis.

Insulin sensitivity in human cohort. The study began at 07-30 h after a 12-h overnight fast. An
antecubital vein was cannulated for the infusion of 20% dextrose and insulin (Actrapid. Novo-
Nordisk, Toronto, Canada). The other arm was cannulated for sampling of blood. Plasma
glucose was measured every 10 min with a glucose analyzer (Beckman Instruments, Fullerton,
CA) and maintained at fasting level with a variable infusion rate of 20% dextrose. Insulin
infusion was initiated at the rate of 75 mU/m2-min for 180 min. GDR was calculated as the

mean rate of glucose infusion measured during the last 30 min of the clamp (steady state).

Real-time PCR. Gene expression was evaluated for (P)RR, renin, leptin, resistin, mesoderm-
specific transcript/paternally expressed gene 1 (Mest/Pegl), glucose transporter 1
(GLUT1),GLUT4, TNFa, MCP-1 and F4/80 in mouse and for (P)RR, Ang II type 1 receptor
(ATIR), AGT and angiotensin converting enzyme (ACE) in human using the primer
sequences and conditions provided in Table S1 and S2. RNA was extracted from mouse
tissues using Trizol (Invitrogen, Burlington, ON, Canada) and from human tissue with RNeasy
total RNA Mini kit (Qiagen) according to the manufacturer's protocol. To remove genomic
DNA, RNA samples were incubated with 2 U deoxyribonuclease I (DNase I; Invitrogen)/ug
RNA for 30 min at 37°C. Single-stranded cDNA was synthesized by reverse-transcriptase
reaction using SuperScript I Reverse Transcriptase (Invitrogen). The real-time PCR final

volume was 10 pl and contained 0.3 pmol/l of the specific forward (F) and reverse (R) primers
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as well as 2.5 pl of single-stranded cDNA template in Rotor-Gene SYBR PCR Mastermix
(Qiagen) a 1X final concentration. Primer sequences and Real Time PCR conditions for each
gene are provided in Table S1 and S2, respectively. Real-time PCR for human renin and
human angiotensinogen was done with TagMan Gene Expression Assay (Hs00982550 ml
and Hs01586213 ml; Applied Biosystems, Foster City, CA) with 2 ul of single-stranded
cDNA template in a total volume of 20 pl. Each sample was run and analyzed in duplicate.
Expression levels are expressed as relative values to s16 for mouse. In human, samples were

normalized to 18s and are expressed as fold difference relative to gene expression in the ISO

group.

Western Blot. Proteins were extracted from adipose tissues with lysis buffer and quantified by
Bradford assay (Bio-Rad). Protein (50 pg) were separated by electrophoresis and transferred
to nitrocellulose membranes (Amersham, Baie d'Urfe, QC). Membrane were blocked followed
by overnight incubation at 4°C with primary antibody for (P)RR (1:750, generous gift from
Dr. Yumei Feng at Tulane University), GFP (1:200, Chemicon International), renin
(0,75ug/mL, Molecular Innovations), GAPDH (1:2000, Santa Cruz), B-actin (Abcam) and
tubulin (1:30000, Abcam). Goat anti-rabbit (Santa Cruz, sc-2004) was used as secondary
secondary. Bands were revealed using the ECL West Pico kit (Pierce, Rockford, IL). Each
protein signal was normalized to its respective GAPDH or tubulin.

Metabolism. Mouse plasma was tested for quantitative determination of triglycerides (Sigma,
Oakville, Canada), glucose (Wako) and insulin (Millipore [Linco]) according to the
manufacturer's protocol. Insulin sensitivity was estimated by calculating the ratio of fasting

blood glucose to insulin (G/I).
Circulating adipokines. 50 ul of plasma was used to measure the relative circulating adipokine

level using the mouse adipokine array (R&D systems, Minneapolis, USA) following the

manufacturer's protocol.
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Renin activity measurement. RIA was performed on plasma with the Ang-I I'**-labeled RIA
kit (Diasorin, Stillwater, MN) to assess mouse renin activity according to manufacturer's

instructions as done previously(10,11).

Echocardiography. Transthoracic echocardiographic studies were performed before and at the
end of treatment by high-resolution ultrasound biomicroscopy (Vevo660; Visualsonics,
Toronto, ON, Canada) equipped with 25-55 MHz probes that allow tracings of time-varying

M-mode dimensions of the left ventricle (LV) as done previously(12).

Statistical analysis. All values are expressed as means + standard error (SE). A 2-way
ANOVA was used to assess the effect of diet and the HRP. For parameters measured at many
time points, a repeated measure 2-way ANOVA was applied. If interactions were detected for
these analyses, a Tukey post-hoc test was used. Differences in human gene expression were
determined by non-parametric Mann—Whitney U tests. For renin mRNA in female mice, a

Pearson's Chi-square was done. A p < 0.05 was considered statistically significant.
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Supplementary Figures
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Figure S1. (P)RR protein in the
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heart, liver and Kkidney is not modified by diet and

treatment. (P)RR protein data are expressed as a ratio to tubulin or GAPDH. Values are

expressed as means + SE. N+Saline (N = 6), N+HRP (N = 6), HF/HC+Saline (N = 6) and

HF/HC+HRP (N = 6).
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stivity

Figure S2. Effect of the HRP on mouse plasma renin activity. Values are expressed as
means + SE. * p < 0.05 compared to N diet group. N+Saline (N = 6), N+tHRP (N = 11),
HF/HC+Saline (N = 9) and HF/HC+HRP (N = 10).
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Figure S3. Renin protein in the kidney. Renin protein data are expressed as a ratio to
tubulin. Values are expressed as means + SE. N+Saline (N = 7), N+HRP (N =7),
HF/HC+Saline (N = 7) and HF/HC+HRP (N = 7).
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Figure S4. Effect of HF/HC diet on female mice (P)RR protein in adipose tissue. (P)RR
protein data are expressed as a ratio to GAPDH. Values are expressed as means = SE. * p <
0.05 compared to N diet; § p < 0.05 compared to PGF. N diet (N = 8) and HF/HC diet (N = 8).
PGF, peri-gonadal fat; PRF, peri-renal fat; SCF, abdominal subcutaneous fat.

119



A 344
. i
i i
—— 7
= v B
—— | s
= H i i ¥ i
—— s == S
—— —— ——
—— —— ——
—— —— ——
— — —
N — — —
AR — — —
i —— —— —— .
(LA LLY
= ¥ ol e o ] w | (=l ot v
Lizr e al.r
= 2 nn
= o uuU
—
=
- "
] 3 Cau *
< £.JU
~ 5 _
— T
= 1
1
- ]
S I
(@] 1
~ H
— AR _5__
" i H
i uwe i
Pyl 1
in i
& . i
Fin T i
s i 1
[l H
. i
—~ i
ii a4 mn ' = -
< 1.5i1 i ] i
w 1,0V H i
o~ ’ i i
A p ey i
£ - i ¥
1 i H
oo~ i ¥ i i
(o] i 1 i i 4
pr— H i — ——
-— — 1 — i
= A M~ — —
a4 00 — — .
@ 1 L — — H
P — — i
s — — i
- — i
= — —
L —
T o — —
= — ]
= o~ Ea — —
1 U.50 . | 1]
= || | -=
nnn | | | [
u,uv — —— .

PGF PRF SCF
Figure S5. Effect of the HRP on mouse GLUT1 and GLUT4 mRNA expression in
adipose tissues. GLUT1 (A) and GLUT4 (B) expression data are presented as a ratio to s16
expression. Values are expressed as means + SE. * p < 0.05 compared to the N diet group; T p
< 0.05 compared to saline. N+Saline (N = 12), N+HRP (N = 10), HF/HC+Saline (N = 13) and
HF/HC+HRP (N = 9). PGF, peri-gonadal fat; PRF, peri-renal fat; SCF, abdominal

subcutaneous fat.
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Supplementary Tables

Table S1. Primer sequences for mice (m) and human (h) mRNA expression

Gene Gene name Forward primer sequence (5' — 3") Reverse primer sequence (5' — 3')
m(P)RR (pro)renin receptor TTTGGATGAACTTGGGAAGC CACAAGGGATGTGTCGAATG
mRen Renin AGCAAGGGCGAGGAACTGTTCACTG GGTGGACAGGTAATGGTTGTCTGGG
mLep(13) Leptin GGGCTTCACCCCATTCTGA GGCTATCTGCAGCACATTTTG
mRes(14) Resistin TCACTTTTCACCTCTGTGGATATGAT TGCCCCAGGTGGTGTAAA
mMest/Pegl(15) Mesoderm-specific GTTTTTCACCTACAAAGGCCTACG CACACCGACAGAATCTTGGTAGAA
transcript/paternally
expressed gene 1
mGlut1(16) Glucose transporter 1 GCTGTGCTTATGGGCTTCTC CACATACATGGGCACAAAGC
mGlut4(16) Glucose transporter 4 ~ ACATACCTGACAGGGCAAGG CGCCCTTAGTTGGTCAGAAG
mTNFa ;ﬂ;r}?:r necrosis factor CACGCTCTTCTGTCTACTG AAGATGATCTGAGTGTIGAGG
mMCP-1 Monocyte ATTGGGATCATCTTGCTGGT
chemoattractant CCTGCTGTTCACAGTTGCC
protein-1
mF4/80 - TGACAACCAGACGGCTTGTG GCAGGCGAGGAAAAGATAGTGT
ms16(17) 3?68 ribosomal protein  ATCTCAAAGGCCCTGGTAGC ACAAAGGTAAACCCCGATCG
hACE Ang10t§n51n TGTGGAACGAGTATGCCGAGGC GTGCCGTACTTCAGGGTGTGGTTG
converting enzyme
hATIR(18) ir;gllp(i;[)ernsm II type 1 ATGATTCCACCAGCGCCTGAC GGTCCAGACGTCCTGCTGTCACT
h(P)RR (pro)renin receptor GCTCCCAGTGAGGAAAGAGTGTATAT GCGCAAGGTGACTGAAAGG
h18s 40S ribosomal protein CTGAGAAACGGCTACCACATC

18s

GGCCTCGAAAGAGTCCTGTAT
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Table S2. Real Time PCR conditions for mice (m) and human (h) mRNA expression

Gene Hold Denaturation Annealation Elongation
m(P)RR, mRen 94°C 15 min 94°C 15 s 60°C 30 s 72°C 30s
mLep 94°C 15 min 94°C 15 s 55°C30s 72°C 30s
mRes 94°C 15 min 94°C 15 s 55°C30s 72°C 30s
mGlutl, mGlut4 94°C 15 min 94°C 15 s 55°C30s 72°C 30s
mMest/Pegl, 95°C 5 min 95°C5s 60°C 10 s -
ms16
mTNFa, mF4/80 95°C 10 min 95°C 15s 58°C30s 72°C 30s
mMCP-1 95°C 10 min 95°C 15 s 60°C 30 s 72°C 30s
hREN, hAGT 50°C 2 min; 95°C 15s 60°C 60 s -
95°C 10 min
hACE, hAT1R 94°C 15 min 94°C 15 s 60°C 30 s 72°C 30s
and h(P)RR
h18s 94°C 15 min 94°C 15 s 59°C30s 72°C 30s
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Table S3. Renin level in adipose tissue compared to the kidney

Normal diet HF/HC diet
Saline HRP Saline HRP

Ratio PGF/Kidney (%) 19+9 1345 84+6* 60+ 13*
Ratio PRF/Kidney (%) 41+16 50+14 45+8 319
Ratio SCF/Kidney (%) 96+ 11 75+17 59+ 10* 53+ 12%

Values are expressed as means + SE. * p < 0.05 compared to N diet. PGF, peri-gonadal fat;

PRF, peri-renal fat; SCF, abdominal subcutaneous fat.
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Table S4. Effect of HF/HC diet on female mice renin mRNA in adipose tissues.

Normal diet HF/HC diet
N=8) N=8)
PGF (AU) 0.00 + 0.00 2.32x107T £ 1.06x10*
PRF (AU) 1.42x10"+1.42x10"  2.51x10" + 1.04x10™
SCF (AU) 0.00 + 0.00 5.04x1070 +3.37x1071%*

Values are expressed as means + SE. * p < 0.05 compared to N diet. PGF, peri-gonadal fat;

PRF, peri-renal fat; SCF, abdominal subcutaneous fat.
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Table SS. Female mice body and adipose tissue weight.

Normal diet HF/HC diet
(N=38) (N=9)

Initial body weight (g) 21.7+0.6 21.5+0.5
Final body weight (g) 25.2+0.8F 34.2+2.1§F

PGF (g) 0.76 £ 0.10  2.46 + 0.40*
PRF (g) 043+0.06 1.28+0.16*
SCF (g) 0.57+0.07 1.98+0.17*

Values are expressed as means = SE. * p < 0.05 compared to N diet; T p < 0.05 compared to

initial weight. PGF, peri-gonadal fat; PRF, peri-renal fat; SCF, abdominal subcutaneous fat.
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Table S6. Characteristics in human subjects for the CAO cohort study.

IRO ISO
N=13) N=9)
Age (years) 56.0+1.30 59.5+0.94
BMI (kg/m?) 34.06+1.26 33.54+0.69
Fat mass (g) 48.07+0.71 47.06 +0.80

Waist to hip ratio  0.893 +0.020 0.870 =0.012

Values are expressed as means = SE. BMI, body mass index; IRO, insulin-resistant obese;

ISO, insulin-sensitive obese.
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Table S7. Weekly food consumption

Normal Diet (kcal/week)

HF/HC Diet (kcal/week)

Week Saline (N=8) HRP (N=5) Saline(N=6) HRP (N=38)
P-1-2 13.3+0.8 122+1.5 13.3+1.5% 14.2 £ 0.6*
P-1-3 13.8+0.7 13.7+1.5 163+ 1.3* 17.1 +£0.5*%
P-1-4 13.5+0.9 13.0+£0.8 15.0+1.2* 14.5 + 0.4*
P-1-5 124 +£0.5 13.5+0.6 151 +1.1% 14.1 £ 0.4*
P-2-2 11.7+1.5 11.7+29 16.0 + 1.4* 14.8 £ 0.5*
P-2-3 16.0+1.3 16.5+1.6 159+ 1.1* 14.9 + 0.4*
P-2-4 13.7+0.7 13.1+0.6 15.6 £1.4* 143 +£0.5*
Total (kcal)  123.3+3.8 121.0+5.5 148.9 £9.9*  142.2 +3.8%*

Values are expressed as means + SE. * p <0.05 compared to N diet.
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Table S8. Effect of the HRP on left ventricular volume

Normal Diet

Saline HRP
(N =06) (N=5)
Timeline Baseline End Baseline End

Baseline

LVVid (ul) 76.5+53 874+77 69.7+10.7 89.3+8.3
LVV;s(ul) 358+6.0 503+53% 332+£86 459+5.8*

68.7+3.8
322425

Values are expressed as means = SE. * p < 0.05 compared to Baseline; ¥ p < 0.05 compared to saline. LVV, Left ventricular

volume; d, diastole; s, systole.
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102.4 £ 9.2%
60.1 + 4.8%

70.7+5.9 80.0+7.3%
352450 412+32
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ABSTRACT

We have recently shown that administration of the handle region peptide (HRP), a (pro)renin
receptor ((P)RR) blocker, decreased body weight gain, visceral adipose tissue (VAT) weight
and potentially improved insulin sensitivity in mice fed a high-fat/high-carbohydrate diet
(HF/HC). This study was performed to elucidate potential mechanisms leading to these
observations. We show here in mice fed a HF/HC diet that administration of HRP increased
the expression of several enzymes implicated in lipogenesis and lipolysis in subcutaneous fat
(SCF) while the expression for the enzyme implicated in the last step of lipogenesis decreased
in VAT. Reduced circulating free fatty acid levels were also observed in the same animals.
"Beiging" is defined as the presence of brown-like adipocytes in white fat which is
characterized by increased mitochondrial density and thermogenesis. HRP increased PR
domain containing 16 and peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-
alpha coactivator 1-alpha expression in SCF of mice fed a HF/HC diet suggesting that
"beiging" may be activated in this fat pad. Put together, a possible mechanism could be that
HRP favours healthy storage of circulating free fatty acids within healthy SCF vs. unhealthy
VAT and that HRP may activate the triglyceride/free fatty acid cycling in SCF as suggested by

increased lipogenesis and lipolysis enzymes expression.
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INTRODUCTION

The renin-angiotensin system (RAS) is important in the development of obesity. Excessive
calorie intake and sedentary lifestyle lead to increased weight gain and obesity, as reviewed in
(7). Obesity is associated with complications such as type 2 diabetes, cardiovascular disease
and cancer (for review see (18)). The systemic RAS is well known for its regulation of blood
pressure and fluid homeostasis (30). Both humans and rodents have similar types of white
adipose tissue that stores fat which include subcutaneous fat (SCF) and visceral adipose tissue
(VAT) in which VAT is further subdivided into organ-specific fat depots, including gonadal
and retroperitoneal fat (64). On the other hand, brown adipose tissue has been known to
dissipate energy as heat, as reviewed in (4). In 2001, a local RAS in adipose tissue from lean
mice was described and found to contribute approximately 30% to the systemic RAS (28). The
local RAS in adipose tissue (also present in many other tissues) could be very important in
obesity, where increased fat mass may further contribute to the local and systemic RAS, as

this may be implicated in the development of its associated complications.

The local RAS in adipose tissue modulates lipogenesis, lipolysis and adipogenesis. In both
obese humans and rodents, components of the RAS are upregulated in adipose tissue (3; 13;
44; 60). The rate limiting step in the RAS is the conversion of angiotensinogen to angiotensin
(Ang) I by renin (Fig. 14). Ang I is ultimately converted to Ang II by the angiotensin
converting enzyme. Ang II is the main effector of the RAS and its effects are mediated by
binding to Ang II receptor type 1 (AT1R) and/or type 2 (AT2R) (Fig. 14). It has been shown
that Ang II is able to dose-dependently increase triglyceride (TG) content in 3T3-LI

adipocytes and human subcutaneous adipocytes by upregulating key enzymes implicated in
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lipogenesis (TG synthesis) such as fatty acid synthase (FAS) and glycerol-3-phosphate
dehydrogenase via AT2R (Fig. 14) (25). Ang II also inhibits lipolysis (TG breakdown) and
adipogenesis (de novo formation of small adipocyte) in human subcutaneous adipose tissue via
ATIR (14; 15; 24) (Fig. 14). Altogether, this suggests that binding of Ang II to AT1R and
AT2R favours weight gain due to increased lipogenesis, decreased lypolysis and reduced
adipogenesis (Fig 14). Thus, there is a clear link between increased local RAS in adipose

tissue, its contribution to the systemic RAS and the development of obesity, as reviewed in

(16).

(Pro)renin receptor amplifies local RAS in adipose tissue. Both prorenin and renin
(collectively known as (pro)renin) are present in blood and tissues where they bind to the
(pro)renin receptor, (P)RR, which is present on the cell membrane as a component of the local
RAS in adipose tissue ((P)RR is also present in many other tissues) (Fig. 14). When (pro)renin
binds to the (P)RR, renin activity increases 4-fold while prorenin is rendered non-
proteolytically active. As a result, Ang II production increases and activation of Ang II
dependent pathways increase (34). Binding to (P)RR also activates several Ang Il independent
pathways which are at present only partly understood, but have been implicated in diabetes
complications that affect the kidney and the eyes (2). As shown in Fig. 14, these intracellular
signalling pathways include the extracellular signal-regulated kinase (ERK1/2), p38 kinase
and c-Jun N-terminal kinase (JNK) (2). These 3 kinases are members of the mitogen-activated
protein kinase (MAPK) family and are also activated through ATIR signalling by Ang II, as
reviewed in (8). Last but not least, a negative feedback loop exists to downregulate (P)RR

gene expression when (pro)renin binds to the receptor (Fig. 14) (47; 48). This binding causes
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translocation of the promyelocytic leukaemia zinc finger (PLZF) protein, from the cytoplasm
to the nucleus, and act as a transcription factor to repress the expression of the receptor. It was
previously reported that (P)RR expression is similar in SCF and VAT from lean and obese
women (1; 9). In contrast, we have recently shown that (P)RR mRNA and protein are
increased in both visceral and subcutaneous fat from obese mice (57). We also demonstrated
that (P)RR mRNA is increased in SCF of insulin resistant vs. insulin sensitive obese non-
diabetic women (63). The discrepancy between the human and our mouse studies is probably
due to differences in insulin sensitivity and cardiometabolic risk factors which were not
controlled sufficiently in the human studies. (P)RR may thus be a key factor involved in
obesity because it amplifies local RAS and leads to increased intracellular pathways which

modulate lipogenesis, lipolysis and adipogenesis.

Handle region peptide (HRP). The handle region peptide (HRP), a (P)RR blocker, is part of
the prosegment from prorenin. Competitive binding of HRP to the receptor has been shown in
vitro (32; 33). In contrast to the renin inhibitor aliskiren which binds to renin and potently
blocks Ang II production, when HRP binds to the (P)RR, it only partly decreases Ang II
production (Fig 1B). This is because soluble renin which is not bound to the (P)RR is able to
produce Ang I. Thus, HRP binding will reduce the Ang II dependent and block the Ang II
independent pathways although its effect on PLZF is unclear (Fig 1B). Beneficial effects
(some controversial) have been attributed to HRP administered at a dose of 0.1 mg/kg/day in
animal models of different pathologies, such as diabetic nephropathy and diabetic retinopathy,
as reviewed in (2). Compared to the initial studies, the controversy generated by the later

studies may be due to the lower HRP doses and shorter duration times used (10; 31; 55). To
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our knowledge, our group is the first to study the effect of HRP in a mouse model of diet-

induced obesity (57).

Rational and hypothesis. We have previously reported that the (P)RR is increased
specifically in adipose tissue of mice rendered obese by a high-fat/high-carbohydrate diet (57).
We showed that concomitant treatment with HRP led to beneficial effects, including: 1)
reduced body weight; 2) decreased VAT weight; 3) reduced levels of inflammation markers;
4) normalized plasma TGs; 5) reduced plasma insulin levels and, 6) potential improvement in
insulin sensitivity (57). The mechanisms underlying the beneficial effects of HRP that we
observed in our mouse model of obesity are currently unknown. We hypothesize here that
HRP binding to (P)RR will modulate components implicated in lipogenesis (e.g. fatty acid
synthase and diglyceride acyltransferase 1), in lipolysis (e.g. adipose triglyceride lipase and
hormone sensitive lipase) and adipogenesis (e.g. peroxisome proliferator-activated receptor
gamma PPARY) (26; 41) as a result of its Ang II dependent and independent pathways (Fig.
1B). We therefore aimed in the present study to elucidate the mechanisms by which HRP

reduces body weight and potentially improves insulin sensitivity in obese mice.

Beige adipocytes are characterized as brown-like cells accompanied by increased
mitochondrial biogenesis and fat thermogenesis, as reviewed in (21). "Beiging" in white
adipose tissue containing mainly white adipocytes is typically elucidated by evaluating gene
expression of brown fat specific markers, including PR domain containing 16 and PPARYy

coactivator 1-alpha (21). Based on the work described here, our hypothesis has been expanded
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to include the idea that HRP may also activate "beiging" in white adipose tissue in our mouse

model of diet-induced obesity.

MATERIALS AND METHODS
The present report is a continuation of a study described in our previous publication (57) and
focuses on elucidating the mechanisms involved in HRP’s effects on obesity using the same

mouse model.

Animals. C57BL/6 male mice were used in this study as illustrated schematically in Fig. 2,
and as previously described by our team (57). Briefly, mice (n = 10-15/group) were fed a
normal (N) diet (2018; Harlan Laboratories, Madison, WI) until 12-15 weeks of age. Half the
group were then kept on the N diet and were concomitantly treated either with saline or with
the handle region peptide (HRP; 0.1 mg/kg/day) using mini osmotic pumps placed
subcutaneously (model #1004; Alzet, Cupertino, CA) for 10 weeks. The other half switched
from N diet to HF/HC diet (F3282; Bio-Serv, Frenchtown, NJ) to induce obesity (20) and was
concomitantly treated with saline or HRP (same dose) as described for the N diet group. All
groups of mice received a second pump 5 weeks after starting the treatment to ensure constant
administration of HRP. The 4 groups of mice were named as follows: 1) N diet treated with
saline (N+Saline); 2) N diet treated with HRP (N+HRP); 3) HF/HC diet treated with saline
(HF/HC+Saline); and, 4) HF/HC diet treated with HRP (HF/HC+HRP). Mice had free access
to food and water ad libitum. Mice were sacrificed at 22-25 weeks of age and visceral adipose
tissue (VAT), including peri-gonadal fat (PGF) and peri-renal fat (PRF), as well as abdominal

subcutaneous fat (SCF) were collected and snap frozen in liquid nitrogen for molecular
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analysis. As fat pads have fewer materials to work with compared to other tissues, the n/group
for experiments on fat is different. Blood was also collected by heart puncture, and plasma
was then prepared by centrifugation and frozen in liquid nitrogen. Care of the mice used in the
experiments complied with standards for the care and use of experimental animals set by the
Canadian Council for the Protection of Animals, and all procedures were approved by the

University Animal Care and Use Committee at the CHUM Research Center.

Real-time PCR. Frozen fat samples were pulverized into powder and RNA was extracted
with Trizol (15596-018; Life Technologies), treated with DNAse I (EN0521; Thermo
Scientific) and reverse-transcribed into cDNA using random primer (48190-011; Invitrogen),
RiboLock RNase Inhibitor (EN0381; Thermo Scientific) and Maxima Reverse Transcriptase
(EN0742; Thermo Scientific), according to the manufacturer's protocol. Gene expression was
evaluated using quantitative PCR (Rotor Gene RG-3000; Corbett Research) using Faststart
SYBR Green Master fluorescent dye (04 673 492 001; ROCHE). Details of the primers are

listed in Table 1.

Western Blot (denatured). Western Blotting was done as described previously (27). Briefly,
proteins were extracted from pulverized adipose tissue with RIPA lysis buffer containing 50
mM HEPES pH 7.5, 137 mM NaCl, | mM MgCl,, 1 mM CaCl,, 2 mM Na3;VO,, 10 mM
Na,P,07, 10 mM NaF, 2 mM EDTA, 1% NP-40, 34pg/mL PMSF, and protease inhibitor
cocktail tablets (11 836 153001; ROCHE). Protein concentrations were assessed by the
Bradford method (500-0006; Bio-Rad) and 20-50 pg of denatured protein was separated by

SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose membranes (162-0115; Bio-Rad). Membranes
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were blocked with 5% milk or BSA in tris buffered saline-tween (TBS-T) for 1 h at room
temperature. Details of the antibodies used are shown in Table 2. Membranes were incubated
with primary antibodies (diluted in 5% milk or BSA with TBS-T) overnight at 4°C on a
rocking platform, and then with secondary antibodies (see Table 2) diluted in the same buffer
for 1 h at RT, and washed with TBS-T between incubations. Signals were revealed with
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (34080; Thermo Scientific). Band density
was quantified with ImageJ software (49). All bands were normalized to tubulin protein levels
(Table 2). To detect total protein levels, primary phospho protein antibodies were stripped
from the membranes with Re-Blot Plus (2502; Millipore) as per the manufacturer's protocol,
and membranes were subsequently reblotted with the corresponding anti-total endogenous
protein (Table 2). Phospho protein levels were normalized to their corresponding total
endogenous protein levels, unless the latter were modulated by diet or HRP treatment, in

which case the data was normalized to tubulin protein levels.

Western Blot (non-denatured). Mouse plasma high molecular weight adiponectin complexes
were evaluated using the antibody described in Table 2. Mouse plasma samples were thawed
and diluted 1:5 in sterile phosphate buffered saline (10010-023; Life Technology), while non-
denatured proteins (10 pL) were resolved by native PAGE and transferred to nitrocellulose
membranes as described previously (27). Membranes were blocked and incubated with
primary anti-adiponectin followed by secondary antibody (Table 2) and signals were detected

as described above.
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Plasma metabolites. Quantitative determination of plasma metabolites was performed
according to the manufacturers’ protocols as follows: free fatty acids (FFA) (994-75409

; Wako), and glycerol (TR0100; Sigma), by colorimetric assay.

Statistical analysis. Data were expressed as the means + standard error (SE) and analysed by
2-way ANOVA to access the effect of diet and treatment. A post-hoc Tukey analysis was done
if an interaction was significant. For the correlation analysis, slopes were compared using

Prism 6.0. A p < 0.05 was considered statistically significant.

RESULTS

HRP treatment may not have an effect on generating substrates for lipogenesis in VAT.
Fatty acid synthase (FAS) is a key enzyme involved in generating the substrate fatty acid CoA
(FACoA) for lipogenesis from free fatty acid (FFA), as reviewed in (41). FAS mRNA levels
were found to be similar in VAT (PGF and PRF) of all groups of mice tested (Fig. 34), as
previously reported in other animal models of obesity (52). Glycerol kinase (GyK) is an
enzyme involved in generating the substrate glycerol-3-phosphate (G3P) for lipogenesis from
glycerol, as reviewed in (41). GyK mRNA levels were not modified by diet or by HRP
treatment in PGF, whereas it was increased 1.3-fold in PRF of both groups of obese mice (Fig.
3B). These results suggest that the production of both substrates needed for lipogenesis in
VAT is probaly not affected by HRP treatment, suggesting that (P)RR may not be involved in

generating substrates for TG synthesis in VAT.
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HRP treatment may decrease the final step of lipogenesis in VAT. Diglyceride
acyltransferase 1 (DGATI) is the enzyme that catalyzes the final step of lipogenesis, as
reviewed in (41). DGAT1 mRNA levels in PGF of mice, both on N and HF/HC diet, treated
with HRP were decreased by 20% and 60% respectively (Fig. 3C). DGAT1 mRNA levels
were reduced by 60% in PRF only in HF/HC fed mice (Fig. 3C). These results suggest that

HRP treatment in VAT might decrease the final step of TG synthesis.

HRP treatment may favour lipogenesis only in SCF of obese mice. FAS mRNA levels
were increased 2.2-fold in SCF with HRP treatment in HF/HC fed mice (Fig. 34), suggesting
that FACoA synthesis is increased. Moreover, GyK mRNA levels were elevated 1.8-fold in
these same mice (Fig. 3B), suggesting that G3P synthesis is also increased. In addition, HRP
treatment greatly increased DGATI mRNA levels by 6.5-fold in obese mice (Fig. 3C). These
results suggest that HRP treatment preferentially may increase both substrates needed as well

as the last step of lipogenesis in SCF of obese animals.

HRP treatment has no effect on lipolytic enzymes in VAT. Adipose triglyceride lipase
(ATGL) and hormone sensitive lipase (HSL) are enzymes involved in lipolysis, as reviewed in
(41). ATGL mRNA levels were unchanged by diet or HRP treatment in VAT (Fig. 44). HSL
mRNA levels were decreased 30% by the HF/HC diet in PGF with no effect of HRP while no
differences were observed in PRF of any groups of mice (Fig. 4B). These results suggest that
HRP does not modulate lipolytic enzymes in VAT while obesity produces a decrease

specifically in PGF.
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HRP treatment increases lipolysis enzymes only in SCF of obese mice. HRP treatment
increased ATGL mRNA levels 3.1-fold (Fig. 44) and HSL mRNA levels 2.8-fold (Fig. 4B) in
mice fed a HF/HC diet while no changes were observed in lean mice. Moreover, we measured
no effect of diet for these enzymes in SCF. This suggests that HRP preferentially increases

lipolytic enzymes in SCF of obese mice.

HRP treatment decreases plasma FFA levels in obese mice. Although not statistically
significant, there was a trend toward a 1.2-fold increase in plasma FFA in obese mice (Fig.
54). In contrast, HRP treatment significantly reduced plasma FFA levels by 20% in obese
mice (Fig. 54). As expected, plasma glycerol was increased 1.1-fold with obesity, as
previously reported (19) while HRP treatment had no significant effect on plasma glycerol,

although a strong tendency was observed (Fig. 5B).

HRP treatment normalizes an adipogenesis marker in VAT and increases it in SCF of
obese mice. PPARyl and PPARy2 are transcriptional factors that induce adipogenesis in
adipose tissue, as reviewed in (26). Diet and HRP treatment had no effect on PPARy1 protein
levels in all adipose tissue tested, and on PPARY2 protein levels in PGF (Fig. 6, 4 and B).
Obesity decreased PPARYy2 protein levels in PRF by 60% and this was normalized by HRP
treatment (Fig. 68). HRP treatment increased PPARy2 levels 1.7-fold in lean mice and 2.1
fold in SCF of obese mice (Fig. 6B). This suggests that HRP may normalize adipogenesis in

VAT which was depressed by obesity while increasing adipogenesis in SCF.
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HRP treatment increases an angiogenic marker only in SCF of obese mice. Vascular
endothelial growth factor A (VEGF-A) is a factor that promotes angiogenesis (reviewed in
(23)). Obesity decreased VEGF-A mRNA levels by 40% and 60% in PGF and SCF
respectively while it had no effect in PRF (Fig. 7). Interestingly HRP treatment greatly
increased VEGF-A mRNA by 4.0-fold (Fig. 7) in SCF specifically in obese mice. This data

suggest that HRP treatment may increase angiogenesis in SCF but not in VAT of obese mice.

HRP treatment increases ''beiging'' markers only in SCF of obese mice. We observed a
50% and 30% decrease in PRDM16 and PPARY coactivator 1-alpha (PGCla) mRNA levels
respectively in PGF (but not in PRF) with obesity (Fig. 8, 4 and B). In contrast, HRP
treatment increased PRDM16 and PGCla mRNA levels 2.0-fold and 3.4-fold respectively in
SCF from obese mice while it had no effect in VAT (Fig. 8, 4 and B). Put together these
results suggest that HRP may increase beiging in SCF (but not in VAT) from obese mice, and

as such, may potentially increase fat thermogenesis.

HRP treatment increases adiponectin mRNA expression only in SCF and modifies the
correlation between body weight and circulating high molecular weight levels in obese
mice. Adiponectin is a well-known insulin sensitizer (59). We previously suggested that HRP
may improve insulin sensitivity both in lean and obese mice (57). In this study, obesity
decreased adiponectin mRNA levels by 50% in PGF (but not in PRF) while we found no
effect of HRP treatment in VAT (Fig. 94). Conversely, HRP did increase adiponectin mRNA
levels 3.2-fold in SCF from obese mice suggesting increased production in this fat pad (Fig.

94).
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Plasma high molecular weight adiponectin (adipoH) levels, rather than total plasma
adiponectin levels, are known to be positively correlated with insulin sensitivity and inversely
correlated with body weight (12; 38). The relation between body weight and circulating
adipoH levels was similar in mice on N diet independently of the treatment (Fig. 9B).
Surprisingly, the correlation was modified in mice on HF/HC diet between those treated with
saline and those treated with HRP as their slopes were significantly different (Fig. 9C). These
results suggest that HRP treatment modified the inverse correlation between body weight and

circulating adipoH levels only in mice on HF/HC diet.

HRP treatment may increase insulin signalling in VAT but not in SCF. Once insulin
activates its signalling cascade, Akt becomes phosphorylated (p-Akt) and subsequent glucose
uptake into the cells follows, as reviewed in (5). When normalized to tubulin, obesity
decreased Akt protein levels in PRF and SCF, but had no effect on PGF (Fig. 9E). As Akt was
modulated by the diet, p-Akt data were normalized to tubulin. When normalized to tubulin,
obesity decreased p-Akt protein levels by 20% in both PGF and PRF, but had no effect in SCF
(Fig. 9D). HRP increased p-Akt levels similarly (1.4-1.5-fold) in PGF of both lean and obese
mice (Fig. 9D). The data suggest that HRP treatment may improve insulin signalling in PGF

but not in SCF.

Obesity may increase (P)RR expression by decreasing PLZF protein. PLZF is an
intracellular transcription factor that negatively regulates (P)RR mRNA expression (47; 48).
We previously showed that obesity increases (P)RR levels in VAT and SCF (57). We show

here that PLZF protein levels are decreased by 40% with obesity in PGF (and tended to do so
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in PRF), but not in SCF whereas there was no effect of HRP (Fig. 104). The data suggest that
(P)RR increase by obesity may be modulated by reduced PLZF protein levels only in PGF

while other mechanisms may be implicated in PRF and SCF.

HRP treatment may decrease MAPK signalling only in SCF. To verify whether HRP is
able to decrease MAPK signalling in adipose tissue (Fig. 1B), we measured protein levels of a
member of MAPK family, phospho-p38 (p-p38). Diet and HRP treatment had no effect on p-
p38 levels in VAT (Fig. 10B). Conversely, obesity increased p-p38 levels by 1.3-fold in SCF,
while HRP treatment decreased p-p38 levels by 25% in both lean and obese mice (Fig. 10B).
These results provide support for our working model showing that when HRP blocks the

(P)RR, MAPK signalling may decrease (Fig. 1, 4 and B).

DISCUSSION

We previously reported that mice fed a HF/HC diet which are treated with HRP have reduced
plasma insulin levels, suggesting improved insulin sensitivity (57). We also reported that these
mice have reduced VAT weight, but not SCF weight, and reduced body weight. In the present
study, we sought to find potential mechanism(s) by which HRP may produce these beneficial
effects. We found that several enzymes implicated in lipogenesis and in lipolysis were
increased in SCF of mice on HF/HC diet treated with HRP. In the same fat pad of these
animals, we observed that PPARY2 levels, expression for markers of "beiging" and adiponectin
expression were increased with HRP. In VAT of mice on HF/HC diet, HRP decreased DGAT1

expression, normalized PPARYy2 levels and increased p-Akt levels. In the circulation, FFA was
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reduced in mice on a HF/HC diet treated with HRP and the correlation between body weight

and circulating adipoH was modified.

Lipid metabolism in VAT. Ang II has been shown to dose-dependently increase lipogenesis
in human subcutaneous adipocytes by binding to the AT2R (25). We discovered that fatty acid
CoA and glycerol-3-phosphate (FACoA and G3P) levels in VAT may be unaffected by both
diet and HRP as represented by FAS and GyK mRNA levels. Conversely, HRP was found to
probably decrease the last step of lipogenesis (DGAT1 mRNA expression) in VAT from obese
mice, similarly to what is reported in VAT of renin KO mice (56). We also found that HRP
had no effect on the expression of lipolytic enzymes in VAT. We hypothesize that HRP may
reduce lipid accumulation in VAT through modulation of lipogenesis. Further work is required
to confirm these observations and to elucidate the details of molecular mechanisms by which

this may occur.

Lipid metabolism and futile cycling in SCF. Interestingly, HRP was found to increase FAS,
GyK and DGAT1 mRNA levels in SCF only in the context of obesity which are enzyme
implicated in lipogenesis. Curiously, we found that the expression levels for the enzymes
implicated in lipolysis, adipose triglyceride lipase and hormone sensitive lipase, were also
increased. Put together, our results suggest that HRP may upregulate both lipogenesis and
lipolysis, similarly to what was reported previously in rats treated with Ang converting
enzyme inhibitor or ATIR blocker (46; 67). As such, the potential effects on lipid metabolism
reported in our study may result from a decrease Ang II production through HRP’s effect on

(pro)renin activity (Fig. 1B). Consequently, HRP may increase futile cycling (TG/FFA
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cycling) in SCF of obese mice. The release of FFA and glycerol (resulting from lipolysis) into
the bloodstream may be reduced due to their reconversion into FACoA and G3P. Indeed,
plasma FFA was found to be reduced and plasma glycerol levels tended to decrease in HRP
treated mice fed a HF/HC diet. Our data are similar to a study reporting that thiazolidinedione,
another PPARY activator, increases GyK levels in both adipocytes and adipose tissue, leading
to glycerol integration into TG and reduced FFA secretion (17). This TG/FFA cycling would
consume energy of the cell and possibly be accompanied with heat production
(thermogenesis), because each lipogenesis and lipolysis cycle consumes 4 ATPs and 7 ATPs
respectively, as reviewed in (41). Altogether, our results suggest that HRP treatment may
activate TG/FFA cycling in SCF of obese mice which may contribute to the decrease in

weight gain observed in these animals (57).

Adipogenesis and changes in cellular composition. We have previously showed that a
marker of adipocyte size, Mest/Pegl, was decreased in adipose tissue from HRP treated mice
independently of diet (HF/HC or N diet) (57). In the present study, we showed that this may
be coupled to increase adipocyte number as adipogenesis in both VAT and SCF from mice fed
a HF/HC diet and treated with HRP is probably activated. Indeed we found that PPARy2,
which is the isoform that stimulates adipogenesis (45), was increased in these fat pads. Ang II
has been shown to inhibit adipogenesis in human subcutaneous adipocytes via ATIR
signalling (24). These results suggest that HRP treatment may shift the cellular composition of
VAT and SCF from obese fat phenotype (fewer numbers of large cells) to the normal fat

phenotype (a larger number of small cells) in obese mice.
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Although it appears counter-intuitive that formation of new adipocytes is considered "normal",
a larger population of adipocytes may maintain or increase storage capacity for plasma FFAs
as well as improve insulin sensitivity compared to fewer adipocytes that have less capacity to
store them, as reviewed in (26). In support of this view, HRP treatment did indeed reduce
plasma FFA levels in mice fed a HF/HC diet. HRP treatment may increase the efficiency of
FFA uptake from plasma in obese mice. FFA storage in SCF is considered healthier compared
to storage in VAT because it avoids deposition around visceral organs, which cause insulin

resistance, as reviewed in (64).

Adipose tissue "'beiging''. Beige adipocytes are a third type of adipocytes present in white fat,
which occur in larger numbers in SCF than VAT, as reviewed in (21). PRDM16 is a marker
for brown and beige adipocytes (50; 51). PRDM16 induces PGCla mRNA expression, which
is a positive regulator of mitochondrial biogenesis in brown fat, and is negligibly expressed in
white adipocytes (11; 42). Increased thermogenesis is one of the characteristics of adipocytes
associated with "beiging" (65). The suggestion of increased TG/FFA cycling in SCF observed
with HRP treatment in mice fed a HF/HC diet prompted us to consider that "beiging" might be
occurring in SCF. We observed that PRDM16 and PGCla mRNA levels were both increased
in SCF of HRP treated mice on a HF/HC diet, suggesting that "beiging" may be activated
while no changes were observed in VAT. Mice that specifically overexpress PRDM16 in
adipose tissue show increased PGCla expression, only in SCF and not VAT (50). The same
mice resisted diet-induced obesity accompanied with higher energy expenditure, probably
through increased SCF thermogenesis. In contrast, specifically inactivating PRDM16 in

adipose tissue led to decreased expression of thermogenic genes such as PGCla in SCF, and
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the mice develop obesity when fed a HF diet (6). We hypothesize that presence of beige
adipocytes in SCF may contribute to an increase in energy expenditure and as such to the

decrease in weight gain observed in mice fed a HF/HC diet and treated with HRP (57).

Angiogenesis. VEGF mRNA levels are decreased in SCF of obese compared to lean subjects
which has been proposed to reduce angiogenesis and cause hypoxia (36). Hypoxia-induced
adipose tissue dysfunction is well-known (58), and inhibition of the hypoxia inducible factor-
(HIF) la, a process induced by hypoxia, has been shown to improve glucose tolerance in
obese mice (53). In our study, VEGF-A mRNA levels was decreased with obesity in both
VAT and SCF suggesting that angiogenesis may be decreased. Conversely, HRP increased
VEGF-A mRNA levels in SCF specifically in obese mice while VAT levels were unaffected.
Thus, HRP appears to stimulate angiogenesis and specifically in SCF of obese mice, which
might be due to different characteristics between SCF and VAT (64). As such, this may
improve adipose tissue function by improving tissue vascularisation and oxygenation.
Interestingly, overexpression of VEGF-A specifically in white adipose tissue of mice was
associated with resistance to obesity and "beiging" in SCF (54). Thus HRP treatment, via
increased levels of VEGF-A mRNA, may similarly be turning on genes involved in resistance

to obesity and "beiging" specifically in SCF only in obese mice.

Adiponectin expression and insulin signalling. Adiponectin is produced and secreted into
the blood from white adipose tissue (39). There are many forms of adiponectin and plasma
adipoH (vs. total plasma adiponectin) is the protein that correlates most strongly with insulin

sensitivity (12). Once the different forms of adiponectin are produced by adipocytes and
152



secreted into the blood, it is unlikely that they interchange (35). Given that we observed
increased adiponectin mRNA levels only in SCF from these mice, this suggests that SCF may
contribute more to plasma total adiponectin levels than VAT. Similar conclusions were
reported by others who treated human SCF explants with PPARy activator (40). Our data
showed that the correlation between body weight and circulating adipoH was altered by HRP
only in mice on HF/HC diet. Altogether, our data suggest that SCF may produce and secrete
more adiponectin into the bloodstream compared to VAT which may be a reflection of
improved insulin sensitivity observed previously in HF/HC+HRP mice (57). Furthermore, it
suggests that, for a similar body weight in obese mice, circulating adipoH in those treated with

HRP may be shifted to a higher level compared to those treated with saline.

As expected, we found decreased p-Akt protein levels in VAT with obesity, suggesting
decreased insulin signalling. Interestingly, we found that HRP increased p-Akt protein levels,
independently of diet while we found no changes with either diet or HRP in SCF. This
suggests that HRP treatment may improve insulin sensitivity in VAT in obese mice while the
mechanism involved in lean mice remains to be elucidated. HRP may be useful in patients
who have insulin resistance whether they are lean or obese, to improve insulin signalling, as

we previously reported in mice (57).

PLZF modulation of (P)RR in obesity. We have previously reported that adipose tissue
renin and (P)RR levels were increased in all adipose tissue (PGF, PRF and SCF) with obesity
(57). Our model (Fig. 14) suggests that increased (pro)renin binding to (P)RR leads to

increased PLZF translocation into the cell nucleus (Fig. 14), and subsequent downregulation
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of (P)RR mRNA expression via a negative feedback loop (47; 48). PLZF protein levels were
found to be decreased in PGF of obese mice. This brought us to consider that (P)RR
upregulation previously observed with obesity in this fat pad (57) may result from decreased
levels of PLZF. In line with our previous data where we had reported no effect of HRP on
(P)RR protein, in this study we also observed that HRP treatment did not alter PLZF protein
levels. This is the first report linking increased adipose tissue (P)RR with obesity to decreased
PLZF levels.

Surprisingly, we did not observe changes in PLZF protein levels with obesity in both PRF and
SCF. This suggest that (P)RR is not downregulated by PLZF in these fat pads, although (P)RR
is upregulated, as observed in our previous study in the same set of obese mice (57). As such,
unlike what we observed in PGF, there may be another non-PLZF pathway in PRF and SCF

that modulates (P)RR expression which is unknown.

p38 MAPK signalling in VAT. Numerous signals upstream of p38, a MAPK, controls its
regulation which are also cell specific, as reviewed in (66). Stimulation of (P)RR by (pro)renin
activates several MAPKs such as phosphorylation of p38 (p-p38) (2). We have previously
observed an increase in renin levels in VAT and SCF of obese mice (57). Binding of
(pro)renin to (P)RR would increase p-p38 protein levels by increasing both Ang II dependent
and independent pathways (Fig 14). According to our working model (Fig. 1, 4 and B),
MAPKSs activation should decrease following the binding of HRP to the (P)RR, because Ang
IT independent pathways are blocked and Ang II dependent pathway is reduced. However, we
observed that p-p38 protein levels were unaltered in VAT by HF diet or HRP treatment in lean

and obese mice. Therefore, we propose that non RAS pathway(s) exist in VAT and its
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contribution to the total levels of p-p38 exceeds RAS’s contribution which may explain the

lack of differences in p-p38 protein levels by HF/HC diet or HRP treatment.

p38 MAPK signalling in SCF. Increased cardiac p-p38 levels in obese mice contribute to the
development of cardiac insulin resistance (43). Indeed, the authors proposed that
hyperinsulinemia probably leads to p38 activation which contributed to the degradation of
insulin receptor substrate thus impairing insulin signaling. In contrast, reduced aortic p-p38
levels were associated with improved insulin sensitivity in mice with myocardial infarction
(62). Previously, we suggested that HRP may improve insulin sensitivity in obese mice (57).
We suggest that p38 activation may play a role in promoting local tissue insulin resistance. In
the present study, we found that p-p38 levels were increased in SCF with obesity, while it was
decreased in HF/HC+HRP mice, confirming that (P)RR activation can contribute to MAPK
levels, as shown in our working model (Fig. 1, 4 and B). We propose that the improvement in
insulin sensitivity observed previously in the same set of HF/HC+HRP mice may be partially
due to decreased p38 activation in SCF (57). In contrast to VAT, the non RAS pathway(s), as
mentioned above, may be less prevalent than (P)RR signals in SCF which may explain why

this fat responds to HF diet and HRP treatment on p-p38 protein levels.

Closing remarks. Overall, our study suggests that 10 weeks of HRP treatment may change
the phenotype of SCF adipocytes from an obese to a normal phenotype. In lean mice, we
propose that HRP treatment may only increase adipogenesis, which would result in a larger
number of cold white adipocytes in SCF which may contribute to the improved insulin profile

previously reported in these mice (57) (Fig. 114). In obese mice, we propose that HRP may
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increase lipogenesis, lipolysis, adipogenesis, mitochondrial biogenesis, angiogenesis and
"beiging" in SCF, which could produce an expansion of warm beige adipocytes in SCF (Fig.
11B). Our data also suggest that HRP treatment in mice fed a HF/HC diet may result in
preferential deposition of lipids in SCF, rather than in VAT which is associated with multiple

cardiometabolic diseases (64).
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Table 1. Primer sequences used for Real-time PCR.

Gene Function Forward (5°— 3°) Reverse (5°— 3’)

FAS Lipogenesis CACAGATGATGACAGGAGATGG TCGGAGTGAGGCTGGGTTGAT
GyK (37) Lipogenesis ATCCGCTGGCTAAGAGACAACC TGCACTGGGCTCCCAATAAGG
DGATI Lipogenesis GAGCTATCCAGACAACCTGACC AGCATCTCAAGAACTCGTCGT
ATGL Lipolysis TCCCACTTTAGCTCCAAGGAT  AGCTTCCTCTGCATCCTCTTC
HSL Lipolysis GGCTCACAGTTACCATCTCACC GAGTACCTTGCTGTCCTGTCC
VEGF-A Angiogenesis CAGGCTGCTGTAACGATGAA GCATTCACATCTGCTGTGCT
PRDM16 (61) "Beiging" GCCATGTGTCAGATCAACGA CCTTCTTTCACATGCACCAA
PGCla (22) "Beiging" CCCTGCCATTGTTAAGACC TGCTGCTGTTCCTGTTTTC

Adiponectin  Insulin sensitivity TGGAATGACAGGAGCTGAAGG

s16 (29) Reference gene ATCTCAAAGGCCCTGGTAGC

TATAAGCGGCTTCTCCAGGCT

ACAAAGGTAAACCCCGATCG

ATGL, adipose triglyceride lipase; DGAT]1, diglyceride acyltransferase 1; FAS, fatty acid synthase; GyK, glycerol kinase; HSL,

hormone sensitive lipase; PGCla, peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha; PRDM16, PR domain

containing 16; VEGF-A, vascular endothelial growth factor A.
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Table 2. Details of the primary and secondary antibodies used in Western Blotting.

Primary antibody Cat# and dilution Function Supplier
Rabbit anti-PPARYy #2443; 1:1000 Adipogenesis Cell Signaling
Rabbit anti-adiponectin ab3455; 1:5000 Insulin sensitivity Abcam
Rabbit anti-phospho-Akt Ser 473 #9271; 1:1000 Insulin signaling Cell Signalling
Rabbit anti-Akt #4685; 1:5000 Insulin signaling Cell Signaling
Mouse anti-PLZF sc-28319; 1:500  (P)RR downregulation  Santa Cruz
Mouse anti-phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) #9216; 1:2500 MAPK signalling Cell Signaling
Rabbit anti-p38 MAPK #9212; 1:5000 MAPK signalling Cell Signaling
Rabbit anti-tubulin ab4074; 1:50000 Loading control Abcam
Secondary antibody Details Purpose Supplier
Goat anti-rabbit sc-2004; Santa Cruz ~ Secondary antibody Santa Cruz
Goat anti-mouse sc-2005; Santa Cruz ~ Secondary antibody Santa Cruz

MAPK, mitogen-activated protein kinase; PLZF, promyelocytic leukaemia zinc finger; PPARY, peroxisome proliferator-activated

receptor gamma; (P)RR, prorenin and renin receptor.
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Fig. 1. Effect of (P)RR on local RAS and intracellular pathway in adipocytes. (4) Binding
of prorenin and renin to (P)RR. (B) Binding of HRP to (P)RR. Solid arrows represent a step.
Dashed arrows represent binding to a receptor. Square dotted arrows represent activation of
intracellular pathways. T-shaped arrow represents downregulation. Ang, angiotensin; ACE,
angiotensin converting enzyme; AGT, angiotensinogen; AT1R, angiotensin II receptor type 1;
AT2R, angiotensin II receptor type 2; ERK, extracellular signal-regulated kinase; HRP, handle
region peptide; JNK, c-Jun N-terminal kinase; MAPK, mitogen-activated protein kinase;

PLZF, promyelocytic leukaemia zinc finger; (P)RR, prorenin and renin receptor.
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Fig. 2. Lean and diet-induced obese CS57BL/6 mouse model. HF/HC, high-fat/high-
carbohydrate diet; HRP, handle region peptide; N, normal; PGF, peri-gonadal fat; PRF, peri-

renal fat; SCF, abdominal subcutaneous fat; VAT, visceral adipose tissue.
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Fig. 3. HRP treatment increases enzymes implicated in lipogenesis in SCF of obese mice.
(4-C) FAS, GyK and DGAT1 mRNA levels in adipose tissue. Data are normalized to s16
mRNA levels and are presented as means + SE with n = 9-13 per group. * p < 0.05 compared
to N diet; T p < 0.05 compared to saline. DGAT]I, diglyceride acyltransferase 1; FAS, fatty
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carbohydrate diet; HRP, handle region peptide; HSL, hormone sensitive lipase; N, normal;

PGF, peri-gonadal fat; PRF, peri-renal fat; SCF, abdominal subcutaneous fat.
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B) PPARy1 and PPARY2 protein levels in adipose tissue. Equal loading of 30 pg of proteins

were done in each well for Western Blot. Data are normalized to tubulin protein levels and are

presented as means + SE with n = 4-7 per group for PPARYy1 and PPARY?2 protein levels. * p <

0.05 compared to N diet; ¥ p < 0.05 compared to saline. HF/HC, high-fat/high-carbohydrate

diet; HRP, handle region peptide; N, normal; PGF, peri-gonadal fat; PPARY, peroxisome

proliferator-activated receptor gamma; PRF, peri-renal fat; SCF, abdominal subcutaneous fat.
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means + SE with n = 9-13 per group for VEGF-A mRNA levels. * p < 0.05 compared to N
diet; T p < 0.05 compared to saline. HF/HC, high-fat/high-carbohydrate diet; HRP, handle
region peptide; N, normal; PGF, peri-gonadal fat; PRF, peri-renal fat; SCF, abdominal

subcutaneous fat; VEGF-A, vascular endothelial growth factor A.
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Fig. 8. HRP treatment increases markers for ''beiging'' in SCF of obese mice. (4 and B)

PRDM16 and PGCla mRNA levels in adipose tissue. Data are normalized to s16 mRNA

levels and are presented as means + SE with n = 9-13 per group. * p < 0.05 compared to N

diet; T p < 0.05 compared to saline. HF/HC, high-fat/high-carbohydrate diet; HRP, handle

region peptide; N, normal; PGCla, peroxisome proliferator-activated receptor gamma

coactivator 1-alpha; PGF, peri-gonadal fat; PRDM16, PR domain containing 16; PRF, peri-

renal fat; SCF, abdominal subcutaneous fat.
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Fig. 9. HRP treatment may increase adiponectin and insulin signalling in obese mice. (4)

Adiponectin mRNA levels in adipose tissue. (B and C) Correlation between plasma HMW and
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body weight in mice on N or HF/HC diet. (D and E) p-Akt and Akt protein levels in adipose
tissue. Equal loading of 10 puL of plasma or 20 pg of proteins were done in each well. Data are
normalized to s16 mRNA levels and are presented as means + SE with n = 9-13 per group for
adiponectin mRNA. n = 8 per group for the correlation analysis between plasma HMW
adiponectin and body weight. Data are normalized to total Akt or tubulin protein levels and are
presented as means + SE with n = 4-7 per group for p-Akt. * p < 0.05 compared to N diet; T p
< 0.05 compared to saline. BW, body weight; HF/HC, high-fat/high-carbohydrate diet; HMW,
high molecular weight; HRP, handle region peptide; MMW, medium molecular weight; N,

normal; PGF, peri-gonadal fat; PRF, peri-renal fat; SCF, abdominal subcutaneous fat.

181



A

PLZF(30kDa) [AMMAAN BRARA e pp8@3ioa) [ N RS
Tubulin (50 kD2) e e S peaios) NN A ..

1,2 - ON+Saline 1,2 -
=) 1 ONsHRP ;
< 1,0 BHF/HC+Saline 2 1.0 .I.
:0 g | l I mrFHCHRP Lo g ] 1 o
5 . l o L,
20,6 - 206 1
= 2 0.4
~ T ™ U,4 1
B 04 o
Noz2 - 2.0,2 -
o

0,0 T T 0,0 T T

PGF PRF  SCF PGF PRF  SCF

Fig. 10. PLZF is decreased in PGF and HRP treatment decreases p38 MAPK signalling
in SCF of obese mice. (4 and B) PLZF and p-p38 protein levels in adipose tissue. Equal
loading of 20 or 50 pg of proteins were done in each well. Data are normalized to tubulin
protein levels for PLZF and to total p38 MAPK protein levels for p-p38 and are presented as
means = SE with n = 4-7 per group. * p < 0.05 compared to N diet; T p < 0.05 compared to
saline. HF/HC, high-fat/high-carbohydrate diet; HRP, handle region peptide; MAPK, mitogen-
activated protein kinase; N, normal; PGF, peri-gonadal fat; PLZF, promyelocytic leukaemia

zinc finger; PRF, peri-renal fat; SCF, abdominal subcutaneous fat.
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Fig. 11. Proposed model for the effects of HRP treatment on the phenotype of SCF
adipocytes. (4 and B) HRP effects on adipocyte in lean and obese mice. HF/HC, high-
fat/high-carbohydrate diet; HRP, handle region peptide; N, normal; (P)RR, prorenin and renin

receptor; SCF, abdominal subcutaneous fat.
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Chapitre 8 - Discussion

8.1 Résumé des travaux

Le réle du (P)RR dans le développement des complications du diabéte et de
I'hypertension est bien établi (Chapitre 4, Section 4.4 et 4.6, Page 46 et 53) alors que celui
dans le développement de 1'obésité a été soulevé a quelques reprises (153;257). Toutefois, peu
d'attention a été accordée pour le mettre en évidence. La question principale menant a cette
these est de savoir si le (P)RR est impliqué dans le développement de cette maladie chez la
souris. Nos travaux ont permis de répondre a cette question ainsi qu'aux sous-questions

(Chapitre 5, Section 5.3, Page 74).

Le premier manuscrit rapporte pour la premicre fois que le (P)RR est impliqué dans le
développement de I'obésité chez un modele de souris obése induite par une diete HF/HC (261)
(Chapitre 6, Page 76). Nous avons utilis¢ le HRP, un bloqueur du (P)RR, a titre de traitement
préventif en l'administrant a des souris normales simultanément avec une di¢te HF/HC. A la
fin du traitement, nous avons observé que la rénine et le (P)RR sont présents dans le tissu
adipeux des souris et augmentent avec l'obésité. Les animaux HF/HC+HRP avaient une
réduction de gain de poids corporel associée a une diminution de la masse du VAT sans
changement dans la consommation alimentaire. De plus, la réduction de l'expression de
plusieurs adipokines dans le SCF et le VAT suggére une diminution de la résistance a
l'insuline, de l'inflammation et de l'infiltration des macrophages. Chez ces animaux, la baisse
d'insuline circulante avec des niveaux de glucose similaire suggere aussi une augmentation de
la sensibilité a l'insuline. D'autre part, 1'expression génique du (P)RR est augmentée dans le

SCF chez la femme obése résistante a l'insuline.

Ces travaux ont soulevé une autre question importante afin de comprendre comment le
HRP produit ces effets chez la souris. Le deuxiéme manuscrit cherche a trouver quelques
mécanismes potentiels en utilisant le méme ensemble de souris (Chapitre 7, Page 132). Nous
avons trouvé que l'expression de 1'enzyme responsable de la derniere étape de la lipogenése est
diminuée dans le VAT des souris HF/HC traitées avec le HRP ce qui pourrait peut-&tre

expliqué la réduction de la masse viscérale observée dans le premier manuscrit. Nos résultats



suggerent également que le HRP pourrait augmenter 1'adipogenése ce qui donnerait un plus
grand nombre d'adipocytes pour entreposer plus de gras dans le tissu adipeux des souris
HF/HC afin d'éviter un dépot ectopique. Cela semble étre appuyé par l'augmentation de
l'expression de plusieurs enzymes impliquées dans la lipogenese et la lipolyse uniquement
dans le SCF des souris HF/HC et ce dernier souleéve 1'hypothése qu'un cycle futile pourrait étre
activé. Le "brunissement" du tissu adipeux est la présence de cellules similaires aux adipocytes
bruns dans le tissu adipeux qui sont caractérisés par une grande densité mitochondriale et la
thermogenese. Les résultats d'expression de quelques marqueurs laissent également croire qu'il
pourrait avoir un "brunissement" du SCF, un effet non-rapporté par les RASi. L'augmentation
de I'expression de l'adiponectine dans le SCF, mises ensembles avec les résultats du premier
manuscrit sur l'insuline et le glucose, pourrait refléter une meilleure sensibilité a l'insuline
chez les souris HF/HC+HRP. Ainsi, la réduction de gain de poids observée chez les souris
HF/HC+HRP pourrait étre occasionnée par une diminution de la lipogeneése dans le VAT,
l'activation d'un cycle futile et le "brunissement" du SCF permettant de maintenir la
distribution et ’utilisation saine du gras. Finalement, nous avons démontré que I'augmentation

du (P)RR dans le tissu adipeux est probablement di a une réduction de PLZF.

8.2 - Similarités avec la littérature

8.2.1 Dose et durée du traitement au HRP

Le scepticisme entourant les effets in vivo du HRP résulte de la divergence des
observations rapportées dans nombreuses recherches. Par conséquent, deux écoles de pensée
existent sur l'utilisation du HRP qui pour certains démontrent des effets physiologiques
bénéfiques (Chapitre 4, Section 4.6, Page 53) et qui pour d'autres rapportent l'absence
d'effets physiologiques, un effet dommageable ou un effet neutralisant lorsque combiné avec
un autre traitement (Chapitre 4, Section 4.6.4, Page 65). Pour les raisons soulevées
précédemment, la dose employée et la durée du traitement au HRP sont les différences les plus
communes et sont probablement a I'origine de la plupart des divergences. Nous avons choisi la
dose (0,1 mg/kg/jour) et le temps de traitement (10 semaines) pour le HRP de souris en se
basant sur les travaux d'Ichihara ef a/ qui avait congu et démontré que le peptide prévient le
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développement de la néphropathie diabétique chez un modele de rat diabétique de type 1
induit par la STZ (169). Nos travaux confirment que la dose de HRP utilisée et la période
allouée au traitement permet d’observer des effets bénéfiques chez notre modele de souris.
Ceci révele que ces deux parametres sont des facteurs a considérer pour les études in vivo
subséquentes impliquant le HRP considérant que pour notre étude, les effets sur le poids ne

peuvent étre observables qu’a partir de 9 semaines de traitement.

8.2.2 Expression et présence de la rénine dans le tissu adipeux

Un de nos sous-objectifs était de vérifier la présence de la rénine dans le tissu adipeux
puisque certain ne détecte pas cette enzyme (89;90;92;96;153). Ce point est crucial du point de
vue rationnel de cette thése puisque nous suggérons que le (P)RR mene a I'obésité en raison de
I’augmentation de l'activité catalytique de la rénine ce qui entraine une amplification de la
production d'Ang II (Chapitre 4, Figure 7, Page 39). Par la méthode de qPCR et de Western
Blot, nous avons découvert que la rénine est exprimée et présente dans les 3 tissus adipeux
¢tudiés tant chez les souris ayant une di¢te normale que sur celles ayant une diete HF/HC
(Chapitre 6, Figure 1, Page 104) (261). Il est connu que l'expression de la rénine est
indétectable dans le PGF des rats ayant une di¢te normale lorsque la méthode de RT-PCR est
employée (97). Lorsque ce groupe de recherche a repris l'expérience par qPCR, la présence de
la rénine dans le méme gras a ét¢ confirmée. Il s’aveére ainsi possible que les divergences
soient attribuables aux différences dans la sensibilité de la technique utilisée. La présence de la
rénine nous permet de sous-entendre qu'il y ait un RAS fonctionnel dans le tissu adipeux

(Chapitre 4, Figure 7, Page 39).
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8.3 - Raffinement des observations par les RASI

A notre connaissance, aucune observation n'a été rapportée lors de l'administration du
HRP sur un mode¢le animal d'obésité. La plupart de nos observations sont similaires a celles
connues sur l'utilisation des RASi chez le rongeur obése induit par une dicte riche en gras
(125;130;131;262-267). Toutefois, nous avons des résultats additionnels qui ¢€largissent les

¢tudes actuelles sur les RASi ainsi que des observations non- rapportées a ce jour.

8.3.1 PPARY et ses deux isoformes

Nous n'avons pas seulement trouvé que le HRP augmente PPARY dans le tissu adipeux
comme pour la plupart des RASi puisque nous avons regardé la modulation de chacune des
deux isoformes (Chapitre 7, Figure 6, Page 177). Cela est important car il est reconnu in
vitro que seul PPARy2 active l'adipogenése (formation de novo d'adipocytes) dans les
adipocytes 3T3-L1 (268). PPARy2 demeure présent dans le tissu adipeux de maniére
prédominante (269). De la sorte, PPARYy2 est modulé par l'obésit¢ et le changement
nutritionnel tant chez le rongeur que chez I'homme (270;271). Nous avons découvert que
PPARYy2 est l'isoforme spécifiquement modulée par la diete HF/HC et par le traitement du
HRP dans le tissu adipeux de nos souris. Nos résultats confirment les observations précédentes
et viennent appuyer que PPARY2 a probablement un réle plus important que PPARy1 dans

l'adipogenese.

8.3.2 Adiponectine et ses différentes formes circulantes

Nous avons suggéré que 1'amélioration probable de la sensibilité a I'insuline par le HRP
pourrait étre reflétée par une augmentation de I'expression et de la sécrétion de I'adiponectine
par le SCF (Chapitre 7, Figure 9, Page 180). Il est connu qu’il y a une corrélation inverse
entre le poids corporel et les niveaux de 1’adiponectine circulante, c’est-a-dire que les niveaux
d’adiponectine circulante diminuent avec 1’augmentation du poids corporel (272). Chez nos
souris obéses, nous avons observé un changement dans cette relation entre les deux parametres

uniquement chez les souris obeéses dépendamment du traitement. Pour un méme poids corporel
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chez les animaux obeéses, les souris traitées avec le HRP semble avoir plus d’adiponectine
HMW circulante que celles traitées au salin (Chapitre 7, Figure 9, Page 180). Cela est une
observation qui n’a pas été rapportée par les études administrant un RASi chez le rongeur
(130;134;267). In vitro et in vivo, il est connu que les différentes formes circulantes de
l'adiponectine ne s'interchangent pas durant un défi métabolique méme avec une injection
d'insuline (273). Par conséquent, une modification de cette corrélation chez les souris
HF/HC+HRP pourrait partiellement étre due a une plus grande sécrétion d’adiponectine HMW

par le SCF comme le suggére les résultats d’expression.

8.4 - Voies responsables des effets du HRP

Une des actions du HRP est la réduction des niveaux d'Ang II alors que les RASi
inhibent sa production ou ses effets via I'AT1R. Par conséquent, les observations dans nos
¢tudes devraient étre de moindre ampleur que celles observées avec 1’utilisation des RASi si
les effets du HRP le sont principalement via une réduction de la production d’Ang II. Pourtant,
certaines de nos observations sont similaires voir supérieures (i.e. TG circulants) a celles
rapportées par I'administration d'un RASi chez le rongeur suggérant qu'une réduction de la
voie dépendante de 1'Ang II ne peut entierement expliquer nos résultats. Nous pensons ainsi
que 1’obstruction des voies de signalisation du (P)RR indépendantes de 1'Ang II par le HRP y
contribueraient également comme le suggere la réduction de phosphorylation de p38 MAPK

dans le SCF des souris (Chapitre 7, Figure 10, Page 182).

8.5 - Nouvelles observations avec le HRP par rapport aux RASI

8.5.1 Cycle futile des triglycérides/acide gras libres

Nous avons observé quelques parametres métaboliques circulants normalisés chez les
souris HF/HC+HRP. Toutefois, ces souris ont un poids corporel plus élevé que celui des souris
témoins ayant une di¢te normale (Chapitre 6, Figure 2, Page 105) (261). Ceci suggere que le
phénotype observé chez nos souris obeses est plus qu'un simple effet du HRP sur le poids
corporel et qu’il le serait aussi probablement via un effet sur le métabolisme des lipides. Une
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¢tude rapporte que l'administration d'un ACEi chez le rat ayant une di¢te normale augmente
les niveaux d'expression de la FAS et HSL dans le PGF suggérant une augmentation de la
lipogenese et de la lipolyse (263). Nous avons observé la modulation d'un plus grand nombre
d'enzymes impliquées dans les deux processus dans différents tissus adipeux. En plus d'un
effet sur la FAS et la HSL, nous avons remarqué une augmentation de l'expression génique de
GyK et DGAT1 (deux enzymes lipogéniques) et de I'ATGL (une enzyme lipolytique)
uniquement dans le SCF des souris HF/HC+HRP (Chapitre 7, Figure 3 et 4, Page 174 et
175). Contrairement a 1'étude administrant le RASi chez le rat, nous suggérons que
'administration du HRP pourrait activer un cycle futile des triglycérides/acides gras libres
puisque l'augmentation de FAS et de GyK favoriserait le recyclage des acides gras et du

glycérol pour redémarrer continuellement la lipogenése et la lipolyse (Figure 10, Page 190).
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Figure 10. Modele du cycle triglycérides/acides gras dans le SCF des souris
HF/HC+HRP.

Nos travaux laissent croire qu'il y une activation potentielle d'un cycle futile dans le SCF des
souris sur une diete HF/HC puisque l'expression de plusieurs enzymes impliquées dans la
lipogenese et la lipolyse sont augmentées (mots en rouge). Les autres enzymes (mots en noir
au milieu des fléches) n'ont pas été évaluées dans nos études. Par conséquent, il est possible
que les FFA ne soient pas relachés par les adipocytes aprés la lipolyse (fleches courbées) et
sont recyclés dans une réserve permettant une réutilisation répétitive. ATGL, lipase de
triglycéride du tissu adipeux; DAG, diacylglycérol; DGAT, diglycéride acyltransférase; FAS,
synthase des acides gras; FA CoA, acide gras coenzyme A; FFA, acide gras libre; G3P,
glycérol-3-phosphate; Gly, glycérol; GPAT, glycérol-3-phosphate acyltransférase; GykK,
glycérol kinase; HSL, lipase sensible a I'hormone; MAG, monoacylglycérol; MGAT,

monoacylglycérol acyltransférase; TAG, triacylglycérol; MGL, lipase de monoacylglycérol.
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8.5.2 "Brunissement'' du SCF

Nous sommes les premiers a suggérer que le HRP pourrait induire la formation
d'adipocyte beige dans le SCF des souris ayant une di¢te HF/HC car aucune étude administrant
des RASI ne rapporte un tel effet (Chapitre 7, Figure 8, Page 179). Ce tissu adipeux pourrait
étre caractéris¢é par un plus grand nombre de mitochondries ce qui favoriserait la
thermogenése. La question est maintenant de savoir comment le (P)RR pourrait étre impliqué
dans ce processus. Chez la souris, il est connu qu'une inactivation spécifique du récepteur
Notch dans le tissu adipeux entraine un "brunissement" du SCF caractéris€é par une
augmentation de l'expression génique de PRDM16 et PGCla alors qu'une surexpression de
Notch méne a des observations opposées (274). La liaison du ligand Jagged au récepteur
Notch active sa signalisation qui consiste a cliver le récepteur par la y-sécrétase (275). Ceci
relache le domaine intracellulaire de Notch qui se déplace vers le noyau et initie la
transcription des génes impliqués soit par exemple dans le développement, la prolifération et
l'inhibition de I'apoptose et les effets classiques de l'activation de la signalisation de Notch

(276;277).

In vitro, 'Ang Il augmente l'activité catalytique de la y-sécrétase via I'AT1R entrainant
une hausse du domaine intracellulaire de Notch (278). Cela suggere que le RAS stimule la
signalisation de Notch. En effet, les souris diabétiques traitées avec un ARB ont une réduction
du domaine intracellulaire de Notch et des niveaux de TGF-B1 dans les cellules glomérulaires
(279). Puisque TGF-B1 stimule la signalisation de Notch (280), les observations suggerent que
I'Ang II active Notch en augmentant TGF-B1. Ainsi, le RAS pourrait étre impliqué dans le
“brunissement" du tissu adipeux via la signalisation de Notch. De plus, il a été rapporté que le
récepteur de Notch est augmenté chez la souris obése (274). L'augmentation du (P)RR et de la
rénine chez nos souris ob€ses activeraient ainsi davantage la signalisation de Notch via
I'ATIR. Ceci entrainerait une diminution de PRDM16 et PGCla qui sont des marqueurs clé de
l'activation du programme de "brunissement" du tissu adipeux. L'administration du HRP chez
nos souris ayant une di¢te HF/HC diminuerait probablement la signalisation de Notch apres
avoir réduit les niveaux d'Ang Il dans le SCF. Nous ne sommes pas en mesure de confirmer si

la voie de signalisation du (P)RR indépendante de I'Ang II en serait également responsable.
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Toutefois, TGF-B1 est aussi une composante de la voie de signalisation du (P)RR
indépendante de I'Ang II (140). Par conséquent, il est possible que cette derniére soit

¢galement impliquée.

8.6 - Différences avec la littérature

8.6.1 Leptine et son effet sur la prise alimentaire

La Ieptine est un marqueur du tissu adipeux réduisant également la consommation
alimentaire via son action sur I'hypothalamus au niveau du cerveau (Chapitre 2, Section 2.6,
Page 16) (59). Chez nos souris ayant une di¢te HF/HC, le HRP réduit 1'expression génique de
la leptine dans le tissu adipeux ainsi que ses niveaux circulants (Chapitre 6, Figure 3, Page
106) (261). Par conséquent, nous nous attendons a ce que la consommation alimentaire
augmente chez ces animaux. Pourtant, ce parametre demeure inchangé suggérant ainsi que ces
souris mangent autant que leurs confréres. Il est bien établi que 1’obésité mene a une résistance
a la leptine, c’est-a-dire que 1’hypothalamus ne répond plus a la leptine, le tissu adipeux en
sécréte davantage et une hyperphagie s’ensuit (281). Toutefois, la résistance a la leptine
causée par une obésité induite par une dicte riche en gras est réversible (282). Nos souris
HF/HC consomment plus de calories malgré une augmentation de la leptine par rapport aux
souris témoins ayant une di¢te normale suggérant ainsi qu’elles sont peut-Etre résistantes a la
leptine. La réduction de la leptine chez les souris HF/HC+HRP pourrait suggérer une
amélioration de la sensibilité a la leptine et les souris semblent y répondre parce qu’elles

mangent autant que les souris HF/HC.

8.6.2 Utilisation du glucose par le muscle et le tissu adipeux
Le transport du glucose dans les cellules se fait par le transporteur de glucose 4. Cette
étape est précédée d'une translocation de ces transporteurs de l'intérieur de la cellule vers la
membrane plasmique apres l'activation de la voie de signalisation de 1'insuline menant a la
phosphorylation d'Akt (p-Akt) (283). Chez nos souris, I'obésité diminue p-Akt dans le PGF et
le traitement au HRP l'augmente (Chapitre 7, Figure 9, Page 180). Ces résultats sous-
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entendent que I'obésité pourrait diminuer le transport du glucose dans le tissu adipeux alors
que le HRP I’augmenterait. Il est largement accepté que le muscle consomme plus de glucose
que le tissu adipeux chez un individu sain et que l'obésité entraine généralement une
diminution dans le transport du glucose des deux tissus (284-287). Chez des sujets sains,
l'absorption musculaire de glucose représente 40% des hydrates de carbone ingérés lors d’un
repas alors que celle du tissu adipeux est de 10% lorsque les mesures sont exprimées par unité
de tissu suggérant que le gras n'est pas l'utilisateur principal du glucose (286). Pourtant,
l'absorption de glucose postprandiale dans le muscle (20%) et dans le tissu adipeux (20%) est
similaire chez les sujets obeses lorsque les mesures sont ajustées par la masse totale de chacun
des tissus. De plus, la contribution du tissu adipeux dans 1'absorption corporelle entiére du
glucose (ajustée par la masse totale de graisse) augmente de 40% chez les individus obéses
comparativement aux individus sains (288). Ceci laisse entendre que 1'absorption du glucose
(ajustée par la masse totale de graisse) dans le tissu adipeux chez nos souris obéses est
possiblement similaire a celle dans le muscle (ajustée par la masse totale de muscle) puisque
ces animaux ont plus de masse grasse (Chapitre 6, Figure 2, Page 105). Le gras est un tissu
dynamique qui se développe/atrophie continuellement suggérant que I'augmentation du tissu
adipeux avec l'obésité peut procurer un endroit alternatif pour l'absorption du glucose
postprandial lorsque la capacité¢ du muscle est saturée. Nos résultats sur les niveaux de p-Akt
dans le PGF des souris HF/HC+HRP suggére qu’il pourrait avoir augmentation du transport

du glucose vers le PGF comparativement aux animaux témoins.

8.7 - Effet du HRP sur la fonction cardiaque

Nous avons découvert que l'obésité entraine une augmentation du (P)RR
spécifiquement dans le tissu adipeux des souris obeses puisque les niveaux du récepteur sont
similaires dans plusieurs autres tissus tels le coeur, le foie et les reins (Chapitre 6, Figure S1,
Page 116) (261). Cela suppose un rdle pour le (P)RR dans le tissu adipeux au sein du
développement de l'obésité chez nos souris. Nous avons aussi découvert une réduction de
l'expression génique de plusieurs adipokines dans le tissu adipeux des souris HF/HC+HRP
suggérant une diminution de la résistance a l'insuline, de I'inflammation et de l'infiltration de
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macrophages (Chapitre 6, Figure 3 et 4, Page 106 et 107). Par conséquent, 1'ensemble de ces
observations laisse croire que l'effet du HRP est plus prononcé dans le gras. Nous nous
sommes ainsi concentrés sur ce tissu pour trouver les mécanismes d'actions du HRP.
Toutefois, 1'absence de modulation du (P)RR avec 1'obésit¢ dans un tissu quelconque ne
signifie pas que le HRP n'aura pas d'effet sur celui-ci puisque 1'administration du peptide est
systémique dans notre étude. Par exemple, le HRP empéche la détérioration de la fonction
cardiaque indépendamment de la diéte malgré que les niveaux du (P)RR cardiaque soient
similaire aux souris témoins (261) (Chapitre 6, Figure 6 et Tableau S8, Page 109 et 128).
Ce résultat ne devrait pas étre attribuable a une diminution du RAS systémique puisque
d’autres études ainsi que la notre ont démontré que le HRP ne modifie pas les niveaux et/ou
l'activité des composantes circulantes du RAS (Chapitre 6, Figure S2, Page 117)
(169;224;226;227;235;238;245;261).

8.8 - Limitations

8.8.1 HRP modifie-t-il le type de macrophages présent dans le tissu adipeux?

Nous avons montré que l'expression génique de F4/80 (marqueur des macrophages)
augmente dans le VAT de nos souris HF/HC+Saline comparativement aux animaux témoins
(Chapitre 6, Figure 4, Page 107) (261). Le HRP réduit son expression dans le PGF (un VAT)
indépendamment de la di¢te. Toutefois, nous avons aussi remarqué une augmentation de
l'expression de F4/80 dans le SCF des souris HF/HC+HRP comparativement aux animaux
témoins HF/HC. Ceci sous-entend que le HRP réduirait les niveaux de macrophages dans le
VAT alors qu’il les augmenterait dans le SCF des animaux obeéses. Cette observation
divergente nous ameéne a considérer la présence d'une population de macrophages différents

entre le VAT et le SCF.

Il existe deux sous-ensembles de macrophages soit les macrophages M1 activés de
maniére classique et les macrophages M2 activés de manicre alternative. Les macrophages M1
sécretent des molécules pro-inflammatoires telles le TNFa et 1'lL-6 alors que les macrophages
M2 sécretent des molécules anti-inflammatoires comme I'IL-10 (289). Nos résultats sur
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l'expression de F4/80 possedent une limitation, c'est-a-dire que les données ne permettent pas
de distinguer les macrophages activés M1 et M2 car ce marqueur est commun aux deux (290).
Par conséquent, il est difficile de conclure si I'augmentation de 1'expression de F4/80 observée
dans le SCF des souris HF/HC+HRP est causée par les macrophages M1 et/ou M2.
Néanmoins, la quasi-totalit¢ des macrophages du tissu adipeux sont de type M1 et sont
davantages présents dans le VAT que dans le SCF, a proximité des adipocytes morts formant
des structures ressemblant a des couronnes (291;292). En raison de cette différence dans la
localisation des macrophages, il est possible que l'effet du HRP sur I'expression de F4/80 dans
le VAT de nos souris soit plus représentatif d'une diminution des macrophages M1 alors que
celui dans le SCF pourrait €tre représenté par une plus grande population de macrophages M2.
Il est possible que ceci soit la résultante d'un effet quelconque du HRP sur les cytokines
présentes dans le SCF qui favoriserait une polarisation vers les macrophages M2. Chez la
souris, 1'administration d'un ARB réduit 'expression des marqueurs de macrophages M1 et
augmente ceux des macrophages M2 dans le VAT (266). 1l serait intéressant de regarder chez
nos souris la modulation de ces marqueurs permettant de différencier les deux types de
macrophages. Par exemple, il est possible de mesurer dans les différents tissus adipeux les
niveaux de CD11c, un marqueur des macrophages M1, et les niveaux de CD206, un marqueur
des macrophages M2 (293). Le RAS est impliqué dans l'inflammation du tissu adipeux
puisque que I'Ang II stimule I'expression des marqueurs pro-inflammatoires via ATIR de
manicre in vitro et in vivo (294-296). En réduisant la production d'Ang II, le HRP pourrait
avoir diminué I'inflammation dans le tissu adipeux de nos souris ayant la diete HF/HC. Ceci
est pertinent puisque l'inflammation dans le tissu adipeux entraine la résistance a l'insuline, la

lipolyse et une diminution de I'adipogenése (297-299).

8.8.2 Laquelle des deux voies du (P)RR contribue le plus?

Bien que le HRP améne plusieurs effets bénéfiques chez nos souris ayant une dicte
HF/HC, la conception de notre modéle animal posséde une limitation. Nous ne sommes pas en
mesure d'isoler séparément les effets du HRP sur la voie du (P)RR dépendante et indépendante

de I'Ang II car in vivo le peptide a un impact simultané sur les deux voies (Chapitre 4, Figure
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9, Page 54). Toutefois, plusieurs études et les notres suggerent que le HRP produit des effets
bénéfiques supplémentaires en comparaison aux RASi et ce, probablement via une
interférence avec la signalisation du (P)RR indépendante de I'Ang II (169;224;261). Dans les
années a venir, il sera important de déterminer dans le tissu adipeux si cette voie contribue
plus ou moins aux observations de notre modele animal. Ceci peut étre réalisé en inactivant
I'ATIR et/ou 'AT2R spécifiquement dans le tissu adipeux de la souris afin d'inhiber la voie
dépendante de 1'Ang II. Nous pourrons donc comparer les effets de ce modeéle animal avec la
noétre afin d’évaluer I'importance de chacune des voies. Pour identifier les voies responsables,
la culture primaire d'adipocyte de souris provenant des différents tissus adipeux peut aussi étre
utilisée conjointement avec les composantes du RAS, les RASi et le HRP. A cet effet, les
¢tudes de stimulation d'adipocyte in vitro nous procurent un avantage. Nous pouvons controler
plus précisément les voies de signalisation que nous activons/bloquons (i.e. celles du (P)RR)
sans la contribution des composantes circulantes et des composantes de voies de signalisation

différentes comme c'est le cas dans tout modéle animal in vivo.

8.8.3 HRP active-t-il un cycle futile des triglycérides/acide gras libres et le
"brunissement''?

Nos résultats d’expressions géniques des enzymes impliquées dans la lipogenése et la
lipolyse indiquent que le cycle futile des triglycérides/acide gras libres pourrait étre activé
dans le SCF des souris HF/HC traitées avec le HRP (Chapitre 7, Figure 3 et 4, Page 174 et
175). Pour confirmer ceci, les tissus adipeux des 4 groupes de souris peuvent étre isolés et
chaque dépot de gras peut étre mis en présence de palmitate radioactif avec la prorénine ou le
HRP. La mesure de la concentration de radio-isotope et de métabolites dans le milieu et dans
le tissu adipeux indiquera si le HRP augmente la lipogenése et la lipolyse. Nous avons
¢galement des résultats suggérant que le HRP pourrait brunir le SCF et que les adipocytes
pourrait avoir plus de mitochondries (Chapitre 7, Figure 8, Page 179). Pour vérifier que le
HRP induit un "brunissement", les tissus adipeux isolés de souris peuvent étre traités avec la

prorénine ou le HRP afin d’évaluer le taux de consommation d’oxygeéne. Des analyses
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histologiques sur le tissu adipeux permettront également d’évaluer le nombre et la taille des

adipocytes et I’abondance des mitochondries.

8.8.4 (P)RR est-t-il modulé avec I’obésité et aprés une perte de poids corporel chez
I’homme?

Nos résultats sur I’expression génique du (P)RR chez la femme obése (Chapitre 6,
Tableau 1, Page 102) étaient limités par 1’absence de donnée sur les femmes non-obeses de
telle sorte que nous avons uniquement observé un changement des niveaux de (P)RR avec la
résistance a ’insuline. Par conséquent, la modulation du (P)RR dans le tissu adipeux avec
I’obésité et aprés une perte de poids corporel n’a pu étre étudiée. Pour vérifier si la modulation
du (P)RR avec I’obésité est similaire chez le rongeur et I’homme, il demeure essentiel de
comparer 1’expression génique et protéique du (P)RR dans le SCF et le VAT entre les sujets
hommes et femmes (normal, obése sensible ou résistante a I’insuline et diabétique de type 2).
Afin d’étudier les modulations du (P)RR aprés une perte de poids importante (i.e. chirurgie
bariatrique), les tissus adipeux provenant de sujets ayant eu une perte de poids peuvent étre

prélevés et refaire des analyses similaires.

8.9 - Impact clinique du (P)RR et du HRP sur le développement de 1'obésité

Nous sommes les premiers a avoir observé que l'expression génique du (P)RR
augmente dans le SCF chez la femme obése résistante a l'insuline comparativement a la
femme obése sensible a l'insuline (Chapitre 6, Tableau 1, Page 102) (261). Nous avons
¢galement observé une augmentation des niveaux d’insulines circulantes chez les souris
HF/HC+HRP suggérant que le HRP augmente la sensibilité a I’insuline (Chapitre 6, Tableau
2, Page 103). Mises ensemble, les résultats laissent croire que le (P)RR pourrait contribuer a la
résistance a I’insuline. L'obésité est souvent associée a une résistance a l'insuline (300) et nos
résultats pourraient avoir un impact clinique déterminant sur le développement de 1'obésité et
de ses complications. A ce jour, aucune étude sur les effets de I'administration du HRP n’a été

effectuée chez des sujets humains. Néanmoins, plusieurs études rapportent des évidences sur
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les effets de I'administration de différents RASi (ACEi, ARB et inhibiteur de la rénine) chez
des patients obeses associés a une complication telle que I'hypertension. Plusieurs des
observations découlant de ces essais cliniques sont similaires a celles de nos études chez la

souris.

Aprés 3 mois de traitement, I'administration d'un ACEi diminue la pression artérielle,
l'insulinémie a jeun et augmente la sensibilité a 1'insuline chez des patients obéses hypertendus
(301). Chez des sujets obéses intolérants au glucose, I'administration d'un ARB durant 1 mois
semble réduire les marqueurs de l'inflammation en circulation et augmente les niveaux
circulants d'adiponectine (302). Dans une autre cohorte de patients obeéses hypertendus, un
traitement a 'ARB diminue les niveaux circulants de glucose, d'insuline, de cholestérol et de
leptine aprés 3 mois de traitement (303). Une analyse sur des biopsies de SCF provenant de
sujets obeéses nous ameéne également a observer qu'un ARB réduit la taille des adipocytes et

l'infiltration des macrophages apres 26 semaines de traitement (304).

Dans 1’ensemble, ces études cliniques suggerent que les RASi réduisent les
complications associées a l'obésité. Toutefois, quelques points doivent étre soulevés.
L'utilisation des RASi présente des effets secondaires tels la toux, I'angioedéme et des déces
causés par des complications cardiovasculaires (305-307). Un ACEi empéche la conversion de
I'Ang I en Ang II mais une chymase peut contourner l'inhibition en générant de 1'Ang II
indépendamment de 1'ACE qui peut représenter jusqu'a 20% de la production (Figure 11A,
Page 200) (308). Un ARB bloque la liaison de 1'Ang II sur 'ATIR mais n'empéche pas I'Ang
IT et I'Ang IV de se fixer respectivement sur I'AT2R et ' AT4R/IRAP, ceci pouvant étre néfaste
car I’Ang II stimule la lipogenese via I’AT2R (Figure 11B) (91). De plus, un ARB produit
une augmentation des niveaux de la rénine puisque le mécanisme de rétro-inhibition sur la
sécrétion de cette enzyme est diminué (143). Cela occasionnera a une hausse des niveaux
d'Ang II qui lieront 'AT2R ou 1'AT4R/IRAP et stimuleront davantage la lipogenése.
Finalement, un inhibiteur de la rénine empéche la production d'Ang II mais l'enzyme peut
toutefois se fixer sur le (P)RR (Figure 11C). Le dénominateur commun entre ces 3 inhibiteurs

est 'augmentation des niveaux de la rénine puisqu'ils finissent par diminuer le mécanisme de
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rétro-inhibition sur la sécrétion de l'enzyme (137-142). Cela rend l'enzyme accessible au
(P)RR et meéne a Il'activation des voies de signalisations indépendantes de I'Ang II.
Comparativement a ces inhibiteurs, le HRP bloque les voies du (P)RR indépendantes de I'Ang
IT et diminue les voies dépendantes de 1'Ang II (Chapitre 4, Figure 9, Page 54). Par
conséquent, le systéme ne devrait pas étre en mesure de contourner les effets du HRP car
l'activation du RAS n'est pas bloquée. D’autre part, le HRP ne module pas l'activit¢ de la
rénine circulante ni les niveaux de 1'enzyme dans le tissu adipeux et les reins chez nos souris
suggérant que la boucle de rétro-inhibition demeure intacte (261). En résumé, le (P)RR a
potentiellement un impact clinique dans le développement de 1'obésité et le HRP pourrait étre

une alternative aux RASi pour le traitement cette maladie.
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Figure 11. Effet des RASI sur le systeme rénine-angiotensine.

(A) Un ACEIi inhibe la conversion de 'Ang I en Ang II mais la chymase peut contourner cette
inhibition (~20%). (B) Un ARB bloque la liaison de I'Ang II sur 'AT1R mais ne prévient pas
la liaison de I'Ang II sur I'AT2R ni celle de I'Ang IV sur AT4R/IRAP. Ainsi, I'ARB augmente
les niveaux de la rénine. (C) Un inhibiteur de la rénine inhibe la conversion de 'AGT en Ang I
mais ne prévient pas la liaison de la rénine sur le (P)RR. Les mots en vert représentent les
enzymes et ceux en rouge représentent les récepteurs. La fleche pointillée représente plusieurs
¢tapes de conversion de 1'Ang II par des animopeptidases. ACE, enzyme de conversion de
I'angiotensine; ACEI, inhibiteur de I'enzyme de conversion de l'angiotensine; AGT,
angiotensinogene; Ang, angiotensine; ARB, bloqueur du récepteur d'angiotensine; ATIR,
récepteur type 1 de l'angiotensine II; AT2R, récepteur type 2 de l'angiotensine II; AT4R,
récepteur type 4 de l'angiotensine IV; IRAP, aminopeptidase régulé par l'insuline; (P)RR,

récepteur a la prorénine et a la rénine.
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8.10 - Perspectives et conclusions

Il est essentiel de rappeler que nos études sont réalisées dans une perspective de
prévention du développement de 1'obésité et de ses complications puisque le HRP a été
administré simultanément sur une dic¢te HF/HC chez nos souris. Toutefois, il faut se rappeler
que les patients sont souvent en surpoids ou obeses lorsqu'ils se présentent en clinique. Par
conséquent, il sera important d'également évaluer l'utilit¢ du HRP sur des souris devenues
préalablement obéses avec une diete HF/HC et de leur administrer la méme dose de HRP
pendant la méme durée du traitement. Nous pensons que l'utilisation du HRP aprés
I'établissement de 1'obésité pourrait produire des effets bénéfiques similaires a nos études de
prévention car il a été rapporté que le HRP inhibe la néphropathie diabétique chez des rats
devenus préalablement diabétique de type I par la STZ (227). Comme le traitement au HRP
produit plusieurs phénotypes intéressants dans le tissu adipeux de nos souris ayant une di¢te
HF/HC, une étude ou le (P)RR est spécifiquement inactivé dans le tissu adipeux de la souris
pourrait ¢élargir notre compréhension sur le role du récepteur dans le développement de

I'obésité.

Lorsque le réle du (P)RR et les mécanismes d'actions du HRP sont bien établis chez la
souris, il est possible d'évaluer le potentiel thérapeutique du peptide équivalent chez I'homme.
Cela est important car il est essentiel de rappeler que 'obésité est associée a de nombreuses
complications. La prévalence mondiale d'individus obéses est actuellement évaluée aux
alentours de 2,3 milliards et les dépenses médicales associés étaient de 123 milliards de dollars
aux Etats-Unis en 2001 (2;24). Un traitement pour 1’obésité efficace et sécuritaire a long terme
sera non seulement bénéfique pour les patients, mais représenterait également un allégement

du fardeau budgétaire au sein du systéme actuel de santé.
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