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SOMMAIRE

Le systéme rénine-angiotensine (SRA) est reconnu comme un facteur préponderant
dans le maintien de la pression sanguine chez les mammiferes. La description
classique de ce systéme implique la rencontre de ses multiples composants dans la
circulation en provenance de divers organes. La rénine catalyse la conversion de
l'angiotensinogéne en angiotensine I (Ang I). Le clivage de cette molécule par
l'enzyme de conversion de l'angiotensine résulte par la suite en la production d'un
octapeptide, l'angiotensine II (Ang II), responsable des nombreux effets
physiologiques du SRA circulant. Alors que les effets de I'Ang II circulante sont bien
définis, nos études concement plut6t la production locale d'Ang II par de nombreux

tissus.

Afin d'alléger l'analyse des lignées de souris transgéniques produites au cours de nos
études, nous avons utilisé une stratégie de co-injection du minigene de la tyrosinase
avec un transgéne d'intérét dans des embryons de souris dérivés d'une souche de type
albino. La pigmentation résultant de l'expression de la tyrosinase a été caractérisée
comme marqueur de la présence et du niveau d'expression du transgene d'intérét, de

méme que pour l'identification de souris homozygotes ou double-transgeniques.

La principale objection a I'encontre du caractére fonctionnel des SRA tissulaires se
situe au niveau de la conversion du précurseur de la rénine. En effet, a la difference

du rein qui sécréte a la fois de la prorénine et de la rénine, les tissus extra-rénaux



iv
sécrétent uniquement de la prorénine, un précurseur considéré enzymatiquement
inactif. Une des hypothéses que nous avons explorée consiste en la possibilité que la
prorénine exerce une activité enzymatique au sein d'un tissu sans clivage de son
prosegment. Cette possibilité a été étudiée via une approche enzymatique in vivo a
l'aide de souris double-transgéniques exprimant l'angiotensinogéne humain et la
prorénine humaine ou différents mutants du site de clivage du prosegment de la
prorénine ont été produites. Ces transgénes ont €té ciblés dans I'hypophyse antérieure
et la production d'Ang I dans ce tissu a été¢ utilisée comme marqueur de l'activité
enzymatique des différentes prorénines. Nous avons démontré que la prorénine
humaine est enzymatiquement active alors qu'elle est sous la forme d'un précurseur
avec son prosegment attaché. Cumulés aux différentes évidences qui étayent
I'hypothése d'une fonction physiologique des SRA tissulaires, ces travaux indiquent
que la prorénine peut &tre activée en absence de protéolyse dans les tissus et

contribuer a la fonction des SRA.

Un deuxieme probléme inhérent a I'etude de la fonction des SRA tissulaires est la
difficulté de distinguer leurs effets locaux des effets systémiques du SRA circulant.
Afin d'étudier la fonction spécifique des différents SRA tissulaires, nous avons
produit une protéine de fusion permettant le ciblage de I'Ang II dans un tissu.
L'intérét de cette approche est de produire directement un court fragment peptidique
résultant d'une cascade enzymatique et d'éviter de devoir exprimer tous les
composants du systéme dans un méme tissu. L'Ang II est clivée de la protéine de

fusion par une endoprotéase ubiquitaire, la furine, et est sécrétée de facon constitutive



par la cellule. L'efficacité de cette approche a été validée in vivo par la démonstration
de [l'induction d'un marqueur d'hypertrophie cardiaque en absence d'effets
systémiques, suite a l'expression transitoire d'Ang II dans le coeur de rat. Cette
approche permettra de cibler par trangénése I'Ang II dans le rein de souris déficientes
pour le géne de l'angiotensinogene et de déterminer si 1'expression locale du peptide
peut corriger les défauts rénaux et le faible taux de survie des souris mutées.
L'ensemble de ces projets nous a permis de développer des approches in vivo
suggérant que les SRA tissulaires sont fonctionnels et qui devraient permettre de

définir ces fonctions.
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INTRODUCTION

1.1 Le systéeme rénine angiotensine circulant

Le syst¢me rénine-angiotensine (SRA) est maintenant reconnu comme un facteur
prépondérant dans le maintien de la pression sanguine chez les mammiféres. La
description classique de ce systéeme implique la rencontre de ses multiples
composants dans la circulation en provenance de divers organes (Figure 1.1). La
rénine, une enzyme de type aspartyle protéase, est sécrétée par le rein et agit sur son
substrat, I'angiotensinogeéne. C'est le foie qui synthétise et sécréte 1'angiotensinogene,
une protéine globulaire qui, une fois clivée par la rénine, génere 'angiotensine I (Ang
I), un décapeptide correspondant a la partie N-terminale du précurseur. Les deux
résidus d'acides aminés localisés en position C-terminale de 1'Ang I sont par la suite
¢liminés par l'enzyme de conversion de l'angiotensine (ECA), une enzyme ancrée a la
membrane des cellules endothéliales tapissant la paroi des vaisseaux sanguins. Ce
clivage résulte en la production dun octapeptide, l'angiotensine II (Ang II),
responsable des effets physiologiques du SRA. L'Ang II exerce un effet
vasoconstricteur en agissant sur des récepteurs spécifiques a la surface des cellules,
AT, et AT,, et est rapidement dégradée par des aminopeptidases. Les fragments plus
petits produits, appelés métabolites, sont l'angiotensine III (Ang III ou Ang 2-8),
auquel manque le premier résidu en position N-terminale, et I'angiotensine IV (Ang

IV ou Ang 3-8), auquel manque les deux premiers résidus en position N-terminale.
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Figure 1.1 Représentation schématique du systéme rénine-angiotensine circulant.
Ang I, angiotensine I, Ang II, angiotensine II; ECA, enzyme de conversion de

I'angiotensine.



Ces métabolites seraient en fait responsable de certains des effets ayant été attribués a
I'Ang II. La présence d'un troisiéme récepteur du SRA, le récepteur AT,, est aussi
postulée. Les sites de clivage des différents composants du SRA sont illustrés a la

Figure 1.2.

1.2  Historique du systéme rénine-angiotensine

L'¢lucidation de la cascade enzymatique menant a la formation de la molécule
effectrice du systeme, 1'Ang II, a nécessité de nombreuses années de recherche.
L'é¢tude du SRA a débuté par la découverte de la protéine initiant le début de cette
reaction en chaine, la rénine. Brown-Sequard est le premier & avoir proposé un
mécanisme de production par un organe d'une substance voyageant dans le sang et
affectant la fonction de tout l'organisme. La découverte de la rénine remonte a 1898
lorsque deux chercheurs danois, Tigerstedt et Bergmann, s'inspirant de cette
hypothése, ont eu 'idée d'injecter dans le sang d'animaux anesthésiés des extraits de
rein de lapin et d'en vérifier I'effet sur la pression sanguine (1). La dénomination de la
rénine, l'agent postulé responsable de l'effet vasopresseur observé, leur revient.
L'expérience a cependant été sujette a controverse et n'a pas été considérée par les
scientifiques de I'époque. C'est seulement en 1934 que les expériences de Goldblatt et
ses collaborateurs ont convaincu la communauté scientifique de la relation entre le
rein et la pression artérielle (2). Par des manipulations visant a priver le rein
d'oxygene, ils ont provoqué une hypertension chez le chien et établi un premier

modele expérimental d'animal hypertendu. Deux groupes ont démontré par la suite



Angiotensinogéne I Asp'-Arg?-Val>-Tyr*-lle’>-His® Pro’-Phe®-His?-Leu!°-Val!l-R
Angiotensine [ IAsp‘-ArgZ-Val3-Tyr4—Ile5-Hisﬁ-Pro7-Phe3-His9-Leu‘0

| Angiotensine II IAsp1—Argz-VaF-Tyr“-IleS-HisG-Pr07—Phe8
* Aminopeptidase A '

Angiotensine IIT I Arg?-Val3-Tyr*-1le3-HisS-Pro’-Phe®
+ Aminopeptidase B ou M '

Angiotensine TV I VaPB-Tyr*-Ile*-His’-Pro’-Phe?

Figure 1.2 Sites de clivage de 'angiotensinogéne humain et des angiotensines. ECA,

enzyme de conversion de 'angiotensine.



que des extraits de reins provenant d'animaux hypertendus augmentaient la pression
sanguine de fagon plus marquée que des extraits provenant d'animaux non
hypertendus (3,4), suscitant ainsi un vaste intérét pour la prétendue substance
hypertensive. En 1938, Page et ses collaborateurs ont appliqué des extraits rénaux
directement sur des organes isolés plutdt que de les injecter dans la circulation et ont
observé que les extraits avaient un effet vasopresseur uniquement lorsque mélangés a
du plasma, alors qu'ils étaient inactifs dans une solution saline (5). Ils ont
judicieusement conclu que l'effet résultant de I'extrait rénal n'était pas directement
vasopresseur mais plutét de nature enzymatique et nécessitait la présence d'un co-
facteur (substrat) retrouvé dans le plasma. Le produit actif généré par cette réaction
enzymatique a par la suite €té isolé par Page et Helmer et nommé angiotonine (6). A
la méme époque, Braun-Menendez et ses collaborateurs, cherchant a purifier la rénine
sur la base de son effet vasoconstricteur, ont abouti a la purification partielle d'une
protéine a effet vasopresseur distincte de la rénine et ne nécessitant pas la présence
d'un co-facteur (7). Ils ont nommé cette substance hypertensine. C'est seulement en
1958 que la combinaison des appellations angiotonine et hypertensine, alors

reconnues synonymes, a engendré le nom angiotensine.

Les résultats des groupes de Page et de Braun-Menendez ont stimulé une course a la
purification de I'angiotensine et c'est Skeggs et ses collaborateurs en 1954 qui ont été
a l'origine de la découverte de l'existence des deux formes de I'angiotensine, le
décapeptide Ang I et l'octapeptide Ang IT (8). En 1958, la synthése de I'Ang I et de

I'Ang II (9,10) a permis de réaliser des études pharmacologiques et de développer les



méthodes de mesure des composants du SRA. Ces études ont mené a la
reconnaissance du deuxiéme effet majeur de 1'Ang II au début des années 60. Outre
son effet vasoconstricteur, I'Ang II stimule la sécrétion d'aldostérone, exercant ainsi

un contrdle a la fois sur la pression sanguine et sur I'homéostasie du sodium (11,12).

Quant aux autres composants du systéme, c'est Braun-Menendez qui identifia en
1946 le foie comme site de synthése du co-facteur pressenti par le groupe de Page
(13). 1 a démontré que la concentration de ce co-facteur de la rénine,
I'angiotensinogéne, diminuait suite a une hépatectomie ou a un empoisonnement au
chloroforme. De 1956 & 1970, différents travaux ont permis la purification de I'ECA
et la description de son activité a la fois sur I'Ang I et la bradykinine (14-16).
L'existence d'un précurseur ou zymogene de la rénine, la prorénine, a ensuite été
identifié dans les fluides amniotiques humains par Lumbers en 1971 (17). Elle a
constaté que l'activité enzymatique de la rénine mesurée dans ces fluides augmentait
lorsque ces derniers étaient soumis a l'acidification et conclu qu'ils contenaient une
forme inactive de la rénine pouvant &tre activée. La prorénine s'est aussi avérée

présente dans le plasma.

Les décennies suivantes ont été prolifiques quant au développement de molécules
inhibitrices du SRA, permettant le raffinement de I'étude physiologique du systéme et
offrant de nouvelles possibilités de thérapie pour le traitement des maladies cardio-
vasculaires. Les années 70 ont ét¢é marquées par la mise au point d'inhibiteurs

efficaces de I'ECA (18). Les nombreuses études utilisant ces inhibiteurs de I'ECA ont



confirmé l'importance du SRA dans le contrdle de la pression sanguine et ont suscité
un intérét pour le développement d'inhibiteurs interférant a d'autres étapes dans la
cascade du SRA. La recherche d'inhibiteurs de la rénine a débuté dans les années 80
et elle est toujours d'actualité, tout comme la production d'antagonistes de I'Ang IT qui
a atteint son apogée au cours des années 90. Alors que la chimie des protéines du
SRA (purification, quantification et localisation) a marqué la fin des années 70 et le
début des années 80 (19-24), I'explosion des techniques de biologie moléculaire a
donné lieu au clonage des différents composants du SRA, incluant les récepteurs de
l'angiotensine, dans les années 80-90 (25-30). Ont suivi les études de recombinaison
homologue de ces mémes composants chez la souris, ainsi que diverses études de
transgénese chez le rat et la souris dans les années 90, produisant de nombreux
modeles animaux pour I'étude cellulaire, physiologique et pharmacologique du
systeme. Ces résultats ont aussi confirmé I'importance physiologique du SRA dans le
maintien de la pression sanguine. Les souris mutantes a I'un des loci de la rénine, du
gene de l'angiotensinogeéne, de 'ECA, et de certains des récepteurs de l'angiotensine
sont hypotensives (31-38), alors que les souris et rats double-transgéniques exprimant
la rénine et I'angiotensinogéne humains développent une hypertension chronique (39-
41). Chez T'humain, quelques études ont statistiquement démontré une corrélation
entre des niveaux élevés d'angiotensinogeéne plasmatique et 'hypertension (42-44).
En outre, une mutation de la partie codante du géne de l'angiotensinogéne
(méthionine en position 235 mutée pour thréonine) est plus fréquente chez les sujets

hypertendus et est associée a des niveaux élevés d'angiotensinogeéne plasmatique (45-



47). Une association génétique avec les autres composants du SRA et I'hypertension

humaine n'a pas été démontrée.

A ce jour, la compréhension du systéme demeure partielle et les avancées les plus
prévisibles devraient permettre (i) l'identification de la convertase responsable du
clivage du précurseur de la rénine dans le rein, (ii) la détermination de la fonction des
différents métabolites et récepteurs du systéme, et enfin, (iii) 1'¢élucidation de la

fonction des SRA présents dans de nombreux tissus.

1.3  Les composants du systéme rénine-angiotensine circulant

1.3.1 Lavrénine

La rénine n'exerce aucun autre effet physiologique connu que la protéolyse de son
unique substrat, I'angiotensinogéne. Son appartenance 4 la classe des aspartyle
protéases lui confére les trois caractéristiques suivantes: (i) la rénine contient deux
domaines N- et C-terminaux similaires qui forment deux lobes entourant le site actif
lorsque la protéine est repliée (48), (ii) un résidu d'acide aspartique est présent au sein
de chaque domaine; ces deux résidus se rencontrent au niveau du site actif et sont
essentiels a l'activité protéolytique de 'enzyme (49), et (iii) la rénine est synthétisee
sous la forme d'un précurseur (la prorénine) contenant un prosegment en position N-
terminale (50). La prorénine, dont le poids moléculaire est de 47 000 daltons, contient

406 acides aminés. Un présegment de 23 acides aminés dirigeant la protéine dans la
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voie de sécrétion est d'abord éliminé deés que la prorénine atteint le réticulum
endoplasmique. Dans le rein, un prosegment de 43 acides aminés est ensuite éliminé
dans la voie de sécrétion régulée et génere la rénine dont le poids moléculaire est de
40 000 daltons (51). La prorénine n'a pas d'activité autocatalytique et la protéase
responsable de la conversion de la prorénine en rénine n'est pas encore identifiée. Le
clivage du prosegment est trés spécifique et s'effectue en aval de deux résidus
basiques du prosegment (lysine*-arginine”) (52). Ce sont les cellules
juxtaglomérulaires du rein qui synthétisent, emmagasinent, et sécrétent la rénine (53).
Ces cellules sécretent aussi abondamment la prorénine, en quantité plusieurs fois
supérieure a celle de la rénine (4 et 10 fois chez le rat et I'humain respectivement),
mais la prorénine n'est jamais convertic en rénine une fois relarguée dans la
circulation (54-56). La prorénine constitue donc environ 75% a 90% du contenu total

de prorénine et de rénine circulantes chez le rat et 'humain.

La rénine différe des autres membres de la classe des aspartyle protéases sous deux
aspects. Elle est hautement sélective quant a son substrat et a la séquence d'acides
aminés adjacents au lien peptidique clivé, et son pH optimum est prés de la neutralité,
alors que les autres aspartyle protéases sont moins spécifiques et actives a un pH
acide (57). La rénine est par conséquent active dans le plasma, et elle démontre une
specificité d'espece puisque la séquence d'acides aminés de l'angiotensinogeéne, son
unique substrat, varie d'une espeéce a l'autre. Chez le rat et autres mammiferes, le lien

de l'angiotensinogéne clivé par la rénine correspond aux résidus d'acides aminés
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leucine'*-leucine''. L'angiotensinogéne humain contient un lien leucine'>-valine'' et

n'est clivable que par la rénine humaine ou celle de primate (22,58).

1.3.2 L'angiotensinogéne

L'angiotensinogéne appartient a la superfamille des serpines (serine protease
inhibitor) (59). C'est une molécule globulaire d'un poids moléculaire de 57 000
daltons, contenant 485 acides aminés dont un signal peptide de 33 acides aminés. Elle
est synthétisée de fagon constitutive par les hépatocytes. Son clivage par la rénine
circulante libére un décapeptide, I'Ang I, correspondant & la partie N-terminale de
l'angiotensinogéne. Il est intriguant de constater la sous-utilisation de
I'angiotensinogéne, une molécule de 485 acides amings, utilisée a la seule fin connue

de produire un peptide de 10 acides aminés.

La seule réaction limitante du SRA est la conversion de 1'angiotensinogéne en Ang I
par la rénine. La constante d'affinité (K,,) de la rénine pour I'angiotensinogene, 1,25 +
0,1 uM, est similaire a la concentration normale de I'angiotensinogene dans le plasma
humain et de rat, 1 pM (60). Le substrat n'est donc pas présent en exces dans le
plasma et il semble que les variations de sécrétion & la fois du substrat et de l'enzyme
(plus fréquentes) limitent le systéme (60). A la différence de plusieurs enzymes
retrouvées dans le plasma, la rénine n'a pas d'inhibiteur. Seule sa sécrétion est
modulée. Une fois sécrétée dans le sang, elle produit continuellement de 'Ang I. La

situation s'avere différente chez la souris, chez qui la concentration en
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angiotensinogene est le principal facteur limitant du SRA. De fait, la surexpression
d'angiotensinogéne de rat dans un modéle de souris transgéniques, de méme que
'augmentation du nombre de copies du géne de I'angiotensinogéne par recombinaison
homologue, cause une hypertension (32,61), alors que la surexpression de rénine de

souris est sans effet sur la pression (62).

1.3.3 L'enzyme de conversion de l'angiotensine

L'ECA élimine les deux résidus en position C-terminale du décapeptide Ang I afin de
le convertir en l'octapeptide Ang II. Elle agit donc comme une dipeptidyl
carboxypeptidase. D'un poids moléculaire de 140 000 daltons, cette enzyme contient
1306 acides aminés dont un présegment de 29 acides aminés et deux régions
homologues contenant chacune un site actif (51,63). La forme somatique de I'enzyme
est présente dans tous les tissus a l'exception du testicule ou une forme tronquée de
l'enzyme est exprimée. Cette forme résulte de la présence d'un promoteur spécifique
au testicule qui est localisé dans le douziéme intron de la forme somatique (64). La
forme somatique est transcrite de I'exon 1 a 26, excluant I'exon 13, alors que la forme
testiculaire est transcrite de l'exon 13 a 26. La forme testiculaire de I'enzyme a une
longueur qui correspond environ a la moitié de celle de la forme somatique, un poids
moléculaire de 90 000 daltons, et elle ne contient que l'extrémité C-terminale de
méme qu'un seul site actif (63). Bien que la forme somatique de l'enzyme possede
deux sites actifs, des études de mutagénése dirigée ont démontré que le site en

position C-terminale est majoritairement responsable de la conversion de 'Ang 1 en



13

Ang I (65). En outre, l'activité de 'ECA nécessite toujours la présence de zinc (63).
La présence de 'ECA a la surface des cellules endothéliales permet la production de
I'Ang II a l'intérieur de l'espace vasculaire. Son expression, ubiquitaire dans le
systeme vasculaire, est particulicrement ¢levée dans le réseau sanguin du poumon, de
l'oeil et du cerveau (66). Un seul passage du sang a travers les poumons suffit pour
convertir la majorité du contenu d'Ang I plasmatique en Ang II (67). La forme
prédominante de I'ECA est ancrée a la membrane plasmique des cellules
endothéliales et de plusieurs cellules épithéliales et neuronales via un segment
hydrophobe de 17 acides aminés localisé dans la région C-terminale de la protéine.
Etonnamment, ce fragment est sujet au clivage, ce qui génere une forme soluble de

l'enzyme retrouvée dans le plasma et les fluides de 1'organisme (66).

L'ECA clive des dipeptides ou des tripeptides en position C-terminale de ses substrats
et sa seule exigence est 1'absence d'un résidu proline en position P1' du site de clivage
(51). Cette enzyme hydrolyse donc plusieurs substrats in vitro. La présence d'ions,
particulierement le chlorure, influence grandement la nature du substrat et la vitesse
de la conversion. In vivo, 'ECA démontre une affinité pour I'Ang I et la bradykinine
(63). L'activité enzymatique de I'ECA agit ainsi & deux niveaux qui contribuent tous
les deux a l'augmentation de la pression sanguine. Elle active 'Ang I en Ang II, un

puissant vasoconstricteur, et inactive la bradykinine, un vasodilatateur.
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1.3.4 Les angiotensines

Les angiotensines sont les produits finaux du SRA. FElles sont produites par les
clivages successifs de l'angiotensinogéne par la rénine (décapeptide Ang I), 'ECA
(octapeptide Ang II), et les aminopeptidases (heptapeptide Ang III et hexapeptide
Ang IV). L'Ang II est considérée comme l'effecteur principal du SRA puisque I'effet
vasoconstricteur des autres angiotensines est beaucoup moindre. Cependant, les
angiotensines pourraient avoir d'autres fonctions hormonales qui font actuellement

l'objet d'études.

1.3.5 Les récepteurs de l'angiotensine

Trois sous-types de récepteurs de 'angiotensine, désignés AT,, AT,, et AT, ont été
décrits jusqu'a présent. Les génes codant pour les récepteurs AT, et AT, ont été
clonés (28-30), alors que la présence du récepteur AT, est postulée (68). L'Ang II
exerce ses nombreux effets cardio-vasculaires via le récepteur AT,, un récepteur a
sept domaines trans-membranaires liant les protéines G. La structure tertiaire du
récepteur et les mécanismes de signalisation impliqués, activation de la
phospholipase C, inhibition de I'adénylate cyclase, et activation de tyrosine kinases,
sont assez bien caractérisés. Les réponses résultant de la liaison du récepteur AT, et
les mécanismes de transduction cellulaire induits ne sont pas encore bien définis.
L'Ang II et I'Ang IIT lient les récepteurs AT, et AT,, le récepteur AT, étant plus

réceptif a I'Ang II, alors que les deux angiotensines démontrent une affinité similaire
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pour le récepteur AT, (51). L'Ang III et I'Ang IV ont une affinité élevée pour le site

de liaison AT, (68).

1.4  Fonctions du systéme rénine-angiotensine circulant

Le SRA contrdle et maintient la pression sanguine des mammiféres en réponse a des
variations de pression, de sodium et d'ean dans l'organisme. Les déficiences du SRA
ont aussi été impliqués dans I'étiologie de plusieurs maladies de type cardio-
vasculaire, telles que I'hypertension, I'hypertrophie cardiaque et vasculaire, I'infarctus
du myocarde, de méme que les rétinopathies et les néphropathies. D'autres effets
physiologiques plus difficilement attribuables au maintien de la pression sanguine

sont aussi associés au SRA.

1.4.1 Effets physiologiques régulant la pression sanguine

Les effets physiologiques du SRA sont multiples et ont pour but de protéger
l'organisme d'une perte excessive de sodium et d'eau. L'équilibre osmotique de part et
d'autre de la membrane plasmique des cellules est essentiel au maintien de la vie. Le
sodium est 1'ion extracellulaire majeur alors que le potassium est I'ion majoritaire
dans la partie intracellulaire. Une variation dans la distribution de ces ions affecte non
seulement le volume intra- et extracellulaire, mais aussi le volume sanguin et la

pression artérielle. Le SRA, via I'Ang II, répond rapidement aux variations du milieu
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sanguin et exerce un confrdle sur la résistance (vasoconstriction) et le volume

(rétention de sodium et de liquide) sanguins par les effets suivants:

1.

Un puissant effet vasoconstricteur sur les cellules du muscle lisse, affectant
particuliérement celles localisées au niveau de la paroi vasculaire, et réduisant la
capacité du systéme vasculaire. Cet effet est immédiat. Lorsqu'il est continu, il
entraine une hypertrophie des cellules vasculaires. La sécrétion, par les cellules
endothéliales du systéme vasculaire, d'une deuxieéme molécule a effet

vasoconstricteur, I'endothéline, est aussi induite.

Une stimulation au niveau de la partie proximale du tubule rénal afin d'augmenter
la réabsorption du sodium. Cet effet est aussi immédiat. L'augmentation de la
concentration du sodium entraine une chute de I'osmolarité qui sera corrigée par
une rétention accrue d'eau, ayant comme conséquence une augmentation de la

volémie et de la pression sanguine.

Une induction de la sécrétion d'aldostérone par la glande surrénale. L'aldostérone
est une hormone de type minéralocorticoide produite dans la zone glomérulée du
cortex surrénalien. Cette hormone agit plus lentement sur le rein, au niveaun de la
partie distale du tubule, menant a la réabsorption du sodium en échange de
l'excrétion du potassium. Cet effet entraine aussi une rétention de liquide. La
sécrétion de catécholamine par la médullosurrénale et de cortisol par la zone

fasciculée est aussi induite. Les catécholamines (épinéphrine et norépinéphrine)
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exercent un effet inotropique (augmentent la force de contraction) et
chronotropique (augmentent la fréquence des contractions) sur le coeur, un effet
vasoconstricteur sur les vaisseaux sanguins, et facilitent la réabsorption rénale du
sodium. Le cortisol facilite la réabsorption du sodium au niveau de la partie

proximale du tubule rénal.

Une stimulation de la soif et de la synthése de I'hormone antidiurétique (aussi
appelée vasopressine; elle rend les tubules rénaux perméables & l'eau) par le
cerveau afin de conserver l'eau. La sécrétion de 'hormone antidiurétique par

I'hypophyse postérieure est aussi stimulée.

Un effet inotropique et chronotropique sur le coeur afin de maintenir le rendement
cardiaque. Une hypertrophie cardiaque peut aussi étre induite suite a une

stimulation continue.

Une stimulation de l'activité du systéme nerveux sympathique, ce qui amplifie,
via la sécrétion d'épinéphrine et de norépinéphrine, 1'effet vasoconstricteur,

inotropique et chronotropique de 1'Ang II.

Une stimulation via les catécholamines de I'aggrégation des plaquettes sanguines

en réponse a une hémorragie, ce qui minimise la perte de liquide.
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8. Une stimulation de la réabsorption d'eau et de sel au niveau de l'intestin afin de

réduire la perte de liquide.

9. L'Ang II affecte aussi l'expression des composants du SRA via une boucle
rétroactive exergant un puissant effet d'inhibition sur la sécrétion de la rénine par
les cellules juxtaglomérulaires du rein et sur l'expression de son ARN messager
(69), alors qu'elle stabilise 'ARN messager de l'angiotensinogéne dans le foie

(51) et diminue I'ARN messager de I'ECA dans les poumons (70).

Le rein est au centre du contrdle homéostasique exercé par le SRA. Il contient a la
fois des barorécepteurs sensibles a la pression sanguine sur les artérioles afférentes et
des récepteurs sensibles au contenu sanguin en sodium et potassium sur la macula
densa. Le rein est aussi affecté par le systéeme endocrinien et enfin, par le systéme
nerveux sympathique via les nerfs rénaux. Les cellules juxtaglomérulaires sécrétent la

rénine en réponse a l'intégration de ces informations.

1.4.2  Autres effets physiologiques

D'autres effets de 1'Ang II, plus difficiles a intégrer dans le contexte de la régulation

du sodium et de I'eau, sont aussi observés:

1. Une stimulation de la glycogénolyse par le foie.



19

2. Une stimulation de la sécrétion de prostaglandines et d'oxyde nitrique par les
cellules endothéliales du systéme vasculaire, de méme qu'une stimulation de la
sécrétion de prostaglandines par le cerveau. Ces molécules ont un effet
vasodilatateur qui antagonise l'action de I'Ang II et sont probablement stimulées

par I'Ang II afin de protéger I'organisme d'une réponse excessive.

3. Une stimulation du comportement exploratoire et une amélioration des processus

réliés i l'apprentissage et a la mémoire.

1.5  Les systémes rénine-angiotensine tissulaires

Les multiples composants du SRA circulant se rencontrent dans le plasma afin de
produire de I'Ang II qui atteint ensuite différents organes-cibles par voie sanguine.
Cependant, I'Ang II pourrait aussi étre produite localement par un tissu, ainsi que le
suggére la présence des ARN messagers et protéines des différents composants du
SRA co-localisés dans de nombreux tissus tels que le cerveau, I'hypophyse, la
surrénale, le rein, le systéme reproducteur et vasculaire, le coeur et l'oeil. La présence
de SRA tissulaires suppose que I'Ang II produite par un tissu exerce un effet de facon
locale, & proximité de son site de formation. Ces systémes contribueraient de concert
et parfois de facon indépendante aux effets physiologiques et pathophysiologiques
associés au SRA circulant. Alors que les évidences quant & la présence de tels

systémes sont bien documentées et que les données concernant leur localisation
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s'accumulent, la preuve de leur caractére fonctionnel est toujours a démontrer

formellement.

La présence et le caractére fonctionnel des SRA tissulaires sont mis en évidence par

les approches expérimentales suivantes:

1.

Tous les composants du SRA ont été¢ clonés et des anticorps et inhibiteurs
reconnaissant ces protéines ont €té produits. Ainsi la présence des ARN
messagers, protéines ou sites de liaison des différents composants du SRA
(prorénine, angiotensinogeéne, ECA, Ang I, Ang I, et récepteurs de 1'Ang II) a été
confirmée par de nombreuses études de nature moléculaire, biochimique,
immunohistochimique et pharmacologique. Toutefois, il est maintenant reconnu
que les SRA vasculaire (71) et cardiaque (72), dont les niveaux de rénine sont
inférieurs a ceux du plasma, n'expriment pas le géne de la rénine. Ces systémes
seraient plut6t dépendants de la synthése de rénine rénale captée via la circulation
afin de convertir 1'angiotensinogene tissulaire et produire de 'Ang 1T localement.
La tres faible quantité de rénine et de son ARN messager détectée dans ces tissus
est maintenant considérée comme résultant d'artéfacts ou de contamination (73).
D'autre part, la présence d'angiotensinogene dans certains tissus est parfois
attribuée a la détection de I'ARN messager plut6t qu'a celle de la protéine puisque
cette derniere est sécrétée de fagon constitutive et non emmagasinée dans des
granules de sécrétion. Il n'y a donc pas d'accumulation de la protéine aux sites de

synthése, ce qui rend sa détection difficile. De plus, l'angiotensinogéne a une
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durée de vie transitoire puisqu'il est converti en Ang I, qui est ensuite convertie en

Ang 1L

a) La quantité d'Ang II détectée dans les tissus et fluides de l'organisme est
souvent supérieure a celle détectée dans le plasma, suggérant une production
tissulaire plutét qu'une captation de I'Ang II circulante, présumément attribuée a
un phénoméne de diffusion. A titre d'exemples, chez le rat, la quantité d'Ang II
mesurée dans la surrénale est 100 fois supérieure a la valeur systémique (74), 300
fois supérieure dans 1'hypophyse (75), alors que dans les fluides rénaux elle est
1000 fois supérieure (76). Dans les interstices du coeur de chien elle est 100 fois
supérieure (77), et chez I'humain elle atteint une concentration 40 fois plus élevée

dans le fluide folliculaire ovarien (78).

b) Des régions du cerveau, du testicule et de l'oeil sont protégées des proteines du
sang par une barriére sang-tissu qui empéche leur acces au tissu. Des peptides
circulants de la taille de 'Ang II ne peuvent traverser cette barriére et diffuser
dans le tissu. Ainsi la présence d'Ang II et des autres composants du SRA dans
ces régions résulte d'une production locale, indépendante des protéines du SRA

circulant.

¢) La formation tissulaire d'Ang II est aussi démontrée par le fait que des tissus

isolés et perfusés sécrétent de I'Ang II. Ces études ont été réalisées sur des reins,
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vaisseaux sanguins et artéres (79). L'Ang II est aussi détectable dans des explants

d'hypophyse et de surrénale maintenus en culture (75,80).

d) Chez les patients ayant subi l'ablation des deux reins, les concentrations d'Ang
I et d'Ang II plasmatiques sont trés faibles mais toujours détectables (81). De
plus, chez le rat, I'Ang I et I'Ang 11 demeurent détectables dans les tissus suite a
une néphrectomie alors que la rénine ne l'est plus dans la circulation (82). Ces
deux études suggérent une production locale d'Ang II par les tissus et ce via
d'autres alternatives que celle impliquant la rénine sécrétée par le rein dans le

plasma.

. L'effet hypotensif des inhibiteurs de 'ECA, d'abord associé a l'inhibition de la
formation d'Ang II dans le plasma, semble plutét étre le résultat d'une action sur
les SRA tissulaires chez l'animal et I'numain. L'inhibition de la formation d'Ang II
circulante est en effet associée a une administration de courte durée des
inhibiteurs de I'ECA. Cependant, un traitement de longue durée exerce toujours
un effet hypotenseur alors que les concentrations plasmatiques d'Ang II et
l'activité de 'ECA dans le plasma sont revenues a la normale, ce qui suggere
plutét une inhibition de la formation d'Ang II tissulaire (83-85). Une diminution
de la concentration d'Ang IT dans la surrénale a d'ailleurs été démontrée chez le rat
suite & un traitement de longue durée (83). Les inhibiteurs de I'ECA causent aussi
une régression de I'hypertrophie cardiaque a des doses n'affectant pas la pression

sanguine, ce qui invoque une contribution de l'activité du SRA cardiaque (86).
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Le fait que I'ECA démontre une affinité pour d'autres substrats que I'Ang I doit
aussi étre pris en considération lors de l'interprétation de l'effet protecteur des
inhibiteurs de I'ECA. Cependant, des résultats comparables sont obtenus suite a
l'étude de la dynamique pharmacologique apres inhibition de la rénine. Lorsqu'un
inhibiteur de la rénine est donné a un patient, l'effet vasodilatateur mesuré au
niveau du rein se poursuit alors que le médicament est éliminé de la circulation et
que les concentrations d'Ang II plasmatiques sont revenues a la normale (87). La
durée de l'effet n'est donc pas corrélée avec l'action de l'inhibiteur sur le SRA
circulant, et suggére plutdt une influence sur les SRA tissulaires, présumément au

niveau du rein.

Un systéme exercant une fonction biologique devrait répondre a des stimuli
physiologiques. Or, des variations dans l'expression des différents composants
des SRA tissulaires sont induites par une variété de facteurs. De plus, la
régulation physiologique de certains SRA tissulaires est indépendante de celle
observée pour le SRA circulant pour un méme stimulus. Ainsi, a la différence de
la rénine rénale, cardiaque et surrénalienne, I'expression de la rénine dans certains
tissus (glande sous-maxillaire, testicule) n'est pas affectée par une dicte €levee ou
faible en sodium, alors qu'elle est influencée par les hormones androgenes (51).
Toujours en contraste avec l'enzyme rénale, 'adrénocorticotropine stimule la
rénine surrénalienne (88). La quantité de prorénine sécrétée par l'ovaire lors du
cycle menstruel et de la grossesse est dynamique, en paralléle avec les variations

de I'hormone lutéinisante et de I'hormone chorio-gonadotrophine, et ces variations
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sont indépendantes de la concentration de la rénine circulante (89). L'expression
de l'angiotensinogéne est aussi différemment influencée d'un tissu a l'autre,
répondant différemment aux traitements hormonaux, au sodium, suite & une
nephrectomie bilatérale, et lors de situations telles que I'hypertension et
I'inflammation (51). Le contrble de I'expression de I'ECA est peu connu iz vivo, a
l'exception de celui de la forme testiculaire de l'enzyme par les hormones
stéroides (90), alors que l'expression de la forme somatique sur les cellules
endothéliales est contr6lée par les glucocorticoides (91). La présence de
mécanismes locaux de contréle des différents SRA tissulaires suggere que ces

systémes exercent une activité indépendante du systéme circulant.

L'ECA est largement distribuée dans l'organisme. Elle est présente dans les
interstices tissulaires, sous forme soluble dans la circulation et autres fluides, et
au niveau intracellulaire. Cependant, 'enzyme est principalement ancrée a la
membrane de toutes les cellules endothéliales et de plusieurs cellules épithéliales
et neuronales. Sa distribution sur la surface luminale de toutes les parois du
systéme vasculaire assure son accessibilité dans tous les tissus et permettrait a la
fois la formation d'Ang II circulante et interstitielle. Par recombinaison
homologue chez la souris, la partie C-terminale de I'enzyme assurant I'ancrage a
la membrane cellulaire a été €liminée, engendrant ainsi une forme active mais
sécrétée de I'enzyme (92). Le site actif localisé en position C-terminale est aussi
éliminé par cette mutation, alors que le site actif localisé en position N-terminale

demeure intact. Ainsi, I'enzyme est présente dans la circulation et disponible pour
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le SRA circulant, mais elle n'est plus associée aux tissus et ne peut contribuer a
l'activité des SRA tissulaires. La mutation affecte aussi le promoteur spécifique
de la forme testiculaire de 'ECA. Le phénotype associé a cette mutation est un
abaissement de la pression sanguine, une pathologie rénale, un défaut de la
concentration d'urine et une diminution de la fertilit¢ des males. La forme
tissulaire de I'ECA contribuerait ainsi au maintien de la pression sanguine, au
développement et a la fonction du rein, de méme qu'a la fertilité. Il est par contre
possible que cette conclusion soit hative. Le phénotype décrit pourrait aussi €tre
interprété différemment et attribué a la mutation du site actif localisé en position
C-terminale. Il est reconnu que les deux sites actifs de l'enzyme ont une affinité
similaire pour I'Ang I, mais la vitesse de conversion du site en position C-
terminale est supérieure (65). Malgré le fait que le plasma des souris mutées de
type homozygote génére de 1'Ang 11 in vitro, le phénotype observé pourrait étre

attribué a une perte d'activité de 'enzyme soluble i vivo.

Le ratio des concentrations d'angiotensines et de rénine dans la circulation est trop
élevé pour étre attribuable uniquement & une production plasmatique d'Ang I, et
implique une contribution tissulaire. Chez I'humain, tout comme chez l'animal, la
vitesse & laquelle I'Ang I est produite par la réaction de la rénine circulante sur
son substrat n'est pas suffisamment grande pour expliquer les valeurs élevées
d'angiotensines mesurées dans le plasma compte tenu du métabolisme rapide de

I'Ang I et de I'Ang II circulantes (93).
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1.6  Localisation et fonctions potentielles des systemes rénine-angiotensine

tissulaires

Les effets physiologiques attribuables au SRA circulant sont difficiles a discriminer
de ceux des SRA tissulaires. Il est probable que I'Ang II circulante ne soit pas
I'unique source contribuant aux effets physiologiques attribués au SRA, mais que des
concentrations plus élevées d'Ang II produites localement & proximité des récepteurs
localisés sur les cellules-cibles y participent aussi substanciellement. L'Ang II circule
d'ailleurs dans le plasma a des concentrations de I'ordre du picomolaire, alors que son
affinité pour les récepteurs de l'angiotensine est de l'ordre du nanomolaire (60). I est
souvent suggéré dans la littérature qu'en contraste avec le SRA circulant qui assure
une réponse immédiate et systémique aux variations de pression sanguine, les SRA
tissulaires auraient une action strictement locale et assureraient ainsi une réponse a
plus long terme. La formation locale d'Ang II par les tissus-cibles du SRA circulant
(systéme vasculaire, coeur, cerveau, rein, surrénale) pourrait produire les effets
systémiques déja identifiés du systéme de fagon paracrine ou autocrine. Des fonctions
non reconnues du SRA circulant sont aussi pressenties pour certains SRA tissulaires.
Ainsi la distribution des composants du systéme dans les tissus reproducteurs laisse
présumer des fonctions associées a la fertilité. Quant & la pathophysiologie associée a
l'activité du SRA, l'activité des SRA tissulaires a aussi été¢ impliquée dans le
développement de maladies cardio-vasculaires, en particulier l'hypertrophie

vasculaire et cardiaque.
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1.6.1 Le cerveau

Une grande partie du cerveau est protégée des protéines du sang par une barriére
sang-tissu (via les jonctions serrées des cellules endothéliales) empéchant 1'accés des
protéines plasmatiques au tissu. Chez le rat, 'ARN messager de 1'angiotensinogéne
est présent dans les astrocytes (cellules de soutien du systeme nerveux) (94), alors
que la protéine est localisée & la fois dans les astrocytes et dans les neurones (95,96).
La présence d'angiotensinogéne dans les neurones résulte probablement d'une
captation de la protéine suite a sa sécrétion par les astrocytes. L'ARN messager de la
rénine, localisé dans les neurones, y est faiblement détecté et la protéine est peu
abondante. L'ECA est largement distribuée dans le cerveau et co-localise avec les
autres composants du SRA dans les neurones (63). L'Ang II est aussi présente dans
les astrocytes et les neurones, particulierement au niveau des terminaisons
neuronales. Les récepteurs de 1'Ang II sont localisés sur les astrocytes et les neurones

(97).

Deux régions du cerveau, les organes circumventriculaires et 1'area postrema, ne sont
pas protégées par la barriére sang-cerveau et sont donc atteintes par I'Ang II
circulante. Tous les composants du SRA ont été localisés dans le cerveau. La
production locale d'Ang II pourrait contribuer aux effets physiologiques déja
identifiés du SRA circulant. Ceci est mis en évidence par le fait que des injections

d'Ang II directement dans le cerveau de rat dupliquent les effets connus du SRA
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circulant sur ce tissu et ce, a des doses beaucoup moindres que celles nécessaires lors

d'une administration systémique d'Ang II (97).

Les SRA tissulaires, ou certains des composants tissulaires du systéme, sont parfois
associés a des fonctions distinctes de celles du SRA circulant suite a leur localisation
spécifique au niveau d'un site fonctionnel de 'organe concerné, ou a la démonstration
expérimentale d'une activité physiologique. Des expériences d'injection d'Ang II
directement dans le cerveau induisent des augmentations plasmatiques de I'hormone
lutéinisante et de l'adrénocorticotropine, et une diminution de la prolactine circulante
(98). Ces expériences suggerent une activité de I'Ang II sur le facteur de libération
des gonadotropines, ainsi que sur le facteur de libération des corticotropines, et enfin
sur la dopamine, qui inhibe la sécrétion de la prolactine. En contraste avec la
modulation de la sécrétion hormonale induite par l'injection d'Ang II directement
dans le cerveau, I'administration systémique d'Ang II est sans effet sur la sécrétion de
I'hormone lutéinisante alors qu'elle augmente la sécrétion de prolactine. L'oxytocine
et la vasopressine sont aussi stimulées par des injections d'Ang II dans le cerveau
(99,100). Une fonction distincte de I'Ang II en tant que neurotransmetteur est aussi
postulée dans le cerveau. De méme, il est possible que l'activité de I'ECA dans
certaines régions du cerveau ou les autres composants du SRA ne sont pas exprimés

concerne plutdt la dégradation de neuropeptides.
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1.6.2 L'hypophyse

Chez le rat, la prorénine (101), I'angiotensinogeéne (104), 'ECA (102) et I'Ang II (75)
sont tous co-localisés dans les cellules gonadotropes (type cellulaire produisant
I'hormone lutéinisante) de I'hypophyse antérieure, et l'angiotensinogéne est aussi
présent dans un type cellulaire non identifi¢ de la méme région (ne co-localise avec
aucune hormone hypophysaire) (103,104). L'ARN messager de la rénine est détecte
dans le lobe antérieur et intermédiaire de la glande (105), alors que I'ARN messager
de l'angiotensinogéne est révélé dans le lobe antérieur seulement (106). Toutes les
protéines du systéme, & l'exception de la rénine, ont aussi ét¢ détectées dans le lobe
intermédiaire (107). L'ECA (108) et I'Ang II (109) sont aussi présentes dans la
neurohypophyse, site de synthése de l'oxytocine et de la vasopressine. Les récepteurs
de l'angiotensine sont répartis sur les cellules lactotropes et corticotropes (cellules
produisant respectivement la prolactine et I'adrénocorticotropine), et & un niveau
moindre, sur les cellules thyrotropes (cellules produisant la thyrotropine) (110,111).
Ainsi, tous les composants du SRA sont exprimés dans l'hypophyse de rat et, a
l'exception des récepteurs, co-localisés dans les cellules gonadotropes. Le type
cellulaire differe chez I'humain, la prorénine, 'angiotensinogéne et I'ECA étant co-

exprimés dans les cellules lactotropes (112).

La fonction de I'Ang II hypophysaire n'est pas encore élucidée. Une activité sur la
sécrétion hormonale hypophysaire semble vraisemblable. L'addition d'Ang II 4 des

cellules hypophysaires en culture stimule la sécrétion de prolactine et
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d'adrénocorticotropine (97), ce qui est corrélé avec la localisation des récepteurs de

I'Ang II sur les cellules lactotropes et corticotropes.
1.6.3 La surrénale

Chez le rat, la rénine et son ARN messager (105), 'ARN messager de
I'angiotensinogene (113), 'ECA (114), I'Ang II (74) et ses récepteurs (115) sont tous
localisés dans la zone glomérulée, la couche cellulaire externe du cortex surrénalien.
Cette région est le site de synthése des minéralocorticoides, des glucocorticoides et
des hormones androgénes. Les composants du SRA sont aussi présents dans d'autres
régions de la glande. Ainsi 'Ang II et ses récepteurs sont détectés dans la zone
fasciculée du cortex surrénalien (couche sous-jacente de la zone glomérulée) et dans
la médullosurrénale (couche la plus interne de la glande sécrétant 1'épinéphrine et la
norépinéphrine) (74,115), alors que la rénine est présente dans la zone réticulée
(troisieéme et derniére couche du cortex surrénalien) (116), et que I'ECA se retrouve
déns la médullosurrénale (114). Chez I'humain, 1'Ang II et les ARN messagers et
protéines de la rénine, de l'angiotensinogene et de I'ECA ont aussi été co-localisés

dans la surrénale (117).

Puisque les composants du systéme SRA sont tous localisés dans la zone glomérulée
de la surrénale, site de production de I'aldostérone, il est proposé que I'Ang II
produite localement par la surrénale influence la sécrétion d'aldostérone, et

subséquemment la rétention du sodium. Les quelques évidences physiologiques



31

supportant cette proposition se retrouvent dans le fait que les variations dans
I'absorption de sodium et de potassium, un traitement a l'adrénocorticotropine, de
méme qu'une néphrectomie influencent dans la méme direction les niveaux de rénine
et d'aldostérone surrénaliens (118). Il est d'ailleurs notable qu'une absorption élevée
de potassium augmente la production de rénine par la surrénale, alors qu'elle
supprime celle de la rénine circulante (119). De plus, lorsqu'un explant de surrénale
est maintenu en culture, la production a la fois d'Ang II et d'aldostérone de la glande

est reduite en présence d'un inhibibeur de 1'ECA (80).

1.6.4 Le rein

La rénine et son ARN messager sont localisés dans les cellules juxtaglomerulaires
chez le rat (105). Les cellules juxtaglomérulaires sont des cellules modifiées du
muscle lisse qui sont logées sur la paroi de 'artériole afférente a proximité immédiate
avec la macula densa du glomérule. La rénine active et la prorénine sont sécrétées par
ces cellules dans l'espace interstitiel (120). L'Ang II est co-localisée avec la rénine
dans les cellules juxtaglomérulaires (121), alors que I'ARN messager de
l'angiotensinogene n'y est pas détecté. La protéine est cependant détectable (122) et
est probablement captée par les cellules juxtaglomérulaires puis convertie en

angiotensine (123).

L'angiotensinogéne et son ARN messager sont présents dans les cellules épithéliales

de la partie proximale du tubule rénal du rat. Ces cellules contiennent aussi de la
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rénine, qui est probablement captée de l'espace interstitiel. L'ECA, abondamment
ancrée aux membrane, est aussi co-localisée dans ces cellules avec de fortes
concentrations d'Ang II. Les récepteurs de l'angiotensine sont largement dispersés
dans le rein, et en autres, sur les cellules épithéliales du tubule proximal (53,124).
Chez le rat, le filtrat glomérulaire et le fluide des tubules proximaux contiennent des
niveaux d'Ang II 1000 fois supérieurs aux valeurs systémiques (76). Cette
concentration résulte probablement de la sécrétion du peptide par les cellules
juxtaglomérulaires et par les cellules épithéliales du tubule proximal, ou encore de sa
production dans l'interstice cellulaire rénal. Les haut niveaux d'Ang II (6 a 8 nM)
mesurés dans le fluide du tubule proximal et du filtrat glomérulaire agissent
probablement sur les récepteurs avoisinants. Les récepteurs de l'angiotensine sur les
cellules du tubule proximal ont une affinité de 2 a 10 nM pour I'Ang II et il est donc
prévisible que la production locale d'Ang II influence la fonction du tubule rénal, de
méme que la fonction glomérulaire (76). Le SRA du tubule proximal serait ainsi
impliqué dans la régulation a long terme de la résistance rénale vasculaire et de la

pression sanguine via la régulation de la réabsorption du sodium.

Le différents composants du SRA sont largement exprimés dans le rein au cours de
I'embryogénése chez plusieurs espéces et leur localisation varie pendant le
développement pour finalement étre restreinte a certains types cellulaires (53),
impliquant une régulation des composants et possiblement une fonction du SRA rénal
lors du développement du rein. D'ailleurs, chez le rat, le traitement de nouveaux-nés

avec des inhibiteurs du SRA (ECA et récepteurs) affecte la croissance, la
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morphologie et la fonction rénales (125-127). Chez 'humain, la prise d'inhibiteurs de

I'ECA a provoqué des rejets d'embryons présentant des défauts rénaux (128).

1.6.5 Le systéme reproducteur

1.6.5.1 Le testicule

L'existence d'une forme tronquée et fonctionnelle de 'ECA est unique a ce tissu et
abondamment exprimée a la puberte. Chez le rat, elle se retrouve dans les cellules de
Leydig (cellules interstitielles du testicule sécrétant les hormones males) et dans les
spermatozoides. La forme somatique de l'enzyme est exprimée dans la lumiere des
tubules séminiferes du testicule et dans la lumi¢re et a la surface des cellules
épithéliales de I'épididyme (en aval du testicule) (63,129). La rénine et son ARN
messager sont détectés dans les cellules de Leydig (105) et son expression serait
modulée par I'hormone lutéinisante et 'hormone chorio-gonadotrophine (130,131).
L'ARN messager de l'angiotensinogéne est détectable dans le testicule de la souris
mais non chez le rat (113). L'Ang II est présente dans les cellules de Leydig (131) et
les récepteurs de 1'Ang II sont distribués sur les cellules de Leydig (132,133), les
cellules de Sertoli (cellules nutritives du testicule) (134), les cellules épithéliales de
I'épididyme (133), le canal déférent (conduit en aval de I'épididyme) (135) et enfin,

sur les spermatozoides (133).
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Chez I'humain, la prorénine est aussi exprimée au niveau des cellules de Leydig (116)
et la concentration de prorénine détectée dans le sang veineux au niveau du testicule
est 4 fois plus élevée que la concentration systémique (136). La méme constatation
s'applique au niveau du sperme, la concentration de prorénine y étant supérieure par
un facteur de 2 a 6 fois relativement a la concentration systémique (137). La présense
de la forme testiculaire de 'ECA et des récepteurs de I'Ang II ont aussi été démontrée

dans le sperme et sur les spermatozoides humains (97).

La forme testiculaire de I'ECA associée aux spermatozoides implique possiblement
un rdle lors du développement, de la motilité et de la viabilité des spermatozoides. 11
est d'ailleurs démontré que l'activité de I'enzyme augmente lors de l'initiation de la
spermatogénese, et que le gradient croissant de la concentration de 1'enzyme le long
de 1'épididyme est corrélé avec l'augmentation de la motilité et de la viabilité des
spermatozoides (138). Une diminution de la fertilité chez les males est parmi les
phénotypes observés lors de la recombinaison homologue du géne de I'ECA chez la
souris si la recombinaison cible un exon localisé dans la région codant pour la forme
testiculaire (35,36,92). Ce phénotype n'est pas observé lorsque la recombinaison
homologue de I'ECA cible la forme somatique tout en préservant la région codante de
la forme testiculaire (37), ou lors de la recombinaison homologue du géne de
l'angiotensinogeéne (32-34). Ceci suggere que seule la forme testiculaire de I'ECA
affecte la fertilité des males et que sa contribution a la fonction reproductrice agit via

une activité sur un substrat non identifié et non pas dans le cadre du SRA. Les
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inhibiteurs de I'ECA sont sans effet sur la fonction testiculaire, possiblement parce

que ce tissu est en partie protégé par une barriere sang-tissu (97).

La fonction de I'Ang II testiculaire n'est pas déterminée. Des effets sur la sécrétion de
la testostérone par les cellules de Leydig, la contraction de l'épididyme, et la
transmission noradrénergique au niveau du canal déférent, sites d'expression des

récepteurs de l'angiotensine, ont été proposés (97).

1.6.5.2 L'ovaire

Chez le rat, la rénine et son ARN messager sont présents dans le corps jaune (vestige
du follicule aprés libération de l'ovule). L'ARN messager de I'angiotensinogeéne est
aussi détecté dans I'ovaire, et la protéine se retrouve dans le corps jaune et les cellules
granulosas (couche de cellules entourant l'ovaire dans le follicule), tout comme
'ECA. L'Ang II est présente dans le corps jaune et les cellules thécales (couche de
cellules externes aux cellules granulosas dans le follicule) et ses récepteurs sont

localisés sur les cellules granulosas et thécales.

Dans l'ovaire humain, la prorénine et 'Ang II sont co-localisées dans les mémes types
cellulaires (97,129). L'ovaire humain est dailleurs particulier pour la quantité
exceptionnellement élevée de prorénine qu'il sécréte. La sécrétion de prorénine par
l'ovaire est cyclique. Elle double dans le plasma lors du pic de sécrétion de I'hormone

lutéinisante pendant trois jours lors de l'ovulation (139,140). Cette augmentation est
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aussi observée chez les femmes dont I'ovulation est provoquée par ['administration de
I'hormone chorio-gonadotrophine (141). Les composants du SRA (prorénine,
angiotensinogéne, Ang I et Ang II) sont présents dans les fluides folliculaires
ovariens humains (78). Ces fluides contiennent une concentration de prorénine 10
fois plus élevée que la valeur plasmatique au moment de I'ovulation. A cette méme
période, la concentration d'Ang II dans ces fluides est alors 40 fois plus €levée que

dans la circulation.

La possible contribution de 'angiotensine lors du processus d'ovulation a été étudiée
in vitro. Lorsque des ovaires de rat ou de lapin sont perfusés, 'Ang II facilite
l'ovulation et stimule la sécrétion d'oestrogéne. Cependant des résultats
contradictoires ont été produits quant au blocage de ces deux phénomenes chez le rat
par les inhibiteurs du SRA (récepteurs et ECA). L'administration de différents
inhibiteurs du SRA est souvent sans effet sur I'ovulation et la sécrétion hormonale. Le
blocage de l'ovulation via l'administration d'un inhibiteur des récepteurs de I'Ang II
chez des rats immatures dont l'ovulation est stimulée par un traitement hormonal a
cependant été démontré. Une autre fonction postulée de 1'Ang Il ovarienne concerne
l'atrésie folliculaire via l'implication potentielle du récepteur de type AT, dans

'apoptose (97,129).
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1.6.5.3 L'unité utérus-placenta-embryon

Chez l'humain, lors de la grossesse, la concentration plasmatique de prorénine
augmente par un facteur de 10 pendant les trois premiéres semaines suivant la
conception (en provenance de l'ovaire), et demeure élevée par un facteur de 3 jusqu'a
la fin de la grossesse (en provenance de I'unité utérus-placenta-foetus) (142). Ces
augmentations sont paralléles a celle de 'hormone chorio-gonadotrophine dans le
plasma qui est sécrétée par les villosités placentaires (142). La provenance de la
prorénine utérine est principalement l'endométre (muqueuse utérine), et plus
faiblement le myometre (muscle utérin qui est recouvert par I'endomeétre). Cependant,
I'ARN messager de la rénine est détecté seulement dans I'endometre. La présence
d'angiotensinogéne n'a pas été démontrée dans ce tissu. L'ECA est localisée dans
'endométre et son expression est particulierement intense a la fin du cycle menstruel

(143). L'Ang 1I et les récepteurs de l'angiotensine sont aussi présents dans l'utérus

(144).

Lors de la grossesse, I'endométre utérin est converti en caduque (partie maternelle du
placenta) et la quantité de prorénine produite augmente. Lors des huit premicres
semaines de grossesse, I'embryon humain baigne dans la cavité chorionique qui est
graduellement remplacée par la cavité amniotique. Des niveaux de prorénine
extraordinairement élevés sont alors détectés dans la cavité chorionique. La
concentration de prorénine dans ces fluides est 1000 fois supérieure a celle du plasma

normal et 100 fois supérieure a celle du plasma en cours de grossesse (145). La
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concentration diminue par la suite et atteint 16 fois la valeur du plasma (en cours de
grossesse) lors des deux derniers trimestres de la grossesse (146), alors que les fluides
sont devenus de nature amniotique. Des variations paralléles de I'hormone chorio-
gonadotrophine sont aussi observées dans ces fluides (145). La prorénine est détectee
dans le chorion (membrane extérieure enveloppant 1'embryon et en contact avec la
caduque; partie embryonnaire du placenta) (147,148) et l'amnion (membrane
intérieure enveloppant 1'embryon) (149), mais seulement le chorion exprime 'ARN
messager de la rénine (150). Il est cependant possible que ' ARN messager détecté
dans le chorion provienne d'une contamination de la caduque qui lui est associée
(150). La source de prorénine des fluides chorionique et amniotique serait donc la
caduque et/ou le chorion. Toutefois, le rein foetal, le sac vitellin (réserve nutritive) et
le trophoblaste (cellules nourricieres du placenta) sont aussi proposés comme origine,
puisque la concentration de prorénine entourant l'embryon lors d'une grossesse

ectopique est aussi fortement élevée (145).

L'implication physiologique de la forte concentration de prorénine dans les fluides
entourant le foetus lors de la grossesse est énigmatique. Il est certainement attrayant
de concevoir un réle via la production d'Ang II dans la modulation de I'angiogenese,
du flot sanguin, de la sécrétion hormonale, de la croissance embryonnaire et foetale
(145), et finalement, comme inducteur des contractions utérines (129), puisque 1'Ang

IT peut induire ces effets sur d'autres tissus.
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1.6.6 Le systéeme vasculaire

Le systéme vasculaire, tout comme le coeur, a longtemps été a la source de résultats
conflictuels quant a la production locale de rénine. Il est maintenant bien accepté que
la faible quantité de rénine détectée dans ces tissus est le produit d'artéfacts
méthodologiques ou de contamination du sang (73). La démonstration d'une captation
de la rénine de la circulation par le systéme vasculaire est particuliérement mise en
évidence par le fait que des pattes arrieres de rat isolées et perfusées produisent de
I'Ang II et que cette production est abolie si une néphrectomie bilatérale précede
I'isolement et la perfusion (71). Les vaisseaux sont composés de différentes couches
cellulaires de la lumiére vers l'extérieur: une premiere couche de cellules
endothéliales (intima), puis plusieurs couches de cellules du muscle lisse (media), et
enfin le tissu conjonctif (adventice). L'ARN messager de l'angiotensinogene est
localisé dans les cellules du muscle lisse, dans 1'adventice, et de fagon étonnante, dans
le gras périvasculaire (151,152). L'ECA, en plus d'étre présente sur les cellules
endothéliales, est fortement exprimée sur l'adventice (153). L'Ang II est mesurable
dans les artéres et dans le gras périvasculaire (154) et ses récepteurs sont distribués

sur les cellules endothéliales et du muscle lisse (155).

L'Ang II produite localement pourrait contribuer de fagon paracrine et autocrine aux
effets physiologiques du SRA circulant sur le systéme vasculaire, soit la
vasoconstriction des cellules du muscle lisse (et lhypertrophie lors d'états

pathophysiologiques), la régulation de la sécrétion des cellules endothéliales, et la
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modulation de l'activité sympathique vasculaire. La source majeure
d'angiotensinogéne du SRA vasculaire étant localisée dans les tissus adipeux
entourant les vaisseaux sanguins, il est aussi proposé¢ quun SRA adipeux,
synthétisant in sifu l'angiotensinogéne, puis I'Ang II, participe a la thermogénese de
l'organisme en induisant la sécrétion de norépinéphrine des fibres nerveuses du tissu
adipeux (154). L'association hypertension et obésité pourrait aussi impliquer un SRA
adipeux. Chez un individu obeése les tissus adipeux hautement vascularisés
contribueraient localement a la production d'Ang II. Le peptide agirait ensuite a
proximité sur les cellules du muscle lisse du systéme vasculaire qui se contractent en

réponse a I'Ang II (154).

1.6.7 Le coeur

Chez le rat, les ARN messagers et protéines de l'angiotensinogene et de I'ECA, ainsi
que la molécule d'Ang II, sont plus abondamment détectés dans l'oreillette que dans
le ventricule (72,154). La localisation de ces composants au niveau cellulaire n'est
pas encore précisée. Les récepteurs de 1'Ang II sont largement distribués dans le tissu
(156). La quantité de rénine et de son ARN messager est tellement faible lorsque
détectée qu'il semble que la protéine soit captée de la circulation (73). La capacité du
coeur a capter la rénine a d'ailleurs été démontrée par la présence de radioactivité
dans le coeur et les vaisseaux sanguins suite a I'injection de rénine radioactive chez le

lapin et le singe (157,158).
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Dans le coeur, il est postulé que la formation d'Ang II locale contribue aux effets
inotropique, chronotropique et sympathique associés au SRA circulant, et de fagon
plus précise a l'effet hypertrophique du systeme. La stimulation de la croissance
exercée par I'Ang 11 est bien documentée in vitro. Les cellules vasculaires du muscle
lisse et les myocytes maintenus en culture ont une réponse hypertrophique
(angmentation de la synthése d'ARN messagers et de protéines) en présence d'Ang 11
exogeéne. L'Ang II endogéne est aussi sécrétée par ces deux types cellulaires lorsque
leur croissance est stimulée par 1'étirement des surfaces auxquelles elles adherent en
culture (79). Si ces propriétés hypertrophiques existent in vivo, il est possible qu'elles
soient d'origine locale et résultent de l'activité des SRA vasculaire et cardiaque. Un
nombre limité d'évidences laisse présumer d'une telle fonction des SRA tissulaires in
vivo. Une augmentation du contenu d'ARN messager de l'angiotensinogene et de la
rénine dans le coeur est associée au développement de I'hypertrophie cardiaque chez
le rat spontanément hypertendu (hypertension d'origine génétique) (159). Une
augmentation du contenu protéique de I'ECA et des ARN messagers a la fois de
I'ECA et de 'angiotensinogéne dans le coeur est aussi observée lorsque I'hypertrophie
cardiaque est induite par chirurgie (86,160). De surcroit, I'administration d'inhibiteurs
de 'ECA & des doses n'abaissant pas la pression artérielle systémique prévient et
permet la régression de cette hypertrophie (161), étayant par le fait méme I'hypothese

d'une contribution du SRA cardiaque.

La méme observation s'applique au niveau vasculaire. L'introduction chirurgicale

d'un ballon dans le vaisseau brise les cellules endothéliales, ce qui permet aux
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cellules du muscle lisse sous-jacentes de migrer jusqu'a la lumiere du vaisseau et de
proliférer. Il y a alors induction de I'ECA et, si de 1'Ang II est infusée, la prolifération
des cellules du muscle lisse est amplifiée. Cet effet est aussi aboli par les inhibiteurs
de 'enzyme de conversion de I'ECA, et & un degré moindre par les récepteurs de

I'Ang T (162).

1.6.8 L'oeil

Les ARN messagers de la rénine, de 1'angiotensinogéne et de 'ECA sont détectés
dans l'oeil humain et co-localisent au niveau des cellules épithéliales de la rétine, une
région de l'oeil protégée du sang par une barriére sang-tissu (163). La prorénine,
l'angiotensinogeéne, 'ECA et I'Ang II sont aussi présents dans les fluides oculaires
(164,165). Les récepteurs de I'Ang II étant présents sur les vaisseaux rétiniens, il est
possible que la production locale d'Ang II soit impliquée dans la régulation de la
pression de 1'oeil. Il a été démontré que l'implantation d'Ang II sur la cornée de lapin
induisait une néovascularisation (166). Le phénoméne de néovascularisation est un
marqueur de rétinopathie et il est notable que des hauts niveaux de prorénine, a la fois
dans le plasma et dans les fluides vitreux, soient corrélés avec la rétinopathie

diabétique (164).
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1.7 Problématique concernant la fonction des systémes rémine-angiotensine

tissulaires

La distribution des composants du SRA dans de nombreux tissus de l'organisme a
provoqué l'assertion que ces systémes exercent une fonction physiologique.
Cependant, la principale objection concernant le caractére fonctionnel des SRA
tissulaires a trait a l'activation de la prorénine. La prorénine est un précurseur a
caractére unique qui est produit par plusieurs tissus et se retrouve dans les fluides et
dans la circulation 4 des concentrations plusieurs fois supérieures a celle de la rénine.
La détection de la rénine et de son ARN messager dans un tissu est une évidence
uniquement de la synthése de prorénine par ce tissu. Pour étre fonctionnel, un tissu
devrait non seulement exprimer le géne de la rénine mais activer la prorénine
résultante. 11 s'avére cependant que le rein est l'unique organe sécrétant de la rénine,
puisqu'une néphrectomie bilatérale chez '"humain résulte en la disparition de niveaux
détectables de rénine dans la circulation deux jours suivant la chirurgie. Ceux-ci
demeurent non détectable aussi longtemps que les reins ne sont pas remplacés.
Toutefois, les niveaux de prorénine plasmatique demeurent détectables et varient
selon les études de 35 a 75% lorsque comparés aux niveaux de sujets normaux
(55,81,167,168). Les tissus extra-rénaux sécretent donc la prorénine dans le plasma et

cette prorénine n'est pas convertie en rénine.

Comment concilier la présence de SRA tissulaires et les différentes évidences de leur

caractere fonctionnel avec le fait que ces tissus sécreétent uniquement de la prorénine,
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qui est considérée inactive? La captation par les tissus de la rénine circulante dérivee
du rein est une alternative probablement utilisée par le systéme vasculaire et le coeur
afin de produire localement de 1'Ang II. Cependant, a la différence des autres SRA
tissulaires, le coeur et le systéme vasculaire n'expriment pas le géne de la rénine et
s'accomodent ainsi peut-étre de cette alternative malgré le fait qu'elle n'offre pas au
tissu I'avantage d'une régulation et d'une activité indépendante de la rénine circulante.
Une autre alternative pour un SRA tissulaire serait l'intervention d'enzymes auires
que la rénine capables de convertir I'angiotensinogéne en Ang I, ou directement en
Ang II. Quelques études font état d'enzymes démontrant une activité enzymatique sur
I'angiotensinogene in vitro. Cependant de telles activités enzymatiques n'ont jamais
été démontrées in vivo et plusieurs raisons (localisation dans les lysosomes, pH
optimal, etc.) suggérent que ces enzymes ne pourraient cliver l'angiotensinogéne dans
un tissu. Une troisiéme alternative, explorée au chapitre 3, est la possibilité que la
prorénine exerce une activité enzymatique au sein d'un tissu sans clivage de son
prosegment et contribue ainsi 4 la fonction des SRA tissulaires. La présence de
prorénine, parfois en trés grande quantité, dans de multiples tissus co-exprimant les
autres composants du SRA, indique que ces systémes pourraient étre actifs via la

prorénine en tant que systéme prorénine active-angiotensine.

Un deuxiéme probléme ayant trait a la fonction des SRA tissulaires concerne la
définition des effets attribuables aux SRA tissulaires. Bien que plusieurs évidences

étayent 1'hypothése d'une fonction physiologique des SRA tissulaires, il est difficile
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de déterminer les contributions relatives de I'Ang II circulante et de celle produite

localement, les deux systémes agissant vraisemblablement de concert.

1.8 Objet de1'étude

L'intérét premier de cette thése concerne le caractere fonctionnel des SRA tissulaires
et sera abordé dans des modeles in vivo. Le chapitre 2, sous forme d'article, décrit
l'utilisation d'un outil de travail, la co-injection du minigene de la tyrosinase avec
différents transgénes d'intérét dans des embryons de souris dérivés d'une souche de
type albino. Les souris de type albino sont déficientes pour le géne de la tyrosinase,
une enzyme nécessaire 4 la production de mélanine. La pigmentation résultant de
I'expression de la tyrosinase a été caractérisée comme marqueur de la présence et du
niveau d'expression du transgéne d'intérét, de méme que pour lidentification de
souris homozygotes et double-transgéniques, suite a la co-intégration et a la co-
ségrégation du minigéne de la tyrosinase et du transgene d'intérét. Cet outil s'est avére
fort utile pour 1'étude des nombreuses lignées de souris transgéniques produites pour
I'étude de l'activation tissulaire de la prorénine. Des résultats additionnels ont €té

recueillis apres la parution de cet article et sont présentés au chapitre 5.

Le chapitre 3, sous forme d'article, aborde la problématique de 1'activation tissulaire
de la prorénine. Une étude enzymatique in vivo a été congue afin de déterminer si la
prorénine peut étre activée dans un tissu sans clivage du prosegment. Des souris

double-transgéniques exprimant 1'angiotensinogéne humain (substrat) et la prorénine
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humaine ou différents mutants du site de clivage du prosegment ont été produites.
Ces transgenes ont été ciblés dans I'hypophyse et la production d'Ang I (le produit de
la réaction enzymatique) dans ce tissu a été utilisée comme marqueur de l'activité

enzymatique.

Le chapitre 4, sous forme d'article, traite de la fonction de I'Ang II tissulaire et décrit
la mise au point et la caractérisation d'une protéine de fusion permettant le ciblage de
I'Ang II directement dans un tissu, évitant ainsi la tdche laborieuse de cibler tous les
composants du SRA dans un méme tissu afin de produire la molécule effectrice du
systéme. Le potentiel d'une telle approche est d'arriver a discriminer entre les effets
locaux d'une synthese d'Ang II et les effets systémiques de la molécule. Des résultats
additionnels ont été recueillis apres la parution de cet article et sont aussi présentés au

chapitre 5.
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ABSTRACT

The utility of tyrosinase minigene co-injection was evaluated as a visual marker for
the generation and breeding of transgenic mice. In an evaluation of 39 transgenic
founder animals and 44 transgenic lines, five phenotypic patterns of pigmentation
were consistently observed, including albino, dark, light, mottled, and himalayan. In
these studies, co-injection of the tyrosinase minigene along with a transgene of
interest (TOI) resulted in genomic integration of the two transgenes in 95% of the FO
generation. Co-segregation of transgenes occurred in 94% of doubly transgenic mice
in the E, generation without dissociation in subsequent generations. All pigmented
phenotypes proved useful for distinguishing homozygous from heterozygous F2
animals via backcross trials, while light, mottled and himalayan phenotypes proved
useful in visually discriminating between homozygous and heterozygous F. animals.
In addition, light, mottled and himalayan phenotypes proved useful in determining
segregation patterns of transgenes in the progeny of crosses between separate
transgenic lines. Moreover there appears to be a correlation between intensity of
pigmentation and degree of expression of the co-injected TOI. These studies confirm
that tyrosinase co-injection is a useful adjunct in transgenic mouse studies and can

serve to reduce routine genetic validation of transgenic lines.
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INTRODUCTION

Pigmentation systems in the mouse are well described and characterized by classical
genetic techniques (1). In recent years this characterization has been extended to a
molecular level with the cloning of the gene for tyrosinase, the key enzyme in the
production of melanin pigment (2,3,4). Genetic defects in the tyrosinase gene, located
at the C locus in the mouse, result in albinism (5). Cloned mouse tyrosinase gene
sequences have proved useful for gene replacement therapy in that they could restore
pigmentation in transgenic mice derived from an albino genetic background (6,7,8).
Mouse tyrosinase gene sequences have also been evaluated for their utility in the
visual identification of transgenic mice in co-injection strategies (9,10), in order to
circumvent the routine analysis of DNA required for the generation and maintenance
of transgenic lines. We extend these studies by describing the utility of a tyrosinase
minigene sequence co-injection for the visual identification of heterozygote and
homozygote F2 generation animals and for distinguishing the segregation patterns of
transgenes in the progeny of crosses between transgenic lines. By means of co-
injection strategy, we also address the question of predictability of the expression

levels of a transgene using the intensity of pigmentation.
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MATERIALS AND METHODS

Generation of transgenic founder mice and transgenic lines

Transgenic mice were generated by microinjection of single cell embryos using
standard techniques (11). The FVB/N albino mouse line (12) was used as a source of
embryos for the manipulations and for subsequent breeding trials. Manipulated
embryos were reimplanted into the oviducts of pseudo-pregnant ICR females
anesthetized with tribromoethanol (0.015 ml of 2.5% solution per gram body weight)
given by intraperitoneal injection (13). The tyrosinase minigene used was previously
described (6), and was microinjected at a concentration of 1 pg/ml, in co-solution
with one of six different transgenes (hereafter referred to as the transgene of interest
or TOI), also at a concentration of 1 pg/ml. Potential founder animals were weaned at
3 weeks of age and samples of tail tissue were taken for DNA analysis using standard
protocols (11). All animal manipulations were carried out in accordance to

institutional guidelines and were approved by a local ethics committee.
Establishing double genomic integration in the F_ generation
Mice in the F population were scored for tyrosinase minigene genomic integration by

pigmentation or, in the case of non-pigmented mice, by PCR analysis for the

tyrosinase minigene using a forward primer within exon 1 (5-
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CTTTTCTTACCTCACTTTAGC-3") and a reverse primer within exon 2 (5'-
CGTAATAGTGGTCCCTCAGG-3")(3). TOI integration was determined in all F
mice by PCR analysis of the appropriate recombinant transgene using oligonucleotide
primers to be described elsewhere (Methot et al., in preparation). Genomic
amplification was performed in 50 ul total volume consisting of 1 pl genomic DNA
(500 ng/pl), 5 ul Taq buffer 10X concentration (BIO/CAN Scientific), 4 ul ANTP (2.5
mM each), 1 pl of forward and reverse oligo primers (100 ng/pl), and 2.5 units of Taq
polymerase (BIO/CAN Scientific). Cycling was performed in an Ericomp thermal
cycler (San Diego, CA) and included a denaturation step for 3 min at 94°C followed
by 30 cycles of annealing for 2 min at 57°C, elongation for 2 min at 72°C, and
denaturation for 1 min at 94°C, after which there was a final elongation step for 10
min at 72°C. An aliquot of 20 ul per reaction was size fractionated by eletrophoresis
on a 1.5% agarose gel, and visualized by ethidium bromide staining. DNA from non-
transgenic animals was amplified as a reaction control. DNA samples were
considered positive for a particular transgene if a band of the predicted size in the test
sample was present, with no amplification occurring in the control sample. For the
tyrosinase transgene, the amplified DNA fragment migrated at 495 bp. Endogenous

genomic tyrosinase sequences do not amplify under the PCR conditions chosen.
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Levels of co-expression

Ten transgenic lines were studied to determine if a correlation exists between the
level of expression of tyrosinase minigene and TOI Expression of the tyrosinase
minigene was determined by visually classifying the different pigmentation
phenotypes. Expression of two different TOIs, human prorenin (hProren or TOI A)
and human angiotensinogen (hAogen or TOI B) targeted in the mouse pituitary, were
evaluated by RNase protection assay using mouse proopiomelanocortin (mPOMC) as
an internal control. The RNA was isolated from single pituitaries by the acid-
guanidium-thiocyanate-phenol-chloroform method (14). To prepare labeled RNA
probes, hProren from nucleotides 401 to 650 of the cDNA, hAogen from nucleotides
178 to 377 of the cDNA, and mPOMC from nucleotides 578 to 680 of exon 3, were
subcloned in the Bluescript II KS+ plasmid (Stratagene, San Diego, CA). RNase
protection assays were carried out with the Promega Riboprobe® Gemini System
(Promega Corp., Madison, WI) according to the manufacturer’s protocol.
Ungquantitated total RNA from each single pituitary was hybridized with 5 x 10° CPM
of **P-labeled RNA probes of either hProren or hAogen with 5 x 10° CPM of **P-
labeled RNA probes of mPOMC overnight at 45°C in hybridization buffer containing
80% formamide. Yeast RNA (5 ng) and RNA from non-transgenic mouse pituitaries
(unquantitated) were hybridized in the same conditions as negative controls and RNA
products from in vitro transcription of hProren and hAogen were also hybridized in

the same conditions as positive controls. Protected fragments after RNase digestion
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were separated on a 6% polyacrylamide-7 M urea denaturing gel by electrophoresis
and then were exposed to photographic films (Reflection™, DuPont) for 5 days at -

80°C using intensifying screens.

RESULTS

Pigmentation phenotypes

In the 39 transgenic founder animals and 44 transgenic lines analyzed, five
discernible pigmentation phenotypes were observed in the B and subsequent
generations. These could be reproducibly classified as albino, dark, light, mottled and
himalayan (Fig. 1). Dark pigmentation proved to be the most frequent phenotype
observed, accounting for 32% of tyrosinase transgenic mice, while mottled was the
least frequent phenotype observed, accounting for 9% of tyrosinase transgenic mice
(Table 1A). An expressing (i.e. pigmented) phenotype was observed in 82% of
tyrosinase transgenic lines, while a non-expressing (i.e. albino) phenotype was

observed in 18% of lines.

The pigmented phenotypes can be classed as differing both quantitatively and
qualitatively. Quantitatively, a range of pigmentation was seen which varied in
intensity from albino (transgenic for tyrosinase but no detectable expression), to light

(light brown evenly distributed pigmentation, the dorsal aspect usually being slightly
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Figure 1. Pigmentation phenotypes observed in F, transgenic mice. All mice

displayed are positive for the injected tyrosinase minigene as determined by PCR

analysis.
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Table 1A. Occurrence of pigmented phenotypes in transgenic mice using tyrosinase

minigene co-injection

Tyrosinase transgenic phenotypes  No. of lines with a given phenotype

or genotype/total no. of lines analyzed

Albino 8/44 (18%)
Dark 14/44 (32%)
Light 12/44 (27%)
Himalayan 6/44 (14%)
Mottled 4/44 (9%)

In total, 39 founder animals and 44 lines are considered.

Numbers in brackets represent percentage of tyrosinase positive lines showing a given

phenotype or genotype.
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darker than the ventral aspect of the body), to dark (dark gray evenly distributed
pigmentation). Qualitatively, pigmentation patterns included even distribution,
showing dark gray to light brown coloration, as mentioned; mottled distribution,
showing patchy or variegated distribution of pigmentation similar to the chinchilla
(cCh) phenotype (11) and as described previously in transgenic studies (7,9,15); and
himalayan distribution, showing darkly pigmented ears and tail with lightly
pigmented body. The mottled class could further be subdivided into true mottled and
double integration phenotypes (6), depending on the phenotype of the F progeny.
Mottled and himalayan phenotypes also displayed differences in pigmentation
intensities when comparisons between lines were made; however, within a given line
and for a single integration site, the pigmentation pattern remained constant from one
generation to the next. Also, although the intensity of pigmentation within a mottled
line was constant, the exact pattern of the mottled phenotype was not the same from
one animal to another within a line. It is noteworthy that after analysis of 44 separate
transgenic lines, no pigmentation patterns in addition to the five described here were

observed

Establishing co-integration, co-segregation patterns and F, generation mice

At six to eight weeks of age, founder mice which were shown to be transgenic for the
TOI by DNA analysis or for the tyrosinase minigene by pigmentation were mated
with non-transgenic FVB/N animals to generate F1 mice and transgenic lines.

Integration of both the tyrosinase and TOI transgenes in F0 mice was most commonly
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seen, with single integration of tyrosinase occurring only 5% of the time (see Table
1B). Double sites of integration (as evidence by segregation of different pigmentation
patterns in the B generation) were seen but were not common, accounting for 13% of
founder animals; when this happened, each pattern of pigmentation was subsequently

considered to represent a separate transgenic line.

To establish the co-integration of the two microinjected transgenes, their segregation
patterns in the F, generation were studied. Pigmented B animals from each transgenic
line as well as albino littermates were analyzed via PCR for the presence (or absence)
of the TOI. Co-integration at a single site was assumed to have occurred if the
pigmented animals tested positive for the TOI, and the albino animals tested negative
for the TOIL. Of a total of 33 lines analyzed, 31 (i.e. 94%) showed co-segregation of
pigmentation and TOI in the E, generation. In all crosses subsequent to the F1
generation (>100) where co-segregation was established, we have seen no

dissociation of the pigmentation and the TOL

F male and female pigmented, TOI positive transgenic mice were mated to produce
F  generation mice. To determine whether mice of the B, generation were
heterozygous or homozygous for the tyrosinase minigene, these mice were scored
visually for degree of pigmentation, and tested genetically by performing a backcross
breeding to non-transgenic albino FVB/N mice. As can be seen in Figure 2A-C, those
mice with the heaviest pigmentation in the F2 generation from crosses within either

the light, himalayan or mottled phenotypes are homozygous for the
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Table 1B. Integration patterns observed in transgenic mouse lines generated by co-

injection of tyrosinase and a transgene of interest (TOI)

Integration patterns of transgenes No. of lines with a given phenotype

or genotype/total no. of lines analyzed

Double co-integration 5/39 (13%)
Single integration tyrosinase 2/44 (5%)

Co-segregation tyrosinase

and TOI transgenes in F | 31/33 (94%)

Double co-integration refers to multiple chromosomal loci for both the tyrosinase and
TOI transgenes.
Numbers in brackets represent percentage of tyrosinase positive lines showing a given

phenotype or genotype.
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Figure 2. Using pigmentation as a marker of TOI homozygosity. Mice co-injected
with the tyrosinase minigene and a transgene of interest (TOI) were inbred to the F;
generation and scored for being negative (-/-), heterozygous (+/-) or homozygous
(+/+) for the TOI using DNA dot blots of tail DNA. Results demonstrate a good
correlation between pigmentation intensity and TOI content with inbreeding of light
(A), himalayan (B) and light mottled (C) phenotypes. The breeding pair is at the left

of the panel, with the male at the extreme left.
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tyrosinase minigene. Analysis of 23 F mice for TOI gene copy number by dot blot
analysis confirmed that the most heavily pigmented mice in these crosses were also
homozygous for the TOI (data not shown). Intensity of pigmentation was not a
reliable indicator of homozygosity, however, in lines displaying the dark
pigmentation phenotype (data not shown). Nevertheless, backcross of all of the
expressing pigmentation patterns can be used as a reliable visual indicator of

homozygosity (Fig. 3A and B).

Crosses between transgenic lines

Crosses between transgenic lines were performed to evaluate the utility of tyrosinase
as a visual marker for double TOI transgenics. Animals in the F generation which
had been demonstrated to be transgenic for both the tyrosinase and one of the TOI
transgenes were crossed and the resulting progeny were scored for pigmentation
intensity and presence of the differing TOIs. Figure 4 shows the pigmentation patterns
of the parents as well as offspring of crosses between light by mottled pigmented
lines (Fig. 4A), himalayan by mottled pigmented lines (Fig. 4B) and mottled (light)
by mottled (light) pigmented lines (Fig. 4C). Results demonstrate that the segregation
of the various TOlIs correlates directly with the type and intensity of pigmentation
seen in the offspring: i.e., pigmentation resembling either of the parents contained the
appropriate parental TOI, dark mice contained both TOIs, and albino mice contained
neither TOI. As with the prediction of homozygosity, in crosses involving either two

lines with dark pigmentation patterns or one dark and one light
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Figure 3. Using pigmentation as a marker for homozygosity in backcrosses. I, mice
were crossed with non-transgenic FVB/N and offspring were scored for pigmentation.
Heterozygosity (A) and homozygosity (B) were easily distinguished in tyrosinase-

expressing phenotypes regardless of the intensity of pigmentation of the F, animal.



62

Figure 4. Pigmentation as a marker for double TOI integration. F; mice, transgenic
for the tyrosinase minigene and a given TOI, were crossed and the offspring were
scored for absence (-) or presence (+) of the respective parental TOIs by PCR
analysis. There was good correlation between pigmentation and TOI contient when
crossing lightly pigmented phenotypes such as mottled with light (A), himalayan with
mottled (B) and light mottled with light mottled (C). The breeding pair is at the left of

the panel, with the male at the extreme left.
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pigmentation pattern, it was not possible to predict double TOI transgenic mice.

Levels of co-expression

Correlation between the level of expression of the tyrosinase minigene and the TOI
was studied in 10 transgenic lines. Table 2 shows the relative pigmentation intensity
compared to the relative level of expression of two different TOIs as determined by
RNase protection assay. Overall, there was a qualitative correlation between the
appearance of pigmentation and TOI expression: three tyrosinase minigene non-
expressing (1.e. albino) lines did not express the TOI, while 7 tyrosinase minigene
expressing (i.e. dark, light, mottled, and himalayan) lines expressed the co-injected
TOI at variable levels. Furthermore, for TOI A, there appeared to be a quantitative
correlation between the degree of pigmentation, as determined arbitrarily by
comparison between lines, and the level of expression of TOI A, as determined by
RNase protection assays (see Table 2A). However, this correlation did not hold for
TOI B, where TOI B expression was highest for the lesser pigmented of the two
mouse lines tested (Table 2B). In total, for 9 of 10 transgenic lines tested, there
appeared to be a general correlation between intensity of pigmentation and TOI

expression.



Table 2. Relative expression of the tyrosinase minigene and two different (TOI)s

Pigmentation Relative intensity Relative level of

phenotype of pigmentation TOI A expression

A. Comparison of pigmentation and TOI A expression.

Dark et -+
Himalayan ++ -
Mottled 4=t ++
Himalayan + +
Light + +/-
Albino - -
Albino - -

B. Comparison of pigmentation and TOI B expression.

Mottled A+ A+t
Dark -t +
Albino = -
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Expression of the tyrosinase minigene is divided in two categories; qualitative

including the pigmentation phenotype (i.e. albino, dark, light, mottled, and

himalayan) and quantitative (as displayed by + and - signs) to define the relative

pigmentation intensity of the different lines. Level of expression of the TOlIs,

quantitated by RNase protection assay, is displayed in the right-hand column.
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DISCUSSION

The use of tyrosinase genes in an albino genetic background in transgenic mice has
been proposed as a useful technique for screening for transgene integration and
segregation (9,10). We have now extended these studies to document the utility of the
tyrosinase marker gene in screening for homozygous mice in an F, generation and in
screening for doubly transgenic animals in crosses made between independent
transgenic lines. We have also tested whether the intensity of pigmentation in
transgenic animals could serve as an indication of the level of expression of the co-

injected TOL

Several patterns of phenotypic expression using tyrosinase minigenes in transgenic
mice have been previously described (6,9,15,16). In general these observations were
made on small numbers of transgenic lines, and it was not clear as to the
reproducibility or frequency of these phenotypes. In analyzing 39 founder animals
and the resulting 44 transgenic lines using a tyrosinase transgene we have observed 5
discernible and repeating pigmentation phenotypes: albino, dark, light, mottled and
himalayan. An important conclusion to be derived from this work is that only a
limited repertoire of pigmented phenotypes is generated by tyrosinase gene

expression in these animals and that these arise with a fairly predictable frequency.

One critical question in these studies is whether the tyrosinase minigene can serve as

a reliable marker for the integration and segregation of the TOI in transgenic mice.
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Consistent with previous reports (9,10), we have found high levels of co-integration
of the tyrosinase and TOI transgenes, although in 5% of founder animals only one
transgene was present and in 13% of the founder animals there were multiple
integration sites for either or both of the transgenes. Our analysis of co-segregation
suggests that in the B, generation, the co-segregation of the tyrosinase and TOI
transgenes is highly favored but not absolute. For these reasons it remains important

to verify segregation of the TOI with pigmentation in the Fl generation.

We compared direct visual identification of heterozygous versus homozygous animals
via pigmentation markers with genetic backcross analysis and dot blot DNA
hybridization methods. Visual identification of the heterozygote or homozygote
condition for transgenes proved generally useful for light, himalayan and mottled
phenotypes, which showed a quantitatively darker phenotype for the homozygous
animals when compared to the heterozygous animals. This was only evident after
appearance of hair and generally required heterozygous littermates for comparison.
Direct visual identification of heterozygosity versus homozygosity was not useful for
dark or albino phenotypes. In comparison, the utility of pigmentation was
demonstrated for all expressing pigmented phenotypes for the identification of
homozygous versus heterozygous F2 transgenic animals via backcross analysis. Thus,
tyrosinase pigmentation is both reliable and generally useful as an alternative to DNA

analysis in scoring homozygosity in transgenic mice.
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The use of pigmentation as a marker proved particularly useful in identifying
transgenic segregation patterns resulting from crosses between two independent
transgenic lines. In crosses between lines with light, himalayan or mottled
phenotypes, the transgenic genotype of the resulting offspring, including double
integration transgenic animals, could be predicted by the pigmentation phenotype,
where the double integration site transgenic animals were more darkly pigmented
than either the parental lines or their single integration site siblings. In crosses
between a dark line and a more lightly pigmented line, segregation of the light
pigmentation conferring transgene was possible, but integration sites producing a dark

phenotype could not be distinguished visually from double integration sites.

One rather surprising finding of the current study was that the intensity of
pigmentation served as a fairly reliable indicator of the level of expression of the co-
injected TOI. As the TOIs used in this study were under the control of a pituitary-
specific promoter (growth hormone, data not shown) and expression of the tyrosinase
minigene is in melanocytes, the simplest explanation for this finding is that the
transgenes have inserted in chromatin domains that are either constitutively "open"
(in the case of pigmented, TOI-expressing animals) or permanently "closed" (in the
case of albino, TOI-non-expressing animals) in both of the appropriate cells types.
These results suggest that albino mice can be routinely excluded from further analysis
in transgenic colonies derived by this method, whether from lack of transgene
integration or expression. The additional limited correlation between the intensity of

pigmentation and the degree of TOI expression seen in most of the pigmented animals
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suggests that pigmentation might be used as a preliminary screen for mice with high
expression levels, particularly when large numbers of animals are developed and used
in the F, generation for studies. We do not presently know whether the same finding
would apply to all TOIs although Overbeek et al. (9) have reported the absence of
expression of a TOI engineered for kidney expression in an albino mouse positive for
tyrosinase minigene integration. In conclusion, while co-injection with visible marker
genes such as tyrosinase in transgenic mouse studies will not eliminate the need for
DNA analysis to establish the presence of the TOL, under the proper conditions it can
significantly reduce the need for routine DNA analysis in established transgenic lines

and may be useful for estimating relative levels of transgene expression.
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ABSTRACT

Angiotensin II, the product of the renin-angiotensin system, is a vasoactive peptide
involved in blood pressure regulation and fluid balance as well as numerous
cardiovascular pathologies. In the circulation, proteolytically activated renin secreted
by the kidney catalyzes the rate limiting step in the production of angiotensin
peptides. The finding that certain non-renal tissues also express the components of
the renin-angiotensin system has lead to the suggestion that they might produce
angiotensin peptides locally which could impact on local physiological or
pathophysiological processes. However, the activity of these so-called tissue renin-
angiotensin systems has remained a matter of debate, largely because tissues other
than the kidney only secrete the precursor of renin, prorenin, which is considered to
be enzymatically inactive. In the present study, we show that mice expressing both
human angiotensinogen (the renin substrate) and human prorenin in the pituitary
gland are capable of generating angiotensin I (the product of the enzymatic reaction)
within the tissue, in the absence of cleavage of the prorenin prosegment. This finding
constitutes the first demonstration that human prorenin can be activated within tissues
by non-proteolytic means, where it could contribute to the activity of a localized

renin-angiotensin system.
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INTRODUCTION

Many proteases are first synthesized as precursors containing a prosegment that
serves not only as a folding catalyst or scaffold for the nascent protein, but also as an
endogenous inhibitor to restrain the proteolytic activity of the protein until it has
reached its target destination (1). The aspartyl protease renin is synthesized as a
proenzyme precursor (prorenin), and the renin present in the circulation is derived by
the proteolytic removal of a 43 amino acid N-terminal prosegment exclusively in the
kidney. Renin plays a key role in the regulation of blood pressure and in numerous
cardiovascular pathologies, such as hypertension, cardiac hypertrophy as well as renal
defects (2,3), through the cleavage of angiotensinogen into angiotensin I (Ang I), the

rate-limiting step in the renin-angiotensin system (RAS; Fig. 1A).

Prorenin is also present in the circulation of mammals at levels that often largely
exceed the concentration of renin (4,5). This prorenin is secreted not only from the
kidney, but from numerous other tissues including adrenal and pituitary glands, brain,
eyes, ovaries, testes, uterus and placenta. Moreover these tissues express the other
components of the RAS (6-10) raising the possibility that local RAS may exist that
display activity only within tissues. However, these non-renal tissues do not secrete
active renin since removal of the kidneys causes active renin to disappear from the
circulation while prorenin remains detectable even years later (11). It is unlikely that
activation of prorenin occurs once it is secreted into the circulation since injection of

monkeys with large amounts of recombinant human prorenin does not lead to any



75

A PRORENIN
RENIN ACE
AOGEN = ANG | amP> ANGII
B PITUITARY-SPECIFIC EXPRESSION OF TRANSGENES

HUMAN ACTIVE J
RENIN <\—I>
INCREASED
HUMAN NATIVE 7 >4
PRORENIN @ “ => PITUITARY

ANG1?

HUMAN AOGEN

HUMAN NON- C s D
CLEAVABLE
PRORENIN @

Figure 1. (A) Schematic representation of the renin-angiotensin system. AOGEN,
angiotensinogen; ANG I, angiotensin I; ACE, angiotensin-converting enzyme; ANG
II, angiotensin II. (B) Schematic representation of the approach used to test for
enzymatic activity of prorenin in vivo. Double transgenic mice expressing human
angiotensinogen (AOGEN, the renin substrate) and either human active renin, human
native prorenin, or human non-cleavable prorenin in the pituitary were generated and

the mice were assayed for increased pituitary content of angiotensin I (ANG I).
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significant increase in circulating renin activity, blood pressure or plasma angiotensin
IT (Ang II) (12). In contrast, transgenic rats engineered to secrete prorenin from the
liver show tissue pathologies (renal and cardiac) in the absence of increases in
circulating active renin (13). Taken together, these results raise the possibility that
prorenin could be activated locally within tissues, where conditions may be different
than in the circulation, and contribute to tissue RAS activity and cardiovascular
pathologies. To investigate this possibility we generated double transgenic mice
expressing human angiotensinogen (the renin substrate) and either human active
renin, human native prorenin, or human non-cleavable prorenin exclusively in the
pituitary gland and measured pituitary Ang I content as an indicator of renin

enzymatic activity (Fig. 1B).

MATERIALS AND METHODS

Plasmid Constructions and Generation of Transgenic Mice. The human prorenin
(14) and angiotensinogen (15) cDNAs are expressed under the transcriptional control
of a 320 bp fragment of rat growth hormone promoter (16). An intron and
polyadenylation signal for the transcribed RNA are provided by a portion of the
SV40 Large T antigen gene (Fig. 2). Engineering of human active renin was achieved
by modifying the native prorenin cleavage site (PMKRL) to RMKRS, so that it is cut
by furin, a ubiquitous Golgi-anchored convertase, resulting in the constitutive
secretion of active renin from the cell (17). In the human non-cleavable prorenin the

lysine in position 42 of the prosegment (PMKRL) is mutated to alanine
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Figure 2. Diagram of the transgenes used in this study. Mutations relative to the
native prorenin cleavage site are underlined. rGH, rat growth hormone promoter;
PRO, human prorenin prosegment; AOGEN, angiotensinogen; SV40, simian virus 40
T antigen splice and polyadenylation signal. Arrow indicates expected and putative

cleavage sites for the various prorenins. Drawings not to scale. See text for details.



78

which prevents cleavage by known proteases (14). The four transgenes were
independently co-injected with the tyrosinase minigene into the pronuclei of single
cell embryos from FVB/N albino mouse line as previously described (18). Double
transgenic mice were generated by mating single transgenic mice expressing one of
the human prorenins (either active renin, native prorenin, or non-cleavable prorenin)
with single transgenic mice expressing human angiotensinogen. All animal
manipulations were carried out in accordance with institutional guidelines and were

approved by a local ethics committee.

Expression of Transgenes. RNA was isolated from the pituitaries of two male
double-transgenic mice by the acid/guanidium/thiocyanate/phenol/chloroform
method (19). To prepare labeled RNA probes human prorenin from nucleotides 401
to 650 of the cDNA and human angiotensinogen from nucleotides 178 to 377 of the
cDNA were subcloned in the Bluescript II KS+ plasmid (Stratagene, San Diego, CA).
RNase protection assays were carried out with the Promega Riboprobe® Gemini
System (Promega Corp., Madison, WI) with T3 polymerase according to the
manufacturer’s protocol. Unquantitated pooled total RNA from two pituitaries was
hybridized with 5 x 10’ c.p.m. **P-labeled RNA probes of human prorenin and with 5
x 10° c.p.m. **P-labeled RNA probes of human angiotensinogen overnight at 45°C in
hybridization buffer containing 80% formamide. Yeast RNA (5 pug) and RNA from
nontransgenic mouse pituitaries were hybridized under the same conditions as

negative controls and RNA products from in vitro transcription of human prorenin
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and human angiotensinogen were also hybridized under the same conditions as
positive controls. Protected fragments after RNase A/T1 digestion were fractionated
on a 6% polyacrylamide-7M urea denaturing gel and were then exposed to X-ray film
for 5 days at -80°C using intensifying screens. The protected sequences of prorenin

and angiotensinogen were 250 and 200 nucleotides respectively.

Determination of Pituitary Content of Ang I. Pituitaries surgically excised from 5
male mice were pooled and immediately sonicated in cold 1% TFA solution (pH 1.5),
cleared by centrifugation and their peptide content separated by HPLC. The HPLC
separation was performed on a C,; column (Waters Corporation, Milford, MA).
Solvent A was 0.1% TFA in water and solvent B was 0.1% TFA in acetonitrile; flow
rate was 1 ml/min and 40 fractions were collected using a gradient of 20-40% solvent
B over 40 min. Pituitary Ang I content of the eluted fractions was measured by an
Ang I radioimmunoassay (DuPont NEN®, Boston, MA) and was detected in the
identical fraction as a commercial Ang I standard. The acid extraction used was
designed to avoid in vitro activation of prorenin, activity of released proteases and
degradation of Ang peptides. Ang I recovery using this method was determined to be
approximately 70%. Statistical analysis was performed by one-way ANOVA with

Dunnett post-test.

Determination of the Form of Human Prorenin. Pituitaries from 2 male mice were

surgically excised, lysed in 450 pl of a buffer containing 10 mM Tris (pH 8.0), 150
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mM NaCl, 1 mM EDTA and 0.1% SDS. The lysates were passed repeatedly through
a 25 gauge needle and were immunoprecipitated with a rabbit polyclonal antibody to
prorenin and renin. Immunoprecipitated proteins were fractionated by SDS-PAGE
10% polyacrylamide gel electrophoresis and human prorenin/renin were detected by
Western blot with a mouse monoclonal antibody specific for human prorenin and
renin (a gift from D. Lamarre, Bio-Mega, Quebec, Canada) using a SuperSignal™

Substrate Western Blotting kit (Pierce, Rockford, Illinois).

RESULTS

We have developed a double transgenic mouse approach to test for the enzymatic
activity of human prorenin. In this system, the renin substrate (human
angiotensinogen) and its potential protease (either human active renin, human native
prorenin, or human non-cleavable prorenin) are expressed in a specific cell type
(pituitary somatotrophs) of individual lines of mice. Selected single-transgenic mice
were mated and pituitaries were excised from double-transgenic offspring expressing
both human angiotensinogen and one of the human prorenins. Tissue content of Ang
I (the product of the reaction) was determined by an HPLC-coupled
radioimmunoassay (Fig. 1B). Targeting of the transgenes specifically to the
somatotrophs of the pituitary gland was achieved by putting them under the
transcriptional control of the rat growth hormone promoter (16). Because of the

species specific reactivity between renin and angiotensinogen (20), it is possible to
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express the two human proteins in the mouse without producing compounding effects
from the endogenous mouse RAS components. Measurement of pituitary Ang I in
this system is a direct indicator of renin activity within the same tissue since Ang I
released into the circulation would be rapidly diluted and converted to Ang II by the

ACE present in vascular endothelium (Fig. 1A).

We have studied eight independent lines of animals expressing the three different
types of human prorenin transgenes. The level of transgene expression in each line
was assessed by determining the abundance of the mRNA transcript in the pituitary
by RNase protection assay (Fig. 3). Since all of these lines were crossed with the
same human angiotensinogen expressing line, the angiotensinogen mRNA signal was
used as an internal reference to compare the level of prorenin mRNA expression in
the various lines. Human prorenin and human angiotensinogen mRNA were

detectable only within the pituitary (data not shown).

In order to test for the Ang I-generating activity of human active renin in this system,
we have engineered a mutation in human prorenin (Fig. 2) which renders the
prosegment sensitive to removal by a ubiquitous protease (furin) present in the
secretory pathway (21-23). The advantage of this approach for generating active renin
is the conservation of the prosegment during the early stages of protein biosynthesis
when it is required for efficient protein folding (14) while allowing the removal of the
prosegment before secretion in a broad variety of cell types (17, and unpublished

results). Mice expressing both human active renin and human
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Figure 3. Comparison of the mRNA levels of eight independent double transgenic
lines of animals expressing human angiotensinogen and one of the three different
human prorenins (active renin, native prorenin, or non-cleavable prorenin) by RNase
protection assay. Fach of the lines generated with the different human prorenin
transgenes were crossed with the same angiotensinogen expressing line and the
angiotensinogen mRNA signal was used as an internal reference to compare the
different prorenin mRNA levels. M, marker; NT, nontransgenic control, ST,
standards: RNA products from in vitro transcription of human prorenin (PRO) and

human angiotensinogen (AOGEN).
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angiotensinogen have marked increases in pituitary Ang I content (Fig. 4, hatched
bars) as compared to single transgenic mice expressing only human angiotensinogen
(Fig. 4, open bar). Pituitary Ang I was not detectable in any of the transgenic mice
expressing only the various human prorenins (not crossed with angiotensinogen
expressing mice) or in non-transgenic controls. Repeated assays within the same
transgenic lines yielded highly reproducible results and demonstrate that transgenic

mice can be used as a sensitive measure for tissue-specific activity of human renin.

We then tested whether prorenin itself could generate Ang I under these conditions
by crossing the same line of angiotensinogen-expressing mice with lines of mice
expressing human native prorenin. Interestingly, these double transgenic mice also
have clearly elevated pituitary Ang I content (Fig. 4, solid bars), suggesting that
human prorenin is enzymatically active against its substrate within the mouse
pituitary. The relative amounts of Ang I generated in the pituitaries of the various
crosses correlated well with the levels of expression of prorenin mRNA in those lines
(as represented by +/- signs above the bars in Fig. 4). To test whether prorenin had
been rendered active in the pituitary by the proteolytic removal of its prosegment,
mice expressing human angiotensinogen were crossed with a line expressing human
prorenin in which the native prosegment cleavage site (Lys”, Arg®) was mutated
(Ala*, Arg®) so as to be non-cleavable (Fig. 2). The finding that Ang I content is also
elevated in the pituitary of these mice suggests that prorenin exhibits enzymatic

activity with the prosegment still in place (Fig. 4, stippled bar).
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Figure 4. Comparison of the pituitary Ang I content of transgenic mice expressing
either human angiotensinogen alone (open bar) or in combination with either human
active renin (hatched), human native prorenin (solid) or human non-cleavable
prorenin (stippled). Ang I content was not detectable from either nontransgenic mice
or individual single transgenic mice expressing only the various prorenins. Relative
level of prorenin transgene expression in the various lines (derived from Fig. 3) are
indicated by +/- signs shown above the bars. Each data point is derived-from a pool of
5 pituitaries and results are expressed as the quantity in pg of Ang I/pituitary. Data
are means + S.E. ** p < 0.01; * p < 0.05 versus mice expressing only human
angiotensinogen by one-way ANOVA with Dunnett post-test. AOGEN,

angiotensinogen; ANG I, angiotensin I.
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Since Ang I-generating activity is observed with both native prorenin and non-
cleavable prorenin, we further investigated the form of the prorenin present in these
pituitaries by Western blot analysis of pituitary homogenates (Fig. 5). Analysis of
human active renin line (line 33) leads to the detection of two bands corresponding in
size to prorenin and proteolytically activated renin. Analysis of pituitaries from mice
expressing human native prorenin (line 50) leads to the detection of a single band
which migrates with the expected size of full-length prorenin. No band corresponding
to proteolytically activated renin could be detected in the pituitaries of native
prorenin-expressing mice even at much longer exposures. Thus, the catalytic activity
seen with human native prorenin is not due to proteolytic cleavage of the prosegment

within the pituitary.

DISCUSSION

The present results demonstrate that human prorenin does not need to be
proteolytically cleaved to display enzymatic activity within the pituitary. This finding
strongly suggests that prorenin can be activated within tissues by means other than
proteolytic cleavage. While the actual mechanism whereby prorenin is activated
within mammalian tissues remains to be elucidated, it is highly likely that the
prosegment, which is predicted to fold over the substrate-binding cleft of the enzyme
(24), is able to unfold in tissues and to transiently expose the active site of the
enzyme. The conditions favoring this activation must be particular to tissues since

renin-like catalytic activity is not observed in the circulation following infusion of
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 4m PRORENIN
 <4m RENIN

NT 50 33

NATIVE ACTIVE
PRORENIN RENIN

Figure 5. Western blot analysis for pituitary prorenin and renin of nontransgenic
control (NT), single transgenic line 50 expressing human native prorenin, and single
transgenic line 33 expressing human active renin. The arrows denote the predicted
size of prorenin (upper band) and renin (lower band) based on co-electrophoresis of

molecular weight markers.
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large amounts of prorenin (12). In vitro, purified prorenin can be induced to exhibit
reversible enzymatic activity by prolonged exposure to acid pH or cold storage
(25,26). Thus, one possible explanation for the prorenin activity seen in tissues could
be the more acidic pH found in tissue interstitial spaces as compared to the
circulation (27). In contrast to the results seen in vivo, co-expression of human
angiotensinogen and human prorenin in cultured GH,C1 (rat somatotroph) cells does
not lead to either intracellular or extracellular accumulation of Ang I (data not
shown). These results suggest that Ang I is not generated within the cell and support
the notion that specific conditions exist within tissue interstitial spaces that permit

prorenin to be enzymatically active.

In certain body fluids, such as ovarian follicular fluid and amniotic fluid, prorenin
concentrations can reach 100 times the levels found in plasma (28,29). Angiotensin
11, the final product of the RAS, is also found in higher concentrations in tissues than
in the circulation (30,31), and the current study suggests that it may be produced
locally by tissue prorenin. A transient unfolding of the prosegment of prorenin to
exhibit enzymatic activity within tissues might also allow modulation by local
physiological and pathophysiological conditions. This activation could occur
independently from the circulatory RAS and supports the possibility that tissue RAS

might function in a locally restricted manner.
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ABSTRACT

Angiotensin II (Ang II) is an octapeptide generated by the sequential proteolytic
action of renin and angiotensin converting enzyme on the glycoprotein
angiotensinogen. While numerous mammalian tissues have been shown to express
some or all of the components of the renin-angiotensin system (RAS), the function of
most of these tissue RAS remains a matter of conjecture. To test for tissue-specific
functions of Ang Il and as an alternative to co-expressing all the components of RAS,
we have engineered a fusion protein that leads to direct Ang II release within specific
tissues. The angiotensin peptide is cleaved from the fusion protein within the
secretory pathway by the ubiquitous endoprotease furin and is released from the cell
by constitutive secretion. Direct injection of an expression vector encoding such a
fusion protein into rat cardiac ventricles results in a highly localized expression of
atrial natriuretic peptide mRNA (an angiotensin responsive marker of cardiac
hypertrophy), demonstrating the utility of this approach for local targeting of mature

peptides to tissues in animal models.
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INTRODUCTION

Angiotensin II (Ang II) is the peptide product of the renin-angiotensin system (RAS)
and is generated via two sequential proteolytic steps: First, renin, a circulating
aspartyl protease, cleaves tl.le decapeptide angiotensin I (Ang I) from the amino
terminus of the hepatic glycoprotein angiotensinogen. Angiotensin-converting
enzyme (ACE) then removes two amino acids from the carboxy terminus of Ang I to
release the vasoactive peptide Ang II. This enzymatic cascade which occurs in the
circulation has also been suggested to take place within certain tissues. Brain, kidney,
adrenal and pituitary glands, heart, vasculature and reproductive tissues have been
shown to express protein and/or mRNA for many of the components of the RAS
including angiotensin receptors (1-6). Activity of local or tissue RAS has been
implicated in a variety of physiologic pathways and pathophysiologic conditions
including sympathetic nerve transmission, pituitary hormone secretion, migration of
eggs in the oviduct, renal development, hypertension, end-stage renal disease, cardiac
hypertrophy and restenosis following vascular mjury (reviewed in Refs. 7-10).
However, two findings make it difficult to differentiate between the possibilities that
the Ang II mediating these activities is either generated and acts locally, comes from
the circulation, or is synthesized locally and acts elsewhere to generate the observed
effects: First, in tissues, components of the RAS are often expressed in different cell
types or are present in only extremely low levels, making it difficult to be certain that
all of the necessary components would encounter each other in biologically relevant

concentrations. Second, renin is synthesized as a zymogen which is activated before
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secretion from the juxtaglomerular cells of the kidney. Removal of the kidneys results
in virtual disappearance of renin from the circulation while its precursor, prorenin,
remains (11-14). This finding has raised the question about whether non-renal tissues
have the capacity to activate prorenin and thereby carry out the first reaction in the
RAS. For these reasons and i;1 spite of much circumstantial evidence, the functions of

tissue RAS remain a matter of conjecture.

By using transgenic animals, it is possible to test for the biological effect of tissue
expression of the RAS by inducing either loss of function or gain of function
mutations. Mice lacking all RAS activity have been generated via homologous
recombination by insertional mutagenesis of the angiotensinogen gene (the only
known substrate for generation of the angiotensin peptides) (15,16). These mice are
hypotensive and exhibit some defects in the development of the kidney, but these
experiments shed little light on the normal physiologic functions of tissue RAS. On
the other hand, generalized over-expression of components of the RAS in transgenic
mice and rats is clearly linked to an increase in blood pressure (17-20). To
discriminate between circulatory and local effects of transgene expression it is
necessary to target expression of the RAS transgenes to specific tissues. However,
this approach is complicated by the fact that all of the RAS components (i.e.,
angiotensinogen, prorenin, ACE, Ang II receptors, and a prorenin convertase) need to
be expressed in the target tissue. In addition, the Ang II generated can elicit biological

responses at other sites.



99

As an alternative to co-expressing RAS components, we have engineered a fusion
protein that leads to the direct release of an Ang II peptide within specific tissues.
This peptide is a natural variant of Ang I found in the skin of the Australian frog
Crinia georgiana (fsAngll; (21)) which has been reported to have pressor activity
similar to that of mammalia;l Ang 1I (22). Its N-terminal alanine residue presents a
favorable P1' cleavage site for proteolytic release of fsAngll from the fusion protein
by the ubiquitous protease furin (23). In this study, the receptor binding and
biological activity of the fsAngIl peptide were characterized and experiments were
performed to test for the effect of local over-expression of fsAngll in vivo. Direct
injection of the expression vector into the apex of rat hearts leads to local expression
of fsAngll and induction of atrial natriuretic peptide (ANP) expression, a biochemical
molecular marker of cardiac hypertrophy in adult cardiac ventricles (24,25). These
results demonstrate for the first time the feasibility of using an engineered fusion

protein to deliver a peptide with local biological activity in whole animals.
MATERIALS AND METHODS

Construction of an expression vector for direct release of Ang IL. Expression
vector plg contains the signal peptide of human prorenin followed by a fragment of
the heavy chain constant region of mouse IgG2b. The Ig fragment encodes 221 amino
acids from the CH2 and CH3 domains and lacks the BIP binding, hinge and

intermolecular disulfide bridge regions (26) while maintaining the protein A binding
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site. Construction of this plasmid is described elsewhere (27). This construct is used

as a negative control (Fig. 1A).

The expression vector pIgPfsAngll (Fig. 1B) contains the human prorenin signal
peptide and Ig fragment ﬁom plg linked to a portion of the human prorenin
prosegment followed by a furin consensus cleavage site and the coding sequence of
the fsAngll peptide. pIgPfsAngll was constructed as follows: A ¢cDNA fragment
encoding the signal peptide of human prorenin followed the Ig fragment was
amplified from plg by polymerase chain reaction (PCR). The sequences of the
forward and reverse primers were: 5' CGCCATTTGACCATTCAC-3' and 5’-
AAGGCCTACCCGGAGACC-3’. A Stul restriction site in the reverse primer is
underlined. A portion of the human prorenin cDNA encoding the first 35 amino acids
of the prosegment was generated by PCR from the expression vector pPRhR1100 (28)
using the following primers: Forward, 5’-AAGGCCTCTCCCGACAGAC-3’.
Reverse, 5’-GAAGATCTGGGACCAAGCCTG-3". (Stul and Bg/Il restriction sites in
the amplifying oligonucleotides are underlined). The Stul-Bg/Il restriction fragment
containing the human prorenin prosegment was ligated to oligonucleotides containing
a 5' Bglll site, a sequence encoding the furin consensus cleavage site (RVRTKR,;
(29,30)), the coding sequence for fsAngll (APGDRIYVHPF), a stop codon, and a
3’EcoRlI site and inserted at the 3' end of the Ig coding sequence. The forward
oligonucleotide sequence was: 5’-

GAAGATCTCGCGTACGCACTAAACGCGCCCCCGGGGACCGCATCTACGTA
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Plasmid name

(Start) (Stop) (/lx)n
. s | plg

RSV-LTR Pre Ig Rabbit R-Globin

(Start) RVRTKR (Stop) (A)n

. e |
plgPfsAngll

RSV-LTR Pre Ig Pro fsAngll Rabbit R-Globin

(Start) RVRTKR (Stop) (A)n

OB\ Gl b - B plgfsAngll

RSV-LTR Pre Ig fsAngll SVv40

Figure 1. Diagram of the expression vectors plg (A), plgPfsAngll (B), and
plgfsAngll (C). Start, translational start codon (ATG); Stop, translational stop codon
(TGA); (A)n, location of polyadenylation signals. RVRTKR is a furin recognition
cleavage site; RSV-LTR, Rous sarcoma virus long terminal repeat
promoter/enhancer; Pre, signal peptide of human prorenin; Ig, mouse
immunoglobulin heavy chain fragment; Pro, portion of human prorenin prosegment;
fsAngll, frog skin angiotensin II; SV40, simian virus 40 T antigen splice and

polyadenylation signal.
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CACCCCTTTTGAGAATTCC-3". The entire coding sequence was placed in the
expression vector RSV-globin where it is under the transcriptional control of the
Rous sarcoma virus long terminal repeat promoter/enhancer (RSV-LTR). Transcribed
RNA is provided with an intron and polyadenylation signal from a portion of the

rabbit B-globin gene placed 3' of the fusion protein coding sequence (28).

The expression vector plgfsAngll (Fig. 1C) is constructed as pIgPfsAngll except that
the portion of the human prorenin cDNA encoding the first 35 amino acids of the
prosegment is missing and the 3' splice and polyadenylation signal comes from the
simian virus 40 T-antigen. All recombinant plasmid construction were verified by

DNA sequencing.

Binding of fsAngII to the Ang II AT, and AT, receptors: To test for binding to the
Ang IT AT, receptor, COS-1 cells were transfected with an expression vector for rat
AT,,. COS-1 cells were plated in 150 mm petri dishes and grown to confluence in
Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) supplemented with 5% (vol/vol.) fetal
calf serum and gentamicin at 10 pg/ml (GIBCO) in a humidified incubator (5% CO,,
95% air) at 37°C. The cells were transfected by the DEAE-Dextran method (31)
using a rat AT,, cDNA ((32); a gift from Dr. Tadashi Inagami) inserted into the
mammalian expression vector pCMVS5 (a gift from Dr. David Garbers). Cells were
collected 48 h after transfection and the membrane fraction was prepared for AT,

receptor binding assays.
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To test for fsAngll binding to the AT, receptor, PC12W cells, which naturally
express only the AT, receptor, were plated in 150 mm petri dishes and grown to
confluence in a mixture of Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM)
supplemented with 5% (vol/vol.) fetal calf serum, 10% heat inactivated horse serum
and gentamicin at 10 pg/ml (GIBCO) in a humidified incubator (5% CO,, 95% air) at

37°C.

Membranes were prepared from tranfected COS-1 cells or from confluent cultures of
PC12W cells by homogenization and centrifugation (33). Radioligand binding assays
to Ang II type 1 (AT,; from transfected COS cells) or type 2 (AT,; from PC12W
cells) receptors were carried out as previously described using **’I (Sar', Tle®) Ang II

as a ligand (34).

Biological activity of fsAngIl. For intracellular free calcium concentration ([Ca®™])
measurements, COS-1 cells transfected with the rat AT,, receptor were re-plated 24 h
after transfection onto laminin coated round glass coverslips (25 mm diameter) in
multi-well dishes. [Ca?'], measurements were performed 24 h after re-plating using
the ratiometric fluorescent dye fura-2AM according to previously described methods
(35,36). Briefly, cells were washed three times with 2 ml modified Hanks buffered
saline solution containing (mmol/1) 137 NaCl, 4.2 NaHCO,, 3 Na,HPO,, 5.4 KCL,
0.4 KH,PO,, 1.3 CaCl,, 0.5 MgCl,, 0.8 MgS0,, 10 glucose, 5 Hepes (pH 7.4). The

washed cells were loaded with fura-2AM (4 pmol/l) (dissolved in dimethyl
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sulphoxide with 0.02% pluronic F-127) and incubated for 25 min at 37°C. The loaded
cells were washed three times with the Hanks buffer and allowed to equilibrate at
room temperature for 15 min. [Ca’*]; was measured by fluorescent digital imaging
using the Axiovert 135 inverted microscope and Attofluor Digital fluorescence
System (Zeiss, Germany) us:ing double excitatory wavelengths of 343 nm and 380
nm. Video images of fluorescence at 520-nm emission were obtained using an
intensified CCD camera system (Zeiss, Germany) with the output digitized to a
resolution of 512 x 480 pixels. Fluorescence ratios were obtained by dividing, pixel
by pixel, the 343 nm image after background subtraction of the 380 nm image. Both
in vitro and in situ calibrations were performed according to our previously described
methods (36,37). Effects of varying concentrations of Ang II and fsAnglII (10 - 10”
mol/l) were determined in multiple cells. Cells were exposed to one concentration
only and repetitive determinations were not made. The maximum peak ratio recorded

was considered as the maximal response of the agonist.

Cleavage and secretion of the fusion protein in transfected rat pituitary GH,C1
cells. Rat pituitary GH,C1 cells were grown in a mixture of Dulbecco's modified
Eagle's medium (DMEM) supplemented with 5% (vol/vol.) fetal calf serum, 0.1%
serXtend (Irvine Scientific, CA), and gentamicin at 10 pg/ml (GIBCO) in a
humidified incubator (5% CO,, 95% air) at 37°C. GH,C1 cells, plated at 8 x 10° cells
per 35-mm dish, were transfected 20 h after plating with lipofectin (GIBCO) in

serum-free medium using 20 pg of plasmid DNA per dish. The cells were transfected



105

with an expression vector for fsAngll (pIgPfsAngll) or its control counterpart plg
(Fig. 1). After 48 h, cells were transferred to 12-well plates at a concentration of 4 x
10° cells/well. Twenty four hours later parallel wells of transfected cells were
depleted of methionine for 1 h in methionine-free Dulbecco's modified Eagle's
medium containing 10% dialysed fetal calf serum. The cells were then labeled for 30
min with 300 puCi of [*S]methionine/well, washed with complete medium, and
incubated for 2.5 h. Culture supernatants were immunoprecipitated with protein G-
agarose (Life Technologies, Inc.). Immunoprecipitated proteins were fractionated by

SDS-PAGE and gels were subjected to fluorography.

Expression of fsAnglI in transfected myocytes. Ventricular myocyte cultures from
4-day-old Sprague-Dawley rats (Charles River, St-Constant, Quebec, Canada) were
prepared as described elsewhere for atrial myocyte cultures (33). Twenty hours
before transfection, cardiac myocytes cells were plated at 1.5 x 10° per 35-mm
Primaria coated dish (Falcon). The cells were grown in complete serum-free medium
(CSFM-1, GIBCO) supplemented with 10% (vol/vol.) fetal calf serum and
ampicillin-streptomycin-fungizone (GIBCO) at 10 ug/ml in a humidified incubator
(5% CO,, 95% air) at 37°C. The cells were transfected with pIgPfsAngll or plg as a
control. For transfection, a DNA-calcium phosphate precipitate (250 pul) formed with
10 pg of plasmid DNA was added and the cells were incubated at 37°C. After 24 h
the medium was changed and the cells incubated an additional 48 h. Supernatants
were collected and cells were rinsed twice with PBS and sonicated in 2 ml of ice cold

extraction medium (5% formic acid, 15% trifluoroacetic acid, 10% hydrochoric acid,
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1% sodium chloride). Lysates were cleared by centrifugation and pellets were
retained for protein quantitation by the method of Bradford (38). Ang II content of
cell lysates and supernatants from transfected cardiac myocytes was extracted on
disposable octadecyl cartridges (Fisher Scientific, PA) and measured by RIA as
described elsewhere (39). An antiserum against Ang II (designated CD4) was used.
This antiserum displayed 50-60% cross-reactivity to fsAngll (Ala-Pro-Gly-
[lle’,Val’]-Ang II) purchased from Bachem California and less than 1% cross-

reactivity to Ang I (data not shown).

In vivo injection of DNA into rat hearts. This protocol was approved by the Care of
Experimental Animals Committee of Henry Ford Hospital and is in accordance with
federal guidelines. 250-300 g rats (Sprague-Dawley, Charles River, Kalamazoo,
Mich) were anesthetized, intubated and ventilated. Following thoracotomy, the heart
was injected with 95 g of DNA in 100 pl of phosphate-buffered saline as described
previously (40). Rats were randomly divided into two groups, one group receiving
injection of pIgPfsAngll and the other receiving plg as a control. These animals were
used to generate data on plasma Ang II levels, heart weight to body weight ratios, and
blood pressure. The two DNA constructions were also injected into a separate group
of rats for Northern blot analysis of injected hearts. Systolic blood pressure of
conscious rats was measured by the tail-cuff method. Four to seven determinations

were made for each rat. Measurements were made twice prior to DNA injection and
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on day 6 post-injection. All other parameters were determined at the time of sacrifice

(7 days post-injection).

Northern blot analysis. Total RNA was extracted by homogenization of hearts in
RNA STAT-60 (Tel-Test, Friendswood, TX). Northern blot analysis for atrial
natriuretic peptide (ANP) and GAPDH has been described previously (41). ANP

mRNA was quantitated using scanning densitometry of autoradiograms.

RESULTS

Receptor binding of fsAngll. Binding of frog skin Ang II (fsAngll) to the AT, Ang
II receptor was tested using membrane preparations from transfected COS-1 cells. As
shown in Figure 2A, binding of "1 labeled [Sar', 1le’] Ang II was completely
displaced with cold Ang II with an apparent K; of 0.66 + 0.25 nM. fsAngllI also
completely displaced the radiolabel, but the apparent affinity was approximately 43-
fold lower than that of Ang II. Losartan, an AT, -specific antagonist, completely
displaced binding, confirming that all of the receptors in this membrane preparation
are of the AT, subtype. Using membranes prepared from PCI2W cells, we have
determined that the fsAngll peptide also bound the AT, receptor with an affinity only
slightly lower than that of native Ang Il (apparent K, of fsAngll = 6.18 + 1.01 nM;

apparent K,; of Ang II = 1.94 £+ 0.30 nM) (Fig. 2B). PD123319, an AT),-specific
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Figure 2. (A) Binding of fsAngll to membrane preparations of AT, receptor-
transfected COS-1 cells. Values are the results of 3 independent experiments.
Calculated K, values are: (Sar',Ile®) Ang II, 0.33 + 0.19 nM; Ang II, 0.66 + 0.25 nM;
fsAngll, 28.3 + 11.0 nM; Losartan, 12.1 + 8.3 nM. (B) Binding of fsAngll to AT,
receptor in PC12W cell membrane preparations. Values are the results of 3
independent experiments. Calculated K, values are: (Sar',Ile®) Ang II, 0.59 + 0.40

nM; Ang I, 1.94 = 0.30 nM; fsAngll, 6.18 + 1.01 nM; PD123319, 61.5 £ 9.3 nM.
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antagonist, completely displaced binding in PC12W membranes, confirming that all
of the receptors in this membrane preparation are of the AT, subtype. Thus fsAngll
binds to both the AT, and AT, Ang II receptor subtypes; however, binding to the AT,

receptor occurs with roughly 40-fold less affinity than native Ang I1.

Biological activity of fsAngll. Intracellular free calcium concentration ([Ca*'])
measurements were conducted to determine the AT, receptor-mediated biological
response of cells to fsAngll (Fig. 3). Basal [Ca®*]; in AT,-transfected COS-1 cells was
76.5 £ 2 nmol/l (n = 36 experiments comprising 180 cells). Ang Il and fsAnglIl
induced a rapid and acute [Ca®*]; response which reached peak levels within 20 s after
addition of the agonist. Both peptides increased [Ca*]; in a dose-dependent manner,
with [Ca®"]; sensitivity to Ang II and fsAngll being similar (pD, for Ang II = 8.7 +
0.3; pD, for fsAngll = 8.6 + 0.7; pD, = -log [EC;, (mol/1)]). Ang II at concentrations
greater than 10° mol/l induced significantly larger [Ca*]; responses than
corresponding concentrations of fsAngll (Fig. 3A). The time course of [Ca®];
recovery to basal levels following agonist stimulation was significantly prolonged in
cells stimulated with fsAngll. Whereas Ang II induced [Ca™]; returned to near basal
levels within 300 s after the peak response, fsAngll-induced [Ca®], levels remained

persistently elevated above basal levels 300 s after the peak response (Fig. 3B).
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Figure 3. Biologic activity of fsAngll. Intracellular calcium mobilization in response
to Ang II or fsAngll was measured on AT, receptor-transfected COS-1 cells. (A).
Line graphs demonstrate dose-response curves for Ang I and fsAngll. Each data
point represents the mean + SEM of 4-6 experiments with each experimental field
comprising 5-10 cells. * p < 0.05; **p < 0.01 versus corresponding fsAngll
concentration using Student’s t-test. Calculated pD, values are: Ang II, 8.7 + 0.3;
fsAngll, 8.6 + 0.7. (B). Line graphs demonstrate the time-course of [Ca*']; recovery
following 10 mol/l agonist-stimulation. The peak response is set at time 0 s and
[Ca™); was measured at 30 s intervals thereafter. The peptide was added between -20
and -10 s. Values are expressed as means = SEM with each data point being the mean
of 3 experiments and each experimental field comprising 5-10 cells. *p < 0.05; *¥*p <

0.01 versus corresponding fsAngll concentration using Student’s t-test.



113

Expression of fsAngll in transfected cells. To achieve direct expression of
angiotensin peptides, an fsAngll-encoding peptide was linked to the 3’end of an
engineered secretory protein through a consensus cleavage site for furin, an
ubiquitous protease (Fig. 1). To test for cell-mediated release and cleavage of the
fsAngll fusion protein, GH4é1 cells were transfected with pIgfsAngll and its control
counterpart, plg, which lacks the fsAngll coding sequences. Immunoprecipitation of
the Ig fragment from cells transfected with either pIg or plgfsAngll shows that the
fusion protein detected in both cases migrated as a single band with pIgfsAngll
having a slightly higher molecular weight than the pIg counterpart (data not shown).
This result is consistent with a lack of cleavage of the fsAngll peptide from the Ig
fragment in this fusion protein. In the pIgfsPAngll construct, the 43 amino acid
human prorenin prosegment was inserted between the Ig fragment and the furin
cleavage site to act as a molecular "spacer" which would favor accessibility of the
furin cleavage site. Immunoprecipitation of the Ig fragment from GH,C1 cells
transfected with pIgPfsAngll shows two bands of similar intensity (Fig. 4, arrows).
Deduced molecular weights suggest that the higher band represents the intact fusion
protein and the lower band the Ig fragment linked to the prorenin prosegment
following removal of the fsAngll peptide. These results demonstrate that fsAngll can
be cleaved from an appropriate fusion protein in GH,C1 cells with an efficacy of

roughly 50% and be secreted into the extracellular space.
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Figure 4. Cleavage and secretion of the fusion protein in transfected cells. GH,C1
cells were transfected with the expression vectors plg and plgPfsAngll. Parallel wells
of cells were labeled for 30 min with [**S]methionine and chased 2.5 h. Culture
supernatants were immunoprecipitated with protein G-agarose and analysed by SDS-
PAGE and fluorography. The arrows denote the predicted size of the protein based on
coelectrophoresis of size markers (M) containing the fsAngll peptide (upper band)

and the protein from which it has been cleaved (lower band).
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To test for cardiocyte-mediated release of fsAngll, primary rat ventricular myocytes
were transfected with pIgPfsAngll and its control counterpart, pIg. Ang II content
from cell lysates and supernatants was measured by RIA (Table 1). Introduction of
plgPfsAngll into neonatal rat primary cardiocytes leads to expression of fsAngll.
fsAngll was detected both wi'thin the cells and in cell supernatant, demonstrating that
fsAngll can be cleaved from an appropriate fusion protein and be secreted into the

extracellular space.

Local expression of fsAngll in vive induces ANP mRNA, a marker of cardiac
hypertrophy. To test for in vivo synthesis and biological effects of fsAngll, either
plg or plgP{sAngll was directly injected into the apex of the rat cardiac ventricle. To
test whether expressed fsAngll had local or systemic biological effects in vivo, we
measured circulating plasma Ang II levels, blood pressure, heart weight and ANP
mRNA, a molecular marker of cardiac hypertrophy. Data in Table 2 shows that there
were no differences in the heart to body weight ratios and blood pressures of
plgPfsAngll- and plg (control)-injected rats. The plgPfsAngll-injected group also
had no significant elevation in plasma Ang II levels versus controls (data not shown).
To examine the effects of over-expression of fsAngll on ANP mRNA, total RNA was
isolated from the lower one-third of injected hearts (injection site and surrounding
apex and left ventricular free wall) and from the upper one third of the left ventricle
(control tissue, distal to injection area). ANP mRNA was induced 4-fold in the

plgPfsAngll-injected hearts as compared with the plg-injected hearts (Fig. SA and B;



Table 1. Ang II values from transfected neonatal rat cardiocytes

Transfected  Supernatant

Total supernatant Cell Ang II Total cell
plasmid AngII Ang IT Ang Il
pg/ml pg pg/mg protein pg
plg 0.87 20.99 2.70 4.11
plgPfsAngll 8.13 195.19 31.27 21.22

Cell lysates and supernatants were collected after 48 h of incubation

and Ang II content extracted before radioimmunoassay.
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Table 2. Summary of physiological changes following expression vector

injection in rat hearts

Rats injected with Rats injected with

plg plgPfsAngll
Systolic BP (mmHg) 125.8 + 8.0°~° 129.5+7.0°¢
Heart wt\Body wt. (mg/g) 2.8+0.1"° 3.0+0.1"°¢
Left vent. wt\heart wt. (g/g) 0.73 £0.02"* 0.70 +0.01""*
Left vent. wt\body wt. (mg/g) 21 XA~ 22 I

Systolic BP was measured six days post-injection. All other parameters were
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measured seven days post-injection. BP, blood pressure; wt, weight; vent., ventricle.

Values are means + SEM.
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Figure 5. Ventricular ANP mRNA expression seven days post-injection of rat hearts
with pIg or plgPfsAngll. (A) Representative autoradiograph of ANP mRNA from
Northern Blot hybridizations. mRNA was isolated from the apex and the lower 1/3 of
the left ventricle free wall (injection area) of different hearts injected with the
designated plasmid. (B) Densitometry of ANP mRNA. Densitometry was used to
quantify the hybridization signals depicted in Fig. 5A. ANP mRNA was corrected for
differences in total amount of RNA loaded per lane by comparison with the signal for
GAPDH mRNA. Each bar represents the mean = SEM of 8 hearts. **p < 0.01 (Mann-
Whitney non-parametric test) ANP mRNA in plgPfsAngll-injected group compared

to ANP mRNA of plg (control)-injected group.
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P < 0.01, n=_8). Enhanced ANP gene expression was not detected from the upper one
third of the left ventricle of pIgPfsAngll- and plg-injected hearts (data not shown).
Thus, our data suggest that local over-expression of fsAngll in cardiac myocytes
leads to a highly localized induction of ANP mRNA, a molecular marker of cardiac

hypertrophy.
DISCUSSION

We have engineered a fusion protein that leads to the direct release of an Ang II
analog within transfected tissues. The angiotensin peptide used in this study is
released by a single cleavage, effected by the processing protease furin, leading to the
constitutive secretion of the released peptide. Furin, a mammalian homologue of the
yeast precursor-processing Kex2 endoprotease, is a (Golgi-anchored convertase
expressed in all examined tissues and cell lines (42-44). Sequence requirements for
efficient processing of precursors by furin have been extensively studied and the
RXRXKR amino acid combination located from position -6 to -1 relative to the
cleavage site has been shown to lead to the higher cleavage efficiency in cultured
cells (29,30). fsAngll, Ala-Pro-Gly-[Ile’>,Val’]-Ang II, is an undecapeptide isolated
from the skin of the Australian frog Crinia georgiana (21), which was chosen
because its N-terminal alanine residue is a good substrate for efficient processing by
furin (23). Our results show that efficient cleavage and secretion of fsAngll from the

fusion protein requires the presence of a molecular "spacer" between the Ig fragment
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and the angiotensin peptide presumably due to steric constraints near the cleavage
site. The choice of the prorenin prosegment as a "spacer" was dictated by our
previous success with the engineered furin cleavage in this peptide (27). The presence
of the Ig fragment in the fusion protein allows for a rapid assessment of cleavage
efficiencies with various pel;tide—containing fusion proteins in cell cultures (Fig. 4
and data not shown) by the simple use of protein A- or G-coupled matrices. Evidence
for the cleavage-mediated release of fsAngll peptide is also provided by the finding
that introduction of pIgPfsAngll into primary cultures of rat neonatal ventricular
myocytes leads to intracellular accumulation and secretion of immunoreactive

fsAngll (Table 1).

Our results demonstrate that fsAngll binds to both the AT, and AT, Ang II receptor
subtypes. While fsAngll binds the AT, receptor with a similar affinity to that of
mammalian Ang II (native Ang IT), binding to the AT, receptor, which is thought to
mediate most of the cardiovascular effects of Ang II (34,45), occurs with 40-fold
lower affinity than native Ang II (Fig. 2A). However, even though fsAngll binding
elicits only approximately 65% of the AT, receptor-mediated release of intracellular
calcium, its duration of action on target cells is significantly longer than that of native
Ang II (Fig. 3). The combination of these properties may explain the apparent
similarities in effective biological concentrations of Ang II and fsAngll on

transfected cells. Indeed, Khosla and Bumpus have previously reported that the
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pressor activity of the synthetic fsAnglIl in rats was 90.6 £ 5.0% of that of human

Ang I (22).

Our in vivo injection experiments, using plgPfsAngll-injected rat cardiac ventricles,
demonstrate for the first time that an engineered fusion protein precursor (Ig-
prosegment-fsAngll) can be processed to a mature peptide (fsAngll) in vivo and have
local biological effects. We are unsure as to the origin of the cells secreting the
fsAngll peptide in injected hearts as immunostaining for either the Ig or angiotensin
peptides was iconclusive (perhaps due to a low level of expression and/or the rapid
secretion of the fusion protein from the cells). However, as the viral
promoter/enhancer used in our expression vector has a broad cell specificity, it could
conceivably be expressed in either cardiac myocytes or fibroblasts. Analyses of
injected rats revealed no significant differences in blood pressure, total heart weight
to body weight ratios (Table 2) or in circulating Ang II levels (data not shown)
between the control and pIgPfsAngll-expressing groups. In contrast to the absence of
systemic fsAngll effects, fsAngll induced a significant increase in ANP mRNA
levels in the injected portion of the heart (Fig. 5). Enhanced ANP gene expression
was not detected distal to the injection site. Coupled with the failure to detect an
increase in heart to body weight ratios, these data suggest that the expression of
fsAnglI is highly localized to cells along the injection site. These data support the in
vitro results of Sadoshima et al. (46) who demonstrated the autocrine effects of Ang

IT in cardiac myocyte hypertrophy in vitro and demonstrate that in vivo local over-
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expression of fsAngll in the rat heart leads to a highly localized cardiac hypertrophic

phenotype.

In conclusion, we have described a novel expression vector which can serve as an
alternative to co-expressing all the components of the RAS to generate Ang II. This
type of approach could also be extended with the use of tissue-specific genes in

transgenic animals to test the importance of other bio-active peptides on organ

physiology.
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RESULTATS ADDITIONNELS ET DISCUSSION

5.1 Evaluation du minigéne de la tyrosinase comme marqueur visuel pour

I'analyse de souris transgéniques

Le chapitre 2 décrit la caractérisation du minigéne de la tyrosinase comme marqueur
de la présence et de l'intensité d'expression d'un transgene d'intérét co-injecte, de
méme que pour l'identification de souris homozygotes et double-transgéniques. Cet
outil s'est avéré d'une grande utilité pour alléger la tiche d'analyse des souris double-
transgéniques faisant 1'objet de I'étude décrite au chapitre 3. Ainsi I'analyse d'ADN de
queues de souris par PCR a été effectuée seulement a partir de souris prétendues
positives d'apres leur pigmentation, €liminant la nécessité d'analyser un bon nombre
de souris prétendues négatives d'apres leur pigmentation. De nouvelles lignées de
souris transgéniques ont été produites suite a la publication de I'article concernant
l'utilisation du minigéne de la tyrosinase et ont permis de poursuivre sa
caractérisation quant a son utilitt comme indicateur du niveau d'expression du
transgeéne d'intérét. Un tableau mettant en paralléle l'intensité de pigmentation de
chacune des lignées étudiées et le niveau d'expression du transgéne d'intérét

déterminé par RNase protection est présenté (Tableau 5.1).

Une bonne corrélation est généralement observée entre les niveaux d'expression des
deux transgénes, celle-ci étant particuliérement évidente lorsqu'il y a absence

d'expression. Les deux transgénes co-injectés sont exprimés dans des types cellulaires
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Table 5.1 Relative expression of the tyrosinase minigene and different transgenes of

interest (TOI)

Line Pigmentation Relative intensity Relative level of
phenotype of pigmentation TOI expression

33 Dark +++ 4

50 Dark ++ +++

53 Dark -+ -

34 Mottled + ++

53 Himalayan ++ ++

3 Himalayan + +

40 Himalayan I +/-

51 Light + +

37 Light + -

45 Albino - +/-

49 Albino - +/-

38 Albino - =

39 Albino - —

Expression of the tyrosinase minigene is divided in two categories; qualitative
including the pigmentation phenotype (i.e. albino, dark, light, mottled, and
himalayan) and quantitative (as displayed by + and - signs) to define the relative
pigmentation intensity of the different lines. Level of expression of the TOI,

quantitated by RNase protection assay, is displayed in the right-hand column.



133

différents, soit les somatotropes pour les différents transgenes d'intérét et les
mélanocytes pour le minigéne de la tyrosinase. Il est vraisemblable que les transgénes
co-injectés soient intégrés 4 un site unique dans la chromatine et que la corrélation
entre les niveaux d'expression des deux transgénes indiquent que le site d'intégration
se comporte de fagon similaire quant & son accessibilité aux facteurs de transcription
dans les deux types cellulaires. Il est possible que l'utilisation du minigéne de la
tyrosinase avec des génes d'intérét ciblés dans d'autres types cellulaires ne se
traduisent pas par des niveaux d'expression comparables. Cependant, le haut degré de
corrélation observé dans cette étude lorsqu'il y a absence d'expression suggére que la
chromatine, lorsque inaccessible, le demeure probablement dans tous les types

cellulaires.

5.2  Activité tissnlaire de la prorénine humaine dans un modéle de souris

transgéniques

Le chapitre 3, concernant I'activité de la prorénine humaine dans un tissu, constitue la

majeure partie de cette thése et est discuté plus longuement dans cette section.

5.2.1 Dosage des angiotensines

Des souris transgéniques exprimant l'angiotensinogéne humain ont été croisées avec

différentes lignées de souris transgéniques exprimant soit la prorénine humaine ou

des mutants du site de clivage du prosegment de la prorénine afin de produire de la
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rénine active ou de la prorénine non clivable. L'expression des différents transgeénes
est ciblée dans I'hypophyse antérieure et 1'évaluation du contenu hypophysaire en Ang
I (produit de la réaction de la rénine sur son substrat, 'angiotensinogéne) des souris

double-transgéniques révele l'activité enzymatique des différentes prorénines.

L'Ang 1 est détectable dans les hypophyses de la lignée simple-transgénique
d'angiotensinogene, alors qu'elle est non détectable dans les hypophyses de toutes les
lignées exprimant uniquement une des trois constructions de prorénine, de méme que
dans les hypophyses provenant de souris non transgéniques . Ce résultat est inattendu.
En effet, étant donné la spécificité d'espéce de la rénine, il semblait peu probable a
priori que la rénine endogeéne présente dans I'hypophyse de souris, convertisse
I'angiotensinogéne humain, qui posséde un site de clivage différent du substrat
endogéne (leucine'’-valine'' vs leucine'®-leucine''). Différents groupes ont utilisé une
approche de double-transgéniques afin de générer un SRA humain circulant chez le
rat ou la souris (39-41). Aucune de ces études ne donne lieu a un phénotype
hypertendu ou & la production d'Ang I et d'Ang II plasmatiques chez les simple-
transgéniques vraisemblablement a cause de la spécificité d'espece de la reaction
rénine-angiotensinogene déja établie in vitro (169). Cependant, étant donné que la
spécificité vient d'une différence d'affinité et de la vitesse de catalyse de la réaction
enzymatique, il n'est pas exclu que 'enzyme de souris convertisse le substrat humain
dans le contexte de 1'hypophyse. Il est aussi possible qu'une autre enzyme que la
rénine présente dans l'hypophyse de souris effectue la conversion de

'angiotensinogéne humain. A cet effet, les études de recombinaison homologue du
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gene de la rénine chez la souris seront informatives quant & la possibilité d'une
activité enzymatique indépendante de la rénine sur l'angiotensinogéne endogéne.
Certaines souches de souris possédent deux génes codant pour la rénine, Ren-I/d et
Ren-2, et les résultats de recombinaison homologue publiés 4 ce jour concernent la
mutation des deux génes individuellement (31,170). La détection d'Ang I dans le
plasma ou dans les tissus des double-mutants démontrerait 1'activité d'une enzyme
autre que la rénine utilisant l'angiotensinogéne endogéne comme substrat. Ce résultat
ne pourrait cependant étre extrapolé relativement au substrat humain mais justifierait

certainement une étude plus approfondie.

Alors que le dosage de 1'Ang I dans les hypophyses de souris trangéniques donne des
résultats reproductibles et significativement plus élevés que le contrdle, le dosage de
I'Ang II hypophysaire n'a pu étre utilisé pour cette étude. Un méme échantillon
d'hypophyses analysé¢ par chromatographie liquide & haute performance, dont les
fractions d'élution contenant 1'Ang I et I'Ang II sont ensuite dosées par
radioimmunoessai, donne des valeurs élevées d'Ang I, alors que les valeurs d'Ang II
sont & la limite du seuil de détection. L'Ang I humain et de souris ont la méme
séquence d'acides aminés et devraient donc étre également converties en Ang II par
I'ECA endogene. 11 est possible que I'ECA soit limitante dans I'hypophyse de souris
et/ou que 1'Ang II produite ne soit pas détectable a cause d'une demi-vie trop courte

ou encore parce qu'elle est immédiatement diluée et entrainée dans la circulation.
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Il n'y a pas d'augmentation de la concentration d'Ang I dans le plasma des souris
transgéniques et la prorénine et la rénine humaines n'y sont pas détectables (résultats
non présentés). Le choix de I'hnypophyse comme tissu exprimant les transgenes a été
dicté par le fait qu'un promoteur spécifique a ce tissu, le promoteur de 1'hormone de
croissance de rat, permet une expression uniquement dans les cellules de I'hypophyse
antérieure, évitant ainsi une expression multi-tissulaire des transgenes (171). Une
étude d'immunohistochimie sur des coupes sériées dhypophyse de souris
transgéniques a démontré que la rénine est co-localisée dans le méme type cellulaire
que I'hormone de croissance, alors qu'une étude de I'expression des messagers de la
rénine et de l'angiotensinogéne humains par RNase protection a démontré que les
transgénes ne sont pas exprimés de fagon ectopique dans le cerveau, le foie, le rein et

le coeur (résultats non présentés).

5.2.2 Mécanisme d'activation de la prorénine tissulaire

Les souris exprimant & la fois I'angiotensinogéne humain et la prorénine humaine
dans I'nypophyse produisent de 1'Ang I dans ce tissu, sans qu'il y ait clivage du
prosegment de la prorénine. La structure tridimensionnelle de la prorénine n'est pas
encore connue, mais par déduction a partir de la structure connue de la rénine
humaine et par analogie avec la structure d'une aspartyl protéase telle que le
pepsinogeéne humain, il est prédit que le prosegment de 43 acides aminés recouvre le
site actif de I'enzyme et le maintient dans un état inactif en empéchant l'accés du

substrat (172). Cette prédiction est étayée par le fait que la présence d'une grande
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quantité de fragments peptidiques du prosegment inhibe in vitro la conversion de
I'angiotensinogene en Ang I par la rénine (173). In vitro, l'activation de la prorénine
est obtenue selon trois approches différentes: i) l'enlévement protéolytique du
prosegment par une convertase de type sérine protéase géneére de la rénine active; ce
type d'activation est produit .dans le rein, source de rénine active dans la circulation
(51); ii) I'acidification de la prorénine (pH 3,3) produit une activation réversible et a
un niveau comparable & celle produite par protéolyse (174,175); iii) le froid (0°C)
produit aussi une activation réversible de la prorénine, mais a un niveau de 15 a 25%

relativement a 'activation produite par protéolyse (89,176).

11 est prédit qu'une activation de type non protéolytique ne se produit pas une fois la
prorénine sécrétée dans la circulation. Chez les individus ayant subi une
néphrectomie bilatérale, la sécrétion de rénine active est abolie et la prorénine
toujours détectable dans le plasma de ces patients ne posséde aucune activité
(55,81,167,168). Cette observation concorde avec les résultats d'études démontrant
que des injections de prorénine humaine recombinante dans la circulation de singes
ne produisent pas d'effets résultant d'une activation de la prorénine injectée. Ainsi,
une injection d'une quantité modérée de prorénine humaine pendant 40 minutes
(177), ou une injection rapide d'une grande quantité de prorénine humaine (178),
provoquant des augmentations du contenu en prorénine circulante de quatre et cent
fois respectivement, ne produisent aucune augmentation significative de l'activité

rénine plasmatique, du contenu plasmatique d'Ang II, de la pression sanguine, des
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battements cardiaques, du taux de filtration glomerulaire, du débit du plasma rénal ou

de la quantité de sodium et de potassium urinaire.

A la différences des conditions physiologiques retrouvées dans la circulation, les
conditions physiologiques tissulaires pourraient étre favorables & une activation de
nature non protéolytique de la prorénine. Nous avons proposé I'hypothése d'une
activation de la prorénine tissulaire induite par un pH tissulaire relativement plus
acidique que celui du plasma. Des alternatives différentes ont aussi été proposées par
d'autres chercheurs. Sealey et ses collaborateurs ont suggéré la présence d'un
récepteur spécifique a la surface des cellules liant 1a prorénine et exposant le site actif
de l'enzyme de fagon réversible (89,179). Heinrikson et ses collaborateurs ont
démontré qu'aprés le passage d'une préparation de prorénine sur une colonne
d'affinité retenant la rénine active, la préparation de prorénine purifiée (non liée a la
colonne et totalement inactive) retrouvait aprés plusieurs heures un faible
pourcentage d'activité (5 a 10%) a pH 6,5 et 37°C (175). Ils ont aussi décrit la
capacité d'un inhibiteur du site actif de la rénine a lier en 24 heures de la prorénine
purifiée in vitro. Ils ont émis 'nypothése qu'une certaine flexibilité du prosegment de
la prorénine existerait in vivo donnant lieu a un équilibre entre une forme majoritaire
mnactive qualifiée de fermée, et une forme minoritaire active qualifiée d'ouverte. Dans
la forme fermée, le prosegment serait 1i¢ au site actif de I'enzyme, alors que dans la
forme ouverte le prosegment serait mobile, se détachant constamment du corps de
l'enzyme. A l'image de l'inhibiteur utilisé in vitro, le substrat naturel de l'enzyme

compétitionnerait avec le prosegment pour l'accés au site actif de la prorénine.
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L'équilibre entre la forme fermée et ouverte serait dependant de la température et du
pH, le froid et l'acidité favorisant la forme ouverte. Derkx et ses collaborateurs ont
aussi énoncé I'hypothése d'une forme ouverte de la prorénine favorisée par un pH
acide en utilisant un essai direct de reconnaissance de la rénine (180). Ils ont
démontré qu'un anticorps monoclonal reconnaissant la rénine plasmatique, mais non
la prorénine inactive, liait la prorénine a 94% si le plasma était acidifié, mais
seulement a 8% a pH 7,4 et 37°C, et & des degrés variables (40 a 90%) lorsque la
prorénine interagit avec différents inhibiteurs de la rénine, confirmant les études
précédentes sur l'activation de la prorénine mesurée par essai indirect (activité

enzymatique).

Cette capacité de la prorénine a adopter une forme ouverte active n'est pas inattendue
lorsque placée dans le contexte de l'activation des proenzymes de type aspartyl
protéase, auquel appartient la prorénine. Certaines de ces proenzymes, telles le
pepsinogeéne et la progastricsine, ont la propriété de s'autoactiver et de cliver leur
prosegment respectif de 44 et 43 acides aminés localisé en position N-terminale.
Cette activité implique une transition vers un état intermédiaire dans lequel les
proenzymes exercent une activité enzymatique sur elles-mémes. Le mécanisme
initiant le changement conformationnel de ces proenzymes est le contact avec le
milieu acide de l'estomac (181). La prorénine n'exerce pas d'autocatalyse sur son
prosegment, mais la transition vers un état intermédiaire, potentiellement induite par
l'acidité de son environnement, lui permettrait peut-étre d'exercer une activité

catalytique sur son substrat.
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5.2.3 Autres modeles d'expression de la prorénine

Des modéles d'animaux transgéniques pour lesquels l'expression de la prorénine
produit un phénotype pathophysiologique sont aussi indicatifs d'une activation non
protéolytique de 1'enzyme. tIn premier modéle de rats transgéniques, exprimant le
géne Ren-2 de la rénine de souris, implique la contribution des SRA tissulaires dans
le développement de 1'hypertension (182). Ces rats expriment le géne de la rénine de
souris dans de nombreux tissus dont, notamment, la surrénale ou les niveaux
exprimés sont les plus élevés de tout l'organisme. Alors que les niveaux plasmatiques
de rénine active, d'angiotensinogéne, d'Ang I et d'Ang II ne sont pas augmentés (ils
sont tous abaissés a l'exception de celui de l'angiotensinogeéne), les rats adultes
accusent une sévére hausse de la pression sanguine (182) et développent des
complications pathologiques (Iésions rénales, hypertrophie cardiaque et vasculaire)
(183). La rénine rénale ne peut étre mise en cause, son expression étant supprimeée.
Toutefois, le seul composant du SRA circulant fortement surexprimé par
l'introduction du géne Ren-2 est la prorénine, sa concentration plasmatique étant
haussée par un facteur de 40 (184). Ce modéle de rats transgéniques hypertendus
implique Ia contribution d'un SRA tissulaire possiblement par l'intermédiaire de la
prorénine. L'expression multi-tissulaire du transgéne est un handicap majeur dans ce

modéle relativement a l'identification du SRA tissulaire précis contribuant au

phénotype produit.
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Un second modéle de rats transgéniques exprimant aussi le géne Ren-2 de la souris
mais uniquement dans le foie a par la suite été produit (185). Une hypertrophie
cardiaque et des Iésions rénales importantes sont associées a la hausse par un facteur
de 500 de la concentration plasmatique de la prorénine, sans augmentation
concordante de la rénine plasmatique et de la pression sanguine chez les rats
transgéniques males. De plus, l'activité de la rénine rénale est supprimée. Les rats
transgéniques femelles démontrent une hausse de la concentration de prorénine
plasmatique par un facteur de trois seulement sans autres phénotypes associés. Dans
ce modele, la surexpression de prorénine & un seuil critique serait donc impliquée
dans le développement de pathologies tissulaires indépendamment de I'hypertension.
L'Ang I et I'Ang 1I hépatiques n'ont pas €té dosées dans cette étude. Par extrapolation
de nos résultats démontrant une activité enzymatique de la prorénine dans
I'hypophyse des souris transgéniques, il est vraisemblable que le phénotype décrit
lorsque la prorénine est exprimée dans le foie résulte de l'activation locale de la
prorénine (sans clivage du prosegment) et subséquemment de la conversion de

I'angiotensinogene synthétisé en abondance dans ce tissu.

Enfin, chez I'humain, une surexpression de prorénine est aussi associée a des
dommages au niveau des organes. Des patients diabétiques développent parfois des
maladies vasculaires telles qu'une détérioration de la fonction rénale et une
rétinopathie. Ces éveénements sont associés a des niveaux élevés de prorénine
plasmatique (augmentation par un facteur de 5 relativement au plasma normal) et a

des niveaux faibles de rénine plasmatique (55,164,186). Des événements
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physiologiques normaux sont aussi associés a des augmentations de la concentration
de prorénine plasmatique sans augmentation concordante de celle de la rénine
plasmatique: elle double au moment de l'ovulation et augmente par un facteur de 10
au premier trimestre de la grossesse. L'implication de cette stimulation demeure

énigmatique a ce jour.

Toutes ces observations soutiennent I'hypothése d'une activation de la prorénine sans
clivage du prosegment in vivo et de sa participation & des fonctions physiologiques et
pathophysiologiques indépendamment de la rénine. Il est intéressant de faire une
comparaison entre ces modeles de surexpression de la prorénine et les résultats cités
précédemment suite 4 I'injection d'une quantité considérable de prorénine dans la
circulation de singes (177,178). Alors qu'une augmentation de courte durée de la
prorénine dans la circulation de singes ne génere pas de phénotype attendu suite a une
activité rénine, une surexpression de longue durée dans les tissus d'un animal
transgénique entraine des pathologies tissulaires sans augmentation concordante de la
rénine active dans la circulation. Comment expliquer les résultats différents découlant
de ces deux approches? Deux possibilités sont a considérer. Tel que mentionné
précédemment, les conditions physiologiques tissulaires pourraient, a la différence de
celles retrouvées dans la circulation, étre favorables a une activation de nature non
protéolytique de la prorénine, ou un facteur inhibant son activation pourrait &tre
présent dans le plasma. Les animaux transgéniques exprimant la prorénine dans un
tissu arborent ainsi un phétotype suite a l'activation tissulaire non protéolytique du

zymogene, alors que l'injection de prorénine dans la circulation est sans effet. Une
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seconde possibilité est la durée de I'expression de la prorénine dans l'organisme. Il est
vraisemblable qu'une injection de courte durée de prorénine dans la circulation
(bolus) ne génére pas de phénotype observable, alors qu'une expression de longue
durée aurait permis d'atteindre un niveau d'activation critique de la prorénine et, par
conséquent, produit un i)hénotype distinct. En contraste avec les effets
physiologiques rapides produits par la rénine, la participation de la prorénine serait
plutdt significative a long terme. Cependant, une activité rénine n'est toujours pas
détectable dans le plasma de patients ayant subi une néphrectomie bilatérale méme de
nombreuses années aprés la chirurgie (168). Dans ce modéle la prorénine est
exprimée a long terme en absence de rénine, mais a des niveaux tout de méme
inférieurs a la normale. A la lumiére de ces résultats, la premiére possibilite
considérant les différences possibles entre les tissus versus le plasma est favorisee
comme mécanisme expliquant l'activation non protéolytique de la prorénine

tissulaire.
5.2.4 Conclusion

Les SRA circulant et tissulaires cohabitent dans I'organisme des mammiféres et il est
vraisemblable qu'ils se partagent des fonctions communes. Alors que les multiples
composants du SRA circulant sont sécrétés (angiotensinogene, rénine), convertis
(Ang I, Ang II), ou accessible (ECA) dans la circulation, les SRA tissulaires
produisent in situ la majorité des protéines du systéme. L'Ang I circulante atteint les

nombreux organes-cibles du systéme par la voie sanguine, alors que I'Ang II tissulaire
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exercerait un effet local, a proximité de son site de formation. Bien que le SRA
circulant démarre la cascade enzymatique menant a la production d'Ang II via la
rénine activée et sécrétée par le rein, les SRA tissulaires ne semblent pas posséder
cette capacité protéolytique menant a la conversion de la prorénine en rénine.
Plusieurs alternatives ont é’té invoquées afin d'expliquer la production d'Ang II
tissulaire. Nous avons démontré que la prorénine humaine exprimée dans un tissu
pouvait étre enzymatiquement active sans clivage du prosegment et proposons cette
alternative comme prémisse du caractere fonctionnel des SRA tissulaires. Ces
systémes contribueraient aux effets physiologiques et pathophysiologiqueé déja
associés au SRA circulant. Pourquoi une telle duplication? Alors que le SRA
circulant a la faculté de répondre trés rapidement aux variations de pression sanguine
et d'homéostasie, en particulier via la modulation de la sécrétion de la rénine par le
rein, les SRA tissulaires offiiraient une réponse tonique. Dans ce contexte, une
activation plus lente de la prorénine tissulaire est acceptable. Le fait que cette réponse
est prétendue locale justifie la duplication des systémes. En contraste avec la
production d'Ang II circulante qui atteint par la suite tous les organes de 'organisme,
I'Ang II produite localement n'influencerait qu'un tissu a la fois, offrant l'avantage
d'une modulation fine du tissu concemé, sans effet systémique indésirable sur les
autres tissus de l'organisme. De plus, il est postulé que certains SRA tissulaires
promouvoient des fonctions indépendantes du SRA circulant, justifiant ainsi leur

duplication a un site précis de I'organisme.



145

5.3 Ciblage tissulaire des peptides d'angiotensine

Le chapitre 4 décrit 'utilisation d'une protéine de fusion afin de cibler I'Ang II de
peau de crapaud dans un tissu suite a son clivage de la protéine de fusion par la
furine. L'efficacité de cette approche a été validée in vivo par la démonstration de
I'induction d'un marqueur d'hypertrophie cardiaque via 'expression transitoire d'Ang
IT dans le coeur de rat, en absence d'effets systémiques. La présence d'une alanine en
position N-terminale de la séquence d'acides aminés de 1'Ang II de peau de crapaud
rend ce peptide favorable au clivage de la protéine de fusion par la furine, ce qui
justifie son utilisation. Cette approche a aussi été utilisée avec succes par la suite afin
de produire les peptides d'Ang II et d'Ang IV humains. Les études de caractérisation
du site de clivage reconnu par la furine, qui ont été réalisées sur plusieurs mutants du
site, ont identifi¢ les acides aminés alanine et sérine en position P1' du site de clivage
comme ¢étant favorables au clivage du substrat par l'enzyme, alors que les acides
aminés leucine, isoleucine et valine ont été identifiés comme étant défavorables
(187). L'Ang IT humain, un octapeptide, contient un acide aspartique en position N-
terminale de sa séquence d'acides aminés. La présence d'un acide aspartique en
position P1' du site de clivage de la furine n'avait pas été caractérisée lors des études
déterminant les acides aminés favorables au clivage par la furine. Une construction
identique a celle décrite au chapitre 4 pour 1'Ang II de peau de crapaud, mais codant
plutdt pour I'Ang II humain (vecteur pIgPAnglIl), a été transfectée dans des cellules
GH,C1 et le fragment d'immunoglobuline de la protéine de fusion sécrété dans le

surnageant cellulaire a ¢teé immunoprécipité (Figure 5.1).
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Figure 5.1 Cleavage and secretion of the fusion proteins in transfected cells. GH,C1
cells were transfected with the expression vectors plg, pIgPAnglV, plgPAngll or
plgPfsAngll. Parallel wells of cells were labeled for 30 min with [*S]methionine and
chased 2.5 h. Culture supernatants were immunoprecipitated with protein G-agarose
and analysed by SDS-PAGE and fluorography. The arrows denote the predicted size
of the protein based on coelectrophoresis of size markers (M) containing the Ang IV,
Ang II or fsAngll peptide (upper band) and the protein from which it has been

cleaved (lower band).
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Pour fin de comparaison, le plasmide-contrdle codant pour le fragment
d'immunogloguline (vecteur plg) et le plasmide codant pour la protéine de fusion
contenant I'Ang II de peau de crapaud (vecteur pIgPfsAngll) ont aussi été transfectés.
Dans ce systeme l'efficacité de clivage de I'Ang II de peau de crapaud est évaluée a
environ 50%, la bande inférieure migrant selon le poids moléculaire du fragment
d'immunoglobuline lié au prosegment de la prorénine (réle d'espaceur), alors que la
bande supérieure correspond au poids moléculaire de la protéine de fusion intacte
contenant le peptide d'Ang II de peau de crapaud. La présence de deux bandes dans le
puits correspondant & l'immunoprécitation des surnageants de cellules ayant été
transfectées avec le plasmide codant pour I'Ang II humain démontre que cette
protéine de fusion est aussi clivée et sécrétée. L'efficacité de clivage de I'Ang II
humain est évaluée a environ 70%. La présence d'un acide aspartique en position P1'
du site de reconnaissance de la furine est donc nettement favorable au clivage par la

furine dans ce systéme.

L'Ang IV humain, un hexapeptide, contient une valine en position N-terminale de sa
séquence d'acides aminés. Cet acide aminé a été identifié comme étant défavorable au
clivage par la furine. Afin de contourner ce probléme, une alanine a été ajoutée a
I'extrémité N-terminale du peptide d'Ang IV. Cet acide aminé est a la fois favorable
au clivage par la furine et devrait €tre éliminé in vivo par les aminopeptidases afin
d'asurer la conversion du peptide en Ang IV. Une construction identique a celle
décrite au chapitre 4 pour I'Ang II de peau de crapaud, mais codant plut6t pour 'Ang

IV humain (vecteur pIgPAnglV), a été transfectée dans des cellules GH,C1 et le
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fragment d'immunoglobuline de la protéine de fusion sécrété dans le surnageant
cellulaire a été immunoprécipité (Figure 5.1). Cette protéine de fusion est aussi clivee
et sécrétée et l'efficacité de clivage de 1'Ang IV humain dans ce systéme est évaluce a
environ 50%. Ces deux constructions, aprés plus ample caractérisation, seront
utilisées afin d'étudier le rdle de I'Ang 11 et de I'Ang IV produites localement dans des
tissus via la génération de souris transgéniques. L'intérét premier de cette approche
est de cibler directement le produit d'une cascade enzymatique et d'éviter de devoir
exprimer tous les composants du systéme. L'expression transitoire de I'Ang II de peau
de crapeau dans le coeur de rat a produit un effet biologique local en absence d'effets
systémiques. Si I'expression des transgénes tout au long de la vie de I'animal
transgénique s'exerce aussi de fagon strictement locale, il est alors possible de

discriminer les effet systémiques et les effets tissulaires du SRA.

5.4  Perspectives

Les outils développés au cours de cette theése (identification visuelle de souris
transgéniques et ciblage de peptides), de méme que le modéle de souris transgéniques
produit, ont le potentiel de servir d'ébauches a de nouveaux projets de recherche pour

I'étude des SRA tissulaires.

1. De nouvelles lignées de souris transgéniques exprimant la rénine humaine dans le
foie ont été produites en utilisant la stratégie de co-injection du minigene de la

tyrosinase décrite au chapitre 2. Il serait intéressant de poursuivre la comparaison
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des niveaux d'expression du transgéne d'intérét avec l'intensité de pigmentation
induite par l'expression de tyrosinase. Il serait ainsi possible de vérifier si la
corrélation entre l'expression des deux transgénes co-intégrés dans les cellules de
l'organisme est toujours élevée lorsque le transgene d'intérét est exprimé dans un

nouveau type cellulaire, les hépatocytes.

Des lignées de souris transgéniques exprimant la rénine humaine dans le foie
(sécrétée dans le sang) ont été produites afin d'étudier la captation tissulaire de la
protéine circulante. Les études d'immunohistochime effectuées sur les différents
tissus de ces souris indiquent que la protéine est présente dans le coeur. Afin de
démontrer la captation de I'enzyme, l'angiotensinogéne humain sera ciblé dans le
coeur de nouvelles lignées de souris transgéniques qui seront par la suite croisées
avec les lignées exprimant la rénine humaine dans le foie. La méthode développée
au chapitre 3 (chromatographie liquide a haute performance et radioimmunoessai)

sera a nouveau utilisée afin d'évaluer la production d'Ang I cardiaque.

Les aspects physiologiques du modéle de souris double-transgéniques co-
exprimant la prorénine et l'angiotensinogene humains dans I'hypophyse n'ont pas
été caractérisés au chapitre 3, le but du projet de recherche étant plutét d'étudier
l'activité enzymatique de la prorénine in vivo. Il s'avére toutefois que certaines
lignées de souris double-transgéniques ont un comportement hyperactif et
nettement agressif. Ceci est particulierement évident avec les lignées 33 x 44B

(rénine active et angiotensinogéne) et 50 x 44B (prorénmine native et
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angiotensinogéne). Il est possible que ce comportement soit induit par la
production hypophysaire du peptide actif du SRA, 1'Ang II. Des mesures de la
pression artérielle de ces lignées et une étude de comportement seraient
pertinentes afin de déterminer précisément le phénotype produit. Ce modele n'est
cependant pas idéal. Il nécessite la production de souris double-transgéniques afin
de produire de I'Ang I, et le peptide d'Ang II n'a pas éte détecté dans les
hypophyses de ces souris. Un modéle plus approprié pour une étude
physiologique serait d'utiliser l'approche décrite au chapitre 4 afin de cibler

directement de 1'Ang IT dans I'hypophyse avec une protéine de fusion.

L'activité enzymatique de la prorénine humaine dans un tissu a été démontrée
dans un modéle de souris transgéniques. Dans un avenir plus lointain, il est
prévisible que I'importance physiologique de l'activité enzymatique du zymogéne
soit étudiée via une autre approche. La convertase responsable du clivage
protéolytique du prosegment de la prorénine n'est pas encore identifiée a ce jour.
L'identification de cette convertase, et subséquemment sa recombinaison
homologue ou son inhibition pharmacologique, permettrait d'étudier l'activité de
la prorénine en absence de rénine active et de distinguer la fonction circulante du
systéme rénine-angiotensine de la fonction des nombreux systémes tissulaires

présumément de nature prorénine active-angiotensine.

Le phénotype induit lors de la recombinaison homologue des divers composants

du SRA (malformation rénale), de méme que l'expression de ces composants dans
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le rein en développement et les défauts de développement rénal induits suite a la
prise d'inhibiteurs du SRA, suggerent une implication du SRA dans le
développement rénal. Les souris déficientes pour les génes codant pour la rénine
Ren-1 (31), 'angiotensinogeéne (32-34), I'ECA (35-37), et les deux récepteurs AT,
(AT,, et AT ;) (38) démontrent toutes une histologie rénale anormale, un retard
de croissance, et un faible taux de survie avant le sevrage. Ce genre d'approche ne
permet cependant pas de discriminer la contribution du SRA circulant et celle du
SRA rénale (ou autre tissu) au défaut rénal. L'utilisation d'une protéine de fusion
sera mise a profit afin d'étudier spécifiquement l'implication des angiotensines
produites localement lors du développement rénal. L'Ang II et 1'Ang IV seront
indépendamment ciblées dans le rein des souris déficientes pour le géne de
l'angiotensinogene afin de déterminer si I'expression locale de ces peptides peut
corriger le défaut rénal des souris mutées. Un ciblage de I'Ang II dans le cerveau
de ces mémes souris permettra aussi d'étudier l'effet central de 1'Ang II sur le

développement rénal.
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