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RESUME

Problématique : Les conséquences de l'athérosclérose comptent pour la majeure partie
de la mortalité dans les sociétés occidentales. Cette forme chronique d'inflammation
résulte de multiples facteurs génétiques et environnementaux, dont l'hypertension
artérielle. Des expériences in vitro et d'autres utilisant des modèles animaux ont identifié
l'angiotensine II (Ang II) comme facteur pouvant accroître le développement de
l'athérosclérose. Plusieurs molécules impliquées dans l'adhésion des monocytes à
l'endothélium et dans leur migration dans l'intima verraient leur activité ou leur
expression augmentée par VAng, II. Cependant, la question persiste à savoir si ce peptide
vasoactif contribue à l'athérosclérose directement ou indirectement via son effet
vasopresseur. Mieux comprendre les mécanismes de l'athérogénèse pourrait aider à
identifier de nouvelles thérapies. Hypothèse et projet de recherche : Ce projet propose
que l'Ang II influence directement le comportement invasif des macrophages in vivo: II
vise à : l) Générer des souris transgéniques dont les macrophages libèrent l'Ang II; 2)
Caractériser ces souris au niveau de l'expression du transgène et de l'invasion des tissus
par les macrophages. Méthodologie : l) Des macrophages ont été transfectés avec des
constructions permettant l'expression de protéines de fusion dotées de sites fùrine. Les
produits de clivage ont été mesures par radio-immunoessai (RIA) et par essars
enzymatiques. 2) Les promoteurs SR-A et gp91-PHOX ont été utilisés pour diriger
l'expression d'une protéine de fusion permettant la relâche d'Ang II aux macrophages -
et aux macrophages/monocytes - respectivement. 3) L'expression du transgène par les
macrophages a été vérifiée par RNAse protection et par RIA et la spécificité des
promoteurs par RNAse protection. Une RNAse protection avec une sonde dérivée du
gène macrophage spécifique F4/80 a permis d'évaluer le comportement invasif des
macrophages. Conclusions: l) Les macrophages contiennent la furine. 2) Des soaris
transgéniques ont été obtenues et croisées avec des souris C57BL/6. 3) Les F?romoteurs
employés permettent l'expression du transgène par les macrophages mais leur spécificité
n'a pas été confirmée. Les macrophages transgéniques ne semblent p&s plus rnvasifs,
mais une caractérisation plus appronfondie du modèle sera nécassaire.

Mots clés :
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Système rénine-angiotensine
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ABSTRACT

Background : The ssequelae of atherosclerosis represent the most common cause of
death in Westernised Societies. This chronic kind of arterial inflammation and injury
results fi-om many genetic and environmental factors. Hypertension is one of them. In
vitro experiments and others using animal models have revealed angiotensin II (Ang II)
as a factor able to increase the development of atherosclerosis. Many molecules involved
in adhésion of monocytes to the endothelium and in their migration into the intima have
their activity or expression increased by Ang II. However, it is still unclear whether this
vasoactive peptide contributes to atherosclerosis directly or indirectly by its vasopressor
action. A better understanding of mechanisms of atherogenesis could lead to the
development of new therapies. Hypothesis and research project : This project proposes
that Ang II directly influences the invasiveness of macrophages in vivo. It aims to: 1)
Verify the presence of forine in macrophages; 2) Generate transgenic mice with Ang II-
releasing macrophages; 3) Characterise these mice for the expression of the transgene and
the invasion of tissues by macrophages. Methods : l) Macrophages were transfected
with constructs allowing the expression of fusion proteins with furin sites. Cleavage
products were measured by radioimmunoassay (RIA) and enzymatic assay. 2) S-RA and
gp91-PHOX promoters were used to target expression of a fusion protein leading to the
release of Ang II by macrophages - and by macrophages/monocytes - respectively. 3)
Expression of the transgene by macrophages was assayed by RNAse protection and RIA
and the specificity of the promoters by RNAse protection. An RNAse protection using a
probe derived fi-om the macrophage-specific gene F4/80 allowed the detennination of the
invasiveness of macrophages. Conclusions : l) Macrophages contain furirr. 2)
Transgenic mice were obtained and crossed into the C57BL/6 strain. 3) The promoters
used allowed expression of the transgenes by macrophages but their specificity haven't
been confirmed. Transgenic macrophages do not seem more invasive as compared to
control but the model needs to be characterised further.
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AVANT-PROPOS

Ce mémoire résume les travaux effectués dans le cadre du développement d'un modèle

de souris transgénique permettant l'étude de la modulation du comportement invasif des

macrophages in vivo. Dans le chapitre premier, l'état actuel des conaissances concernant

l'influence de l'angiotensine II (Ang II) sur l'athérogénèse, plus particulièrement sur

l'invasion de l'intima par les macrophages et l'initiation des lésions, est exposé. Sont

également présentées dans ce chapitre les lacunes des modèles utilisés dans l'étude de

l'athérogénèse. Finalement, le modèle de souris transgénique développé est présenté et

ses avantages par rapport aux modèles existants sont exposés, notamment sa particularité

de mimer un système-rénine-angiotensine vasculaire activé chez des animaux

normotendus. Le second chapitre relate les méthodes ayant permis de générer ce modèle

et de procéder à sa caractérisation. Les résultats obtenus sont présentés au chapitre trois.
Dans le dernier chapitre, les résultats sont analysés de façon à évaluer la qualité du

modèle développé et ils sont mis en perpective par rapport aux conaissances actuelles.

Les avenues à emprunter pour l'utilisation de ce modèle à l'avancement des conaissances

entourant le rôle de l'Ang II dans l'athérogénèse sont présentées.

]
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l. CHAPITRE l : INTRODUCTION

1.1. Athérosclérose: statistiques et conséquences.

Le présent projet de recherche porte sur le développement d'un modèle facilitant l'étude

du rôle du peptide vasoactif angiotensine II (Ang II) dans l'athérosclérose. Les causes les

plus fréquentes de mort dans les sociétés occidentales sont les complications de

l'athérosclérose. De façon générale, l'athérosclérose peut être considérée comme une

forme chronique d'inflammation artérielle qui résulte d'interactions entre des

lipoprotéines modifiées, des macrophages dérivés des monocytes, des cellules T, et des

composantes normales de la paroi artérielle. Ce processus inflammatoire peut conduire au

développement de lésions complexes (ou plaques) qui obstment la lumière artérielle. La

rupture des plaques et la thrombose qui s'en suit ont de graves conséquences, notamment

les infarctus du myocarde et les accidents vasculaires cérébraux (Navab et al., 1996;

Smith et al., 1995).

Parmi tous les facteurs génétiques et environnementaux associés à l'athérosclérose, la

presence d'un haut niveau de cholestérol dans le sémm est le seul facteur qui peut à lui

seul conduire au développement des plaques, tant chez l'humain que chez les modèles

animaux. Ainsi, les premières études visant à mieux comprendre cette pathologie ont été

dirigées vers la compréhension des mécanismes contrôlant la biosynthèse du cholestérol

et son niveau dans le sémm. Ces études ont permis le développement des statines,

médicaments réduisant le cholestérol et la mortalité cardio-vasculaire chez les patients

hypercholestérolémiques (Goldstein et Brown, 1977). Cependant, chez certains individus

susceptibles, ces médicaments n'ont pas permis la diminution de la progression de

l'athérosclérose, ni de la mortalité qui lui est associée (Hobbs et al., 1990). De plus, les

risques de mortalité associée aux maladies cardiaques coronariennes ne sont réduits que

de 15% quand le niveau de cholestérol diminue de 10 pour cent grâce aux statines (Gould

et al., 1998).

0
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n 1.2. Modèle de formation des plaques d'athérosclérose.

Les statines n'étant pas pleinement efficaces, il s'est avéré essentiel de mieux

comprendre l'athérogénèse afin identifier de nouvelles cibles pour les stratégies de

prevention et de traitement. Plusieurs technologies émergentes ont apporté des réponses

en grande quantité quant aux états physiologiques et aux molécules impliquées dans ce

processus pathologique (Tableaux l et II). Ces expériences ont permis de développer un

modèle représentant les mécanismes conduisant à l'initiation et à la progression des

lésions.

Tableau I : Etats physiologiques-et Jacteurs de risque associés-àl'âthéFOScléFose.

Facteurs comportant une composante génétique significative

Niveaux élevés de LDL ou VLDL
Niveaux de HDL bas

Niveaux élevés de lipoprotéine (a)
Hypertension
Diabète
Genre masculin
Niveaux élevés d'homocystéine
Niveaux élevés de facteurs hémostatiques (ex : fibrinogène)
Syndromes métaboliques
Resistance à l'insuline
Obésité
Historique familiale

Facteurs environneaîeiîtaux

Cigarette
Sédentarité
Diète riche en lipides
Agents infectieux

(Glass et Witztum, 2001)
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Tableau H : Exemples de gènes, autres que l'apoE (anti-athérogénique), qui influencent
le développement de l'athérosclérose chez la souris hypercholestérolémique.
Gènes proathérogéniques

Gène Expérience Fond
génétique

Effet Mécanisme proposé

12/15-LO Knock-out apoE-/- ^T ^oxydation. desLDL

Surexprcssion ( LDLR-/- T î oxydation des LDL

iNOS TCnock-out apoE-/- T loxydation des LDL

M-CSF Knock-out apoE-/- ^4. \ ^ infilû-ation des (|>s

MCP-1 Knock-out LDLR^- w ^ mfiltration des ijis

apoE-/-

<:CR2 Knock-out apoE-/- u 4^ infiltradon des <|)s

Sélectines(P/E) K.o. combmé LDLR-/- T l adhérences désirs

CXRC-2 Knock-out LDL R-/- T 4^ de la résidence des (fis

SR-A Knock-out apoE-/- T

CD36 Knock-out apoE-/- IT

^ capture des LDLox

^ capture des LDLox
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n 1.2.1. Evénement initial ^ la modification des lipoprotéines.

Selon le modèle actuel, l'accumulation dans l'intima de lipoprotéines athérogéniques

dérivées du plasma serait l'événement initial lors de la formation des lésions

athérosclérotiques lipidiques précoces (fatty streak). De toute évidence, cette

accumulation enclenche des réactions cellulaires spécifiques (Getz, 1990). De plus, la

taille et la complexité cellulaire des lésions augmentent à mesure que l'accumulation se

poursuit. En conditions normales, des lipoprotéines sont également présentes dans

l'intima, mais en moindre concentration. Le seuil à atteindre pour en arriver à leur

accumulation et à des réactions cellulaires pathologiques - initialement une augmentation

du nombre de macrophages et le développement de cellules spumeuses (macrophages

remplis de lipides) - est inconnu.

l

Bien qu'il soit un protagoniste important, le niveau plasmatique de lipoprotéines n'est pas

le seul déterminant de l'accumulation de cellules spumeuses dans différentes parties des

artères. Les régions où se produit généralement l'accumulation sont soumises à des forces

mécaniques qui favorisent la rétention des particules athérogéniques à la surface de la

lumière des vaisseaux. L'influx vers l'intima serait augmenté dans ces régions.

Les lipoprotéines de faible densité (LDL) qui s'accumulent dans l'intima peuvent y être

séquestrées par les composantes de la matnce extracellulaire, et par la suite modifiées par

oxydation (Stary et al., 1994). Le stress oxydatif engendré dans la paroi artérielle, entre

autres par la présence des LDL oxydées (LDLox), contribue à l'athérosclérose en

augmentant la prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires et l'infiltration des

macrophages/monocytes, en altérant le tonus vasculaire et en activant les

métalloprotéinases de la matrice (Griendling et al., 1997). Les lipoprotéines modifiées

présentes dans l'espace subendothélial peuvent être captées par les macrophages via leur

récepteur éboueur nécrophage de clairance de type A (SR-A). Les cellules musculaires

lisses peuvent également capturer ces molécules, soit par leurs récepteurs de lipoprotéines

ou par un récepteur éboueur nécrophage de clairance. Les lipoprotéines peuvent être

dégradées et estérifiées pour l'entreposage ou stockées telles quelles.

u
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n 1.2.2. Le recrutement des macrophages et des monocytes.

Le recrutement des monocytes à la paroi artérielle et leur differentiation subséquente en

macrophages est à l'origine un mécanisme de protection qui permet l'élimination des

particules de LDLox et des cellules apoptotiques, cytotoxiques et proinflammatoires.

Cependant, leur accumulation progressive et l'entreposage de LDLox conduit au

développement des lésions d'athérosclérose (Figure 1.1). Le recrutement des

monocytes/macrophages dans les régions propices à la formation de lésions est régulé par

des molécules d'adhésion exprimées à la surface des cellules endothéliales, des

macrophages/monocytes et des cellules musculaires lisses vasculaires, en réponse à des

stimuli proinflammatoires. Ce recrutement est également régulé par l'expression de gènes

codant pour des molécules chémotactiques.

Plusieurs études ont mis en évidence le rôle prépondérant joué par les cellules de lignées

macrophagique/monocytique dans l'athérogénèse. Par exemple, les souris

ostéoporotiques (op) mutantes pour le gène codant pour le macrophage colony

stimulating factor (M-CSF) montrent une absence quasi complète de macrophages. Or,

elles sont extrêmement résistantes au développement de l'athérosclérose lorsqu'on les

croise à des souris apoE-/- (souris qui développent une athérosclérose sévère lorsque

soumises à une diète riche en lipides, puisqu'elle ne possède pas l'apolipoprotéine E

aidant au transport du cholestérol), malgré une augmentation des niveaux de cholestérol

circulant (Smith et al., 1995) (Tableau I) (Getz, 1990). VCAM-1 est une autre molécule

contribuant au recrutement des monocytes dans la paroi artérielle. Plusieurs études lui

suggèrent un caractère athérogénique, puisque son expression est augmentée sur les

cellules endothéliales dans des régions propices à la formation de lésions, qu'elle recrute

les monocytes et qu'elle est régulée par des stimuli proinflammatoires (Cybulsky et

Gimbrone, Jr., 1991). Les sélectines E et P participeraient également au recrutement des

monocytes puisque les lésions sont réduites de 40% à 60% chez la souris apoE -/-

dépourvue de l'un ou l'autre de ces deux gènes (Dong et al., 1998). Toujours chez la

souris apoE-/-, la deletion de l'ICAM-1 résulte en une réduction du recrutement des

monocytes aux sites des lésions (Collins et al., 2000). Aussi, l'administration chronique

u
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Capture des LDLox
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Figure 1.1 : Représentation shématique du modèle d'initiation des lésions
d'athérosclérose. Les LDLs qui traversent la paroi y sont oxydés. Les LDL oxydées
contribuent à augmenter l'expression de molécules d'adhésion sur les cellules
endothéliales. Les monocytes circulants adhèrent à l'endothélium. Ils migrent daTis
l'intima où ils se différencient en macrophages. Les macrophages capturent de LDL
oxydées, se différencient en foam cells et s'accumulent dans l'espace subendothélial.

u
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n d'un peptidomimétique correspondant au domaine connecteur-1 (CS-1) de la

fibronectine-1, qui bloque la fonction de la molécule d'adhésion VLA-4 à la surface des

leucocytes, réduit l'accumulation de monocytes dans un autre modèle de souris

athérosclérotique (C57BL/6 suivant une diète athérogénique) (Shih et al., 1999).

Ensemble, ces éléments suggèrent que plusieurs molécules d'adhésion et chémotactiques

contnbuent au recrutement des monocytes/macrophages aux sites propices au

développement de lésions, et que ce recmtement joue un rôle significatif dans

l'athérogénèse.

u

1.2.3. La migration des monocytes dans la paroi artérielle.

Les LDL oxydées stimulent également l'entrée des monocytes dans la paroi artérielle,

entre autres en les attirant directement (Steinberg et al., 1989). De façon indirecte, ils les

attirent en stimulant l'expression de molécules chémotactiques par les cellules

endothéliales, notamment la monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) (Navab et al.,

1996). D'autre part, le récepteur de MCP-1, CCR2, situé à la surface des monocytes, est

stimulé par l'hypercholestérolémie, et les monocytes dérivés de patients

hypercholestérolémiques sont plus attirés par MCP-1 que des monocytes normaux

(Steinberg et al., 1989). Aussi, l'inactivation des gènes codant pour MCP-1 ou CCR2

réduit l'athérosclérose de façon significative dans les souris apoE-/- ou les souris

surexprimant 1'apoB (Boring et al., 1998; Gosling et al., 1999; Gu et al., 1998). D'autres

molécules d'adhésion comme l'ICAM-1 et la sélectine P, pourraient être impliquées dans

l'athérogénèse, puisque les souris apoE-/- dépourvues de l'un ou l'autre de ces gènes ont

une athérosclérose réduite (Collins et al., 2000). L'IL-8, présente dans les lésions chez

l'humain, pourrait aussi jouer un rôle dans le trafique des monocytes/macrophages. Bien

qu'aucun véritable homologue de l'n.-8 ne soit connu chez la souris, la reconstitution du

système hématopoïétique de la souris déficiente pour le récepteur aux LDL (LDL-R) avec

des cellules de moelle osseuse ne possédant pas le gène CXCR2, un des deux récepteurs

de haute affinité pour l'IL-8 et les autres chémokines de type CXC, résulte en une

diminution de l'athérosclérose par rapport à une souris reconstituée avec des cellules de

moelle osseuse de type sauvage (Boisvert et al., 1998). Ensemble, ces données suggèrent

que : l'inhibition de la chémotaxie des macrophages (médiée par MCP-1 et/ou
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n 1'interference avec l'activité CXCR-2), ainsi que l'inhibition de la fonction ou de

l'expression de certaines molécules d'adhésion, pourraient apporter des bénéfices au

niveau thérapeutique.

1.2.4. La formation de macrophages de type cellules spumeuses.

Les macrophages de type cellules spumeuses contiennent des quantités massives d'esters

de cholestérol. Ils sont présents dans les lésions précoces et tardives. Dans les lésions, ils

accumulent le cholestérol en le captant par leur récepteur SR-A (Yamada et al., 1998).

Les souris apoE-/- ne possédant pas le récepteur SR-A ou CD36 arborent des lésions

réduites en superficie par rapport aux souris apoE-/- contrôles (Suzuki et al., 1997;

Febbraio et al., 2000).

1.2.5. La progression de la lésion.

La transition d'une lésion de nature lipidique vers une lésion plus complexe est

caractérisée par la migration des cellules musculaires lisses de la média vers la lamina

élastique interne et l'intima. Les cellules musculaires peuvent proliférer dans la lamina et

accumuler des lipoprotéines modifiées, contribuer à la formation des cellules spumeuses,

et synthétiser des protéines de matrice extracellulaire qui conduisent au développement

du cap fibreux (Ross, 1999; Paulsson et al., 2000). Cette phase du développement de la

lésion est influencée par des interactions entre les monocytes, les macrophages et les

cellules T, qui mènent à un état d'inflammation chronique. C'est donc une réponse

immunitaire qui module la progression de la lésion précoce lipidique vers une lésion

complexe plus cellularisée. Les LDLoxs feraient partie des immunogènes responsables de

cette réponse (Horkko et al., 2000). Bien que les lésions avancées conduisent souvent à

l'ischémie en réponse à une réduction progressive de la lumière des vaisseaux, les

événements cardio-vasculaires majeurs comme les infarctus du myocarde et l'apoplexie

résulteraient plutôt de la mpture de la plaque et de la thrombose qui s'en suit (Davies et

al., 1993; Lee et Libby, 1997).

u
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1.3. Le système rénine-angiotensine.

1.3.1. Le système rénine-angiotensine circulant.

Du point de vu de revolution, la plus importante fonction du système rénine-angiotensine

(RAS) est de maintenir constants le volume ainsi que la composition en electrolytes du

liquide extracellulaire. Cette fonction est remplie par une combinaison d'effets

intrarénaux et extrarénaux qui régulent l'excrétion du sel et de l'eau par les reins ainsi

que l'ingurgitation de liquides (Fitzsimons, 1980; Hall, 1986; Hall et al., 1995; Laragh et

Sealey, 1973; Laragh et Sealey, 1982). Cette fonction du RAS est étroitement reliée à la

regulation de l'homéostasie circulatoire et à la régulation à long terme de la pression

artérielle. Dans cette section seront donc résumés les mécanismes d'activation du RAS, et

les conséquences de cette activation.

1.3.1.1 J^a production d'angiotensine II.

La production de l'angiotensine II (Ang II), principal effecteur du RAS, requiert plusieurs

étape. La première est la sécrétion de rénine, une carboxypeptidase produite par le rein

(Tigerstedt et Bergman, 1898). Elle clive le précurseur inactif angiotensinogène pour

produire le décapeptide angiotensine l (Ang I). L'angiotensinogène origine du foie et

circule continuellement à des niveaux qui sont rarement limitants pour la production

d'Ang I (Sealey et Laragh, 1995). L'Ang l produite en circulation est convertie en

l'octapeptide Ang II par l'enzyme de conversion de l'angiotensine (ACE) vasculaire lors

de son passage dans les poumons (Page et Helmer, 1940; Braun-Menendez et al., 1939;

Skeggs et al., 1956) (Figure 1.2).

^

1.3.1.2.Les récepteurs d'angiotensine H.

Il existe deux principales isoformes de récepteurs pour l'Ang II: les types l (ATi) et 2

(ATs) (Chung et al., 1998; Edwards et Aiyar, 1993). Cette classification est basée sur

leurs propriétés pharmacologiques et leurs réponses à différents antagonistes/agonistes,

leurs voies de transduction du signal, et plus récemment sur le clonage de ces récepteurs

(Brown et Douglas, 1992; Brown et Douglas, 1983; Chung et al., 1998; Douglas et al.,
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PRORENINE :
rein

AGT: foie

RÉNINE ACE

i i
^/

-ANC l ^> ANC II

circulation

Figure 1.2 : Représentation schématique du système rénine-angiotensine (RAS)
circulant. La prorénine produite par le rein est activée en circulation, où elle clive
l'angiotensinogène (AGT) provenant du foie. L'angiotensine I (ANG I) produite est
ensuite clivée par l'enzyme de conversion de l'angiotensione (ACE) pour produire
l'efFecteur principal du RAS, L'angiotensine II (ANG II).

u
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n 1979; Douglas et Hopfer, 1994; Edwards et Aiyar, 1993). Le récepteur ATi possède une

large distribution. Il est responsable de la plupart des efifets biologiques connus de l'Ang

II, notamment la vasoconstriction, la sécrétion d'aldostérone et le réabsorption de sodium

par les tubules rénaux (Chung et al., 1998; Douglas et Hopfer, 1994; Edwards et Aiyar,

1993). Le récepteur AT i (comme le récepteur AT 2) interagit avec des protéines G et

active de multiples voies de signalisation intracellulaire dépendant des concentrations

d'Ang II et des tissus ciblés. Parmi ces voies se trouvent: l'activation du phosphatidyl-

inositol-biphosphate CPIP2) via la stimulation de la phospholipase C, l'activation des

canaux calciques et l'inhibition de l'activité de l'adénylate cyclase rénaux (Chung et al.,

1998; Douglas et Hopfer, 1994; Edwards et Aiyar, 1993). La liaison de l'Ang II au

récepteur ATi libère la sous-unité a d'une protéine G, ce qui permet à Gq de stimuler la

phospholipase C, ou à la sous-unité G; d'inhiber l'adénylate cyclase. Dans les tubules

rénaux, la stimulation du transport tubulaire du sodium passe par l'inhibition de

l'adénylate cyclase. Dans les cellules musculaires lisses, l'Ang II active la phospholipase

C, ce qui génère 1'1,4,5-inositoltriphosphate (IP3) et le diacylglycérol (DG). Le DG

stimule la protéine kinase C, ce qui augmente l'influx de calcium extracellulaire, alors

que l'IP3 permet la relâche du calcium des compartiments intracellulaires. Les cellules

musculaires se contractent en réponse à cette augmentation de la concentration du

calcium cytoplasmique. D'autres voies de signalisation peuvent également être activées

par l'Ang II. A ce jour, la contribution précise de ces difFérentes votes aux effets de

l'Ang II à des doses physiologiques n'est pas élucidée.

Le récepteur AÏ2 est largement distribué chez le fœtus, mais chez l'adulte il se trouve

principalement dans la medulla de la glande surrénale, l'utérus, les ovaires, dans

l'endothélium vasculaire et dans certaines régions du cerveau. Les fonctions précises de

ce type de récepteur sont moins connues. Toutefois on suggère qu'il inhiberait la division

cellulaire et causerait la vasodilatation (Chung et al., 1998; Edwards et Aiyar, 1993.

u

1.3.1.3.Régulation de la sécrétion de rénine.

Les prochains paragraphes mettront en lumière la régulation du RAS dont les principaux

constituants ont été décrits sommairement au début de la présente section. Le premier
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n determinant du degré d'activation du RAS en conditions physiologique est le taux de

sécrétion de la rénine. Les mécanismes qui activent la sécrétion de cette carboxypeptidase

peuvent être distribués en trois groupes: l) les récepteurs intrarénaux (barorécepteurs

vasculaires et récepteurs de la macula densa); 2) les nerfs sympathiques rénaux; et 3) un

groupe d'agents humoraux incluant l'oxyde nitrique (N0), les prostaglandines (PGs),

l'Ang II et le peptide atrial natriurétique. Les cellules juxtaglomérulaires (JG) du rein

(cellules musculaires lisses transformées) constituent la principale cible de ces groupes de

stimuli. Elles sont situées principalement dans la média de la région terminale de

l'artériole afférente du rein. Il est important de noter que tout stimulus engendrant la

diminution du calcium intracellulaire des cellules JG stimulera la relâche de la rénine

contenue dans les granules de sécrétion (Hall et Brands, 2000).

1.3.1.3.1. Mécanismes intrarénaux.

Les barorécepteurs rénaux se trouvent dans l'artériole afférente de chaque néphron en

association avec les cellules JG. L'augmentation de la pression, détectée par les

barorécepteurs, cause retirement des cellules JG, ce qui augmente l'influx de calcium

dans ces cellules et diminue la sécrétion de rénine (Churchill, 1995; Fray et al., 1987).

D'autre part, la macula densa sentirait les changement de flux dans les néphrons distaux,

en détectant des signaux reliés au transport du chlorure de sodium. De façon générale, la

sécrétion de rénine est inversement proportionnelle à la quantité de chlomre de sodium

tubulaire de la macula densa (Freeman et Davis, 1983; Kojima et al., 1985; Lorenz et

al.,1990; Lorenz et al., 1991). Ainsi une diminution du transport du NaCl diminue, il y a

relâche de rénine, production d'Ang II, augmentation de la pression sanguine et de la

resistance des artérioles afférentes rénales. Ceci permet la diminution du taux de filtration

glomérulaire lorsque la pression sanguine est trop basse.

u

1.3.1.3.2. Nerfs rénaux.

La région juxtaglomérulaire de l'artériole afférente est innervée par des nerfs

sympathiques qui stimulent la sécrétion de rénine. L'augmentation de l'activité nerveuse

du rein active les récepteurs P-adrénergiques (DiBonna, 1985; Freeman et Davis, 1983;

Johns, 1989; Thames, 1978; Thames et DiBonna, 1979; Keeton et Campbell, 1980), ce
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n qui stimule l'adénylate cyclase des cellules JG causant une diminution du calcium

cytoplasmique et la relâche de rénine (Field et al., 1984; Freeman et Davis, 1983). Les

nerfs rénaux peuvent également stimuler indirectement la relâche de rénine via les

récepteurs ai. La stimulation des récepteurs a-adrénergiques augmente la réabsorption de

sodium dans les tubules proximaux (DiBonna et Kopp, 1997) et déclanche une

vasoconstriction rénale (Johns, 1989). La rénine est ensuite relâchée à cause d'une

diminution du transport distal du chlorure de sodium et d'une diminution de la pression

de l'artériole afférente.

1.3.1.3.3. Agents humoraux.

L'effet du N0 sur la sécrétion de rénine dépendrait de son lieu de synthèse et de relâche,

mais les résultats répertoriés à ce jour demeurent contradictoires (Hall et Brands, 2000).

Dans le cas des prostaglandines, presque toutes stimulent la sécrétion de rénine

(Churchill, 1995; Freeman et Davis, 1983; Freeman et al., 1984; Keeton et Campbell,

1980). Plusieurs mécanismes pourraient être impliqués, par exemple la diminution du

calcium cytoplasmique des cellules JG. Pour ce qui est de l'Ang II, elle inhibe la

sécrétion de rénine par une boucle de rétroaction négative . Une des voies impliquées

dans cette boucle est l'élévation de la pression de perfusion rénale due à l'effet

vasopresseur systémique de l'Ang II (Hall et al., 1986; Hall et al., 1986). L'Ang II peut

également provoquer la réabsorption du sel et des fluides (Hall, 1986). Cette action

ramène le volume du fluide extracellulaire à un niveau suffisant pour réajuster à la

normale l'activité du(des) récepteurs) responsable de l'augmentation initiale de la

sécrétion de rénine. Les mécanismes impliqués incluent l'action de l'Ang II sur la

réabsorption tubulaire distale et proximale, sur la sécrétion d'aldostérone, et sur le

contrôle hémodynamique du rein. Aussi, Une boucle plus courte de rétroaction négative

aurait lieu par l'augmentation directe du calcium des cellules JG par l'Ang II (Shade et

al., 1973). Finalement, le peptide atrial natriurétique inhibe également la sécrétion de

rénine. Ceci pourrait être causé par une interaction entre ce peptide et le barorécepteur

vasculaire rénal, la macula densa, ou les nerfs rénaux (Harris et al., 1987; Maack et al.,

1984; Salazar et al., 1986; Thoren et al., 1986; Villareal et al., 1986).

u
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n 1.3.1.4.Le RAS dans régulation de la pression et de l'homéostasie des fluides

extracellulaires.

La fonction la plus importante du RAS est de maintenir constants le volume des fluides

extracellulaires et la pression artérielle, malgré la variation inévitable de la quantité de sel

ingurgitée (Fitzsimons, 1980; Hall, 1986; Hall et al., 1995; Laragh et Sealey, 1973;

Laragh et Sealey, 1982). De façon résumée, grâce à lui, lorsque le volume extracellulaire

augmente, par exemple à cause d'un apport de sel augmenté, le volume du liquide

extracellulaire et la pression artérielle grimpent au-dessus de la normale. Cette

augmentation cause une diminution de la sécrétion de rénine et de la production d'Ang II.

La rétention rénale d'eau et de sel est donc diminuée, le volume extracellulaire réajusté à

une valeur près de la normale et la pression sanguine redevient également normale. A

l'opposé, quand la pression est sous la normale, il y a une augmentation de la sécrétion de

renine par le rein, production d'Ang II, augmentation de la rétention rénale de sel et

d'eau, augmentation du volume et augmentation de la pression.

L'Ang II est le principal effecteur circulant d'une activité rénine plasmatique augmentée.

Ce peptide empmnte plusieurs voies pour augmenter la pression artérielle. Son effet le

plus direct est la vasoconstriction, qui se produit rapidement. Elle augmente la résistance

périphérique totale, faisant ainsi grimper la pression artérielle (Chung et al., 1998;

Douglas et Hopfer, 1994; Edwards et Aiyar, 1993).

L'Ang II peut également augmenter la pression artérielle par ses effets sur le rein. L'Ang

II est une des hormones les plus puissantes pour la rétention du sodium dans le corps.

L'effet antinatriurétique de l'Ang II serait du principalement à la stimulation de la

réabsorption tubulaire du sodium et d'eau (Hall, 1986). Deux effets de l'Ang II sur le rein

seraient impliqués. Le premier résulte de l'action directe de l'Ang II sur le rein, qui cause

une vasoconstriction rénale, ce qui diminue le flux sanguin dans le rein. Ainsi moins de

liquide filtre à travers le glomérule vers la lumière de tubules. Aussi, la réduction du flux

sanguin dans les capillaires réduit leur pression, ce qui permet une réabsorption

osmotique rapide du fluide des tubules. La diminution de l'excrétion ou l'augmentation

de la réabsorption contribuent à diminuer la quantité d'urine excrétée. Le second
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mécanisme intrarénal est l'action de l'Ang II sur les cellules tubulaires, mais cet effet
contribue plus faiblement que la vasoconstriction rénale au contrôle de la réabsorption de

liquide et de sel (Hall, 1986).

De façon indirecte et en moindre proportion, l'Ang II augmenterait la réabsoqîtion de

sodium en stimulant la production d'aldostérone et en activant le nerf sympathique rénal

(Hall, 1986). L'Ang II est le régulateur physiologique majeur de la sécrétion

d'aldostérone (Davis, 1975; Laragh et Sealey, 1973). L'hormone adrénocorticotrope

(ACTH) et le potassium stimulent également la production d'aldostérone, alors que le

peptide atrial natriurétique l'inhibe (Davis, 1975; Quinn et William, 1988). L'aldostérone

jouerait cependant un rôle plus important dans la régulation de la balance du potassium
intracellulaire versus extracellulaire que dan celle du sodium (Hall et Brands, 2000).

Les effets rénaux de l'Ang II combinés à son effet activateur sur la sécrétion

d'aldostérone engendrent en quelques heures voire quelques jours une élévation de la
pression artérielle. Cet effet à long terme est plus important que la vasoconstriction

systémique induite par l'Ang II dans la restauration éventuelle d'une pression artérielle

normale (Hall et Brands, 2000).

l.S.l.SJ^e système nerveux central dans la régulation de la pression et de

l'homéostasie des fluides extracellulaires.

Le système nerveux central participe également à la régulation du volume des fluides

extracellulaires. Lorsque les osmorécepteurs de l'hypothalamus détectent une osmolarité

des fluides corporels dépassant la normale, l'hypophyse postérieure relâche l'hormone

antidihurétique (ADH) synthétisée par l'hypothalamus, ce qui augmente la perméabilité à
l'eau des tubules distaux et des tubules collecteurs. Il y a donc augmentation de la

quantité d'eau réabsorbée, sans que l'excrétion des solutés ne soit affectée. Cette

indépendance de la régulation de la sécrétion des solutés et de l'eau devient

particulièrement importante quand la prise de liquide est limitée (Hall et Brands, 2000).

u
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/'~) A l'opposé, quand J''osmolarité des fluides extracellulaires diminue, la sécrétion d'ADH

par l'hypophyse est réduite, la perméabilité à l'eau des tubules distaux et collecteurs

diminue, causant ainsi l'excrétion d'une quantité importante d'urine diluée.

Malgré tous les mécanismes énumérés permettant de contrôler l'osmolarité et le volume

des fluides extracellulaires, la prise de liquide est essentielle pour contrebalancer les

pertes de fluides par transpiration, respiration, et par le conduit gastro-intestinal. La prise

d'eau est contrôlée par le mécanisme de la soif. Plusieurs des stimuli contrôlant la

sécrétion d'ADH agissent également sur la soif.. Le centre de la soif est situé dans

l'hypothalamus. Une augmentation de l'osmolarité du fluide cérébro-spinal du troisième

ventricule stimule la soif. La diminution du volume du fluide extracellulaire ou de la

pression sanguine la stimule également mais par une voie indépendante.

Un troisième stimulus très important de la soif est l'Ang II (Fitksimons, 1998). Des

études avec des modèles animaux ont démontré son action sur l'organe subfomical,

l'organum vasculosum et la lamina terminalis, régions du cerveau situées à l'extérieur de

la barrière hémato-encéphalique. L'Ang II peut donc y diffiiser. L'Ang II agirait

également sur l'appétit pour le sel (Fitksimons, 1998). Lorsqu'il y a baisse de pression,

l'efFet de l'Ang II sur la soif et l'appétit pour le sel, en conjonction avec ses actions sur le

rein, pennet de restaurer la pression et le volume sanguin à des valeurs normales.

u

1.3.1.6.Le RAS et l'hypertension artérielle.

Il est clair que le RAS est un des plus puissants régulateurs de la pression artérielle du

corps. Dans la plupart des cas, l'activation du RAS a pour objet de compenser pour une

perte de volume ou une baisse de pression et pour la diminution de la perfiision des reins.

Les reins répondent en augmentant la sécrétion de rénine et la formation d'Ang II,

augmentant ainsi la rétention de sodium et d'eau, la soif, une vasoconstriction

périphérique et une diminution de la capacitance vasculaire. Tous ces efifets de l'Ang II

aident à rétablir à la normale le volume des fluides corporels et la pression de perfusion

des reins. Cependant, plusieurs conditions physiopathologiques peuvent conduire à

l'hypertension. Ce processus multifactoriel implique une interaction entre des facteurs
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environnementaux et génétiques. A différents degrés, l'hypertension résulte d'anomalies

dans la régulation du volume sanguin, d'une vasoconstriction augmentée, et du

remodelage de la paroi artérielle. Ses causes exactes sont par contre inconnues dans 90

pour cent des cas (Hall et Brands, 2000).

1.3.2. Les systèmes rénine-angiotensine tissulaires.

Durant les deux dernières décennies, il a été mis en évidence qu'un nombre important de

tissus possédaient toutes les composantes du RAS, notamment le cœur, le rein, la glande

surrénale, le cerveau et les vaisseaux sanguins (Campbell, 1987; Dzau, 1988; Unger et

al., 1991). Ces découvertes ont ouvert la porte à plusieurs hypothèses selon lesquelles

l'Ang II pourrait avoir des effets autres que ses rôles classiques de régulation de la

pression sanguine et de maintien de l'homéostasie des fluides et de l'osmolarité.

1.4. Relations entre le RAS et l'athérosclérose.

Plusieurs données suggèrent l'implication du RAS dans l'athérogénèse (Griendling et

Alexander, 1997; Griendling et al., 1997). Encore aujourd'hui, la question persiste à

savoir si l'hypertension contribue à l'athérosclérose ou si le peptide effecteur du RAS,

l'Ang II, a un rôle direct et indépendant de son effet vasopresseur dans cette pathologie

(Figure 1.3). La section suivante fait état des dififérentes études allant dans un sens et

dans l'autre.

L

1.4.1. Rôle de l'hypertension dans l'athérogénèse.

Selon plusieurs études cliniques, l'hypertension augmenterait la risque de développer

l'athérosclérose (Stamler et al., 1989; Kannel et al., 1986). Des expériences utilisant des

lapins Watanabe (héréditairement hypercholestérolémiques) ont révélé une synergie dans

le développement de l'athérosclérose lorsque l'hypertension accompagnait

l'hyperlipidémie (Chobanian et al., 1989). Ainsi, des études cliniques et des études

utilisant des modèles animaux suggèrent que l'hypertension contribue au développement

de l'athérosclérose. Aussi, les lésions se trouvent généralement dans les régions des

artères qui sont soumises à une plus haute pression. Les hypothèses actuelles sur le

mécanisme impliqué font référence à une augmentation non-uniforme du stress
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ATHÉROGÉNÈSE

î
PRESSION

SYSTEMIQUE ELEVEE

DBÈTE RICHE EN
LIPIDE

Action sur ATi de
différentes cellules

NWEACX ÉLEVÉS
D'ANG II CIRCULANTE

t Action sur ATi des
CMLs vasculaires

Figure 1.3 : Relations entre l'Ang II, l'hypertension et l'athérogénèse. L'angiotensine
II (Ang II) pourrait influencer l'athérogénèse directement ou indirectement par son rote
vasopresseur. CML : cellules musculaires lisses. ATi : récepteurs de l'angitensine II de
type l.

u
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n mécanique subi par la paroi (Thubrikar et al., 1990; Thubrikar et al., 1994). Cette

élévation du stress mécanique vasculaire a été proposée comme stimulus

proinflammatoire (Taylor, 1998), tel que mis en évidence par l'association entre les

forces mécaniques, la génération de spécimens réactifs de l'oxygène (Howard et al.,

1997; Hishikawa et al., 1997), et l'expression de gènes proinflammatoires (Wung et al.,

1997; Wang et al., 1995; Capers et al., 1997). De plus, une association a été établie entre

la diminution du stress mécanique de la paroi et la diminution de l'athérosclérose chez le

lapin (Thubrikar et al., 1988). Une étude comparant le blocage des récepteurs ATi par

l'Irbesartan et l'inhibition de l'ACE par différents inhibiteurs chez le lapin Watanabe

héréditairement hypercholestérolémique démontre que ces deux classes d'agents

permettent une réduction de l'athérosclérose seulement quand les doses utilisées

réduisent la pression sanguine (Hope et al., 1999).

Malgré tous les facteurs qui suggèrent une association entre l'hypertension et

l'athérosclérose, plusieurs doutes persistent. D'abord, l'incapacité à réduire les risques de

complications athérosclérotiques coronaires par l'utilisation de médicaments réduisant la

pression suggère que pour certains patients, l'hypertension ne serait pas la cause de

l'athérosclérose (Bondjers et al., 1991). De plus, chez la souris apoE-/-, l'hypertension

induite par Ang II augmente l'athérosclérose dramatiquement, alors qu'une augmentation

très légère est observée lorsque l'hypertension est causée par la norépinéphrine (Weiss et

al., 2001). Ceci suggère que l'hypertension à elle seule n'est peut-être pas responsable de

1'augmentation de l'athérosclérose.

D'autres études se sont donc tournées vers l'identification d'autres causes pouvant

entraîner la suite de réactions inflammatoires décrites dans les sections précédentes.

u

1.4.2. Effets de l'Ang n sur différentes cellules impliquées dans la formation des

lésions.

Plusieurs études ont tenté de déterminer de façon plus précise le rôle joué par l'Ang II

dans le processus athérosclérotique. De toute évidence, l'Ang II peut être responsable de

l'hypertension, qui à son tour contribue au développement et à la progression des lésions.
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n Mais qu'en est-il de l'effet de l'Ang II sur les cellules et les molécules qui contribuent à

l'athérogénèse chez les modèles animaux ? Or, un nombre croissant d'études imputent à

l'Ang II un rôle important dans la régulation de l'expression et/ou de l'activité des

molécules qui contribuent à l'initiation et au développement des lésions. Aussi, un

nombre croissant d'indices suggère que l'Ang II ne proviendrait pas nécessairement

d'une relâche massive dans la circulation, mais pourrait être générée localement dans la

paroi artérielle, ce qui rend possible un effet direct de l'Ang II sur l'athérogénèse sans

augmentation de la pression systémique. La fin de cette section relate les résultats de

quelques études qui tracent la voie vers un rôle direct ou vers un rôle indirect de l'Ang II

dans l'athérogénèse, et les limites reliées à ces résultats.

En ce qui concerne les différentes composantes du RAS tissulaire, elles ont été détectées

dans les plaques d'athérosclérose chez l'humain et chez les modèles animaux. D'abord,

l'ACE et l'Ang II ont été détectées dans les parois des artères coronaires

athérosclérotiques (Diet et al., 1996). Plus précisément, l'ACE est exprimée sur les

macrophages et les cellules endothéliales des lésions de la carotide chez l'humain

(Fukuhara et al., 2000). Les récepteurs ATi sont présents sur les macrophages en culture

(Scheidegger et al., 1997). Les monocytes (Shimada et Yazaki, 1978) et les cellules

endothéliales humaines de l'artère coronaire (HCAECs) (Li et al., 1999) possèdent

également des récepteurs pour l'Ang II (ATi>AT2). Ainsi, il est possible qu'une

generation locale d'Ang II existe au sein des lésions, et que l'Ang II générée localement

agissent sur les cellules qui la composent. Aussi, il est important de noter que de hauts

niveaux de LDL, condition physiologique souvent observée chez des sujets

athérosclérotiques, stimulent l'expression du récepteur ATi sur les cellules musculaires

lisses vacusculaires, ce qui souligne l'importance de l'action de l'Ang II sur ces cellules

dans l'athérogénèse (Nickenig et Harrison, 2002).

En observant les résultats obtenus in vitro, il devient évident que l'Ang II peut exercer

des effets multiples sur les cellules impliquées dans la formation des lésions, engendrant

des réactions cellulaires athérogéniques. Cependant, lorsqu'il s'agit d'attribuer à l'Ang II
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0 un rôle direct dans la formation des lésions in vivo, plusieurs limites reliées aux modèles

expérimentaux utilisés rendent difficile rétablissement de conclusions non équivoques.

1.4.2.1.Etudes réalisées in vitro.

L'effet de l'Ang II sur le stress oxydatif subendothélial et la capture de particules

oxydées par certaines cellules a été proposé par différents résultats. Certaines études ont

démontré que l'Ang II cause l'augmentation de l'expression et de l'activité de la

lipoxygénase des macrophages par les récepteurs ATI (Scheidegger et al., 1997). Ceci

entraîne une oxydation accrue des LDLs dans la paroi artérielle. Comme il a été discuté

précédemment, le stress oxydatif qui résulte de l'accumulation de LDLs oxydés peut

accroître le recmtement de monocytes dans la paroi et aggraver l'athérogénèse. D'autres

experiences démontrent que les cellules endothéliales humaines de l'artère coronaire

(HCAECs) expriment un récepteur pour les LDLox (LOX-1) et les récepteurs pour l'Ang

II (ATi>AT2) (Li et al., 1999). Lorsque L'Ang II est administré aux HCAECs,

1'expression de LOX-1 augmente au niveau de l'ARNm et de la protéine, et ce de

manière dose-dépendante. L'action de l'Ang II sur ces cellules stimulerait également la

capture des LDLox par celles-ci. Comme ces effets sont complètement inhibés par un

prétraitement au Losartan, il est possible d'affirmer que les récepteurs ATi sont

impliqués. L'Ang II augmente également les dommages causés aux HCAECs (Li et al.,

1999). De plus, dans les cellules musculaires lisses vasculaires humaines en culture,

l'Ang II stimule la production de superoxydes par la phospholipase D (Touyz et

SchifFrin, 1999), ce qui pourrait augmenter le stress oxydatifvasculaire.

Aussi, l'Ang II augmenterait l'expression de plusieurs molécules impliquées dans

l'adhésion cellulaire et la chémotaxie. Entre autres, MCP-1 voit son expression

augmentée par l'Ang II via les récepteurs ATi et la voie de la Rho-Kinase dans les

cellules musculaires lisses chez le rat (Funakoshi et al., 2001).

u

Ces études réalisées in vitro apportent certainement des indices importants quant aux

mécanismes susceptibles de contribuer à l'athérogénèse. Elles ne prouvent cependant pas
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n que ces mécanismes se produisent in vivo en réponse à une stimulation directe des

récepteurs ATi des cellules dont il est question.

1.4.2.2.Etudes réalisées in vivo.

En ce qui concerne l'experimentation in vivo, plusieurs modèles animaux

d'athérosclérose ont été développés et sont utilisés couramment. Par exemple, la souris

apoE-/- développe une athérosclérose sévère et en plusieurs points comparables à celle

observée chez l'humain, lorsqu'on la soumet à un régime à haute teneur en lipides.

Plusieurs expériences ont été réalisées grâce à ce modèle. Par exemple, une injection

intrapéritonéale d'Ang II augmente la capture de LDLs par les macrophages péritonéaux.

Aussi, lorsqu'on induit à la souris apoE-/- une hypertension par une administration

system! que d'Ang II, son athérosclérose augmente dramatiquement, alors qu'une

augmentation légère est observée lorsque l'hypertension est causée par la norépinéphrine

norépinéphrine (Weiss et al., 2001). Cette étude présente cependant une limite quant à

revaluation du rôle direct de l'Ang II dans l'athérogénèse, puisqu'elle ne démontre pas

l'effet de l'Ang II en absence d'hypertension.

Dans une expérience semblable chez le rat, l'hypertension médiée par l'Ang II, mais pas

celle engendrée par la norépinéphrine, cause une augmentation de la production de

radicaux libres de l'oxygène par les cellules musculaires lisses, via une activation de la

NADH/NADPH oxydase membranaire. Cette activation et cette production de radicaux

sont inhibées par le Losartan, suggérant que les récepteurs ATi sont impliqués

(Rajagopalan et al., 1996). Encore une fois, cette étude ne prouve pas que l'Ang II agit

seule, sans hypertension, sur l'athérogénèse. Aussi, l'effet du Losartan dans ce système

pourrait découler de sa capacité à diminuer la pression sanguine.

u

Toujours chez le rat, l'Ang II augmente l'expression de la molécule VCAM-1 sur les

cellules musculaires lisses vasculaires par l'activation de la liaison à l'ADN de NF-KB

(Tummala et al., 1999) et de MCP-1 sur les cellules musculaires lisses vasculaires par les

récepteurs ATi via la voie des MAP kinases (Chen et al., 1998). L'Ang II induit

également une interaction entre les leucocytes et les cellules endothéliales en augmentant
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n l'expression de la P-sélectine via les récepteurs ATi et AT2 (Piqueras et al., 2000).

Encore une fois, l'administration systémique d'Ang II engendre une hausse de la

pression, ce qui empêche de dresser des conclusions concernant la contribution de l'Ang

II.

1.4.2.3.Effet de l'inhibition de l'ACE sur le développement des lésions.

Parmi les stratégies développées en vue de réduire le développement de l'athérosclérose

et l'incidence des pathologies qui en découlent, les inhibiteurs de l'ACE ont succédé aux

statines. En effet, l'inhibition de l'ACE réduit la progression des lésions dans plusieurs

modèles animaux d'athérosclérose (Hope et al., 1999; Chobanian et al., 1992; Aberg et

Ferrer, 1990; Kowala et al., 1994; Schuh et al., 1993). Cette section fait état de

différentes études ayant mené à cette conclusion.

Chez le lapin héréditairement hyperlipidémique Watanabe normotendu, l'inhibition de

l'ACE par le Captopril, l'athérosclérose est diminuée (Chobanian et al., 1990). Dans le

même ordre d'idées, chez la souris apoE -/-, l'inhibition de l'ACE par le Captopril réduit

le développement des lésions et l'oxydation des LDLs (Hayek et al., 1998). Le Captopril

a également été utilisé chez le singe cynomolgus, et il diminuait la taille des lésions

(Aberg et Ferrer, 1990). Ces résultats apportent des réponses très intéressantes quant à

une cible potentielle pour le traitement de l'athérosclérose. Ils présentent cependant la

limite suivante si leur but est de discerner les effets directs de l'Ang II dans

l'athérogénèse : le Captopril diminue la pression sanguine sous la normale par rapport

aux animaux contrôles. Le Trandolapril, un autre inhibiteur de l'ACE, inhibe

l'athérosclérose chez le lapin Watanabe (Chobanian et al., 1992). La pression est

également légèrement diminuée par rapport à la normale avec cet inhibiteur.

u

1.4.2.4.Effet du blocage des récepteurs ATi sur le développement des lésions.

L'ACE ne serait pas la seule enzyme à pouvoir générer de l'Ang II à partir de l'Ang I. En

effet, la chymase possède également cette capacité (Okunishi et al., 1987; Husain, 1993).

D'autres cibles ont donc été visées dans le but d'inhiber le RAS: les récepteurs de l'Ang

II. Les effets de plusieurs agents capables de bloquer sélectivement les récepteurs ATi ont
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n été évalués quant à leur capacité à réduire l'athérosclérose. Sont répertoriées dans cette

section les principales études ainsi que les limites associées à celles-ci.

Le blocage des récepteurs ATi influence plusieurs processus potentiellement impliqués

dans le développement des lésions. Il inhibe l'activation des monocytes (Strawn et al.,

1999), l'oxydation des LDLs (Keidar et al., 1997b; Strawn et al., 2000), l'initiation des

lésion (Hope et al., 1999; Strawn et al., 2000) et le développement des lésions (Makaritsis

et al., 1998; Schuh et al, 1993).

Plusieurs modèles animaux ont été utilisés dans le but d'étudier la progression des lésions

chez des animaux traités par rapport à des animaux contrôle. Chez le singe cynomolgus

avec une hypercholestérolémie induite par la diète, le blocage des récepteurs AT i avec du

Losartan permet une diminution de l'athérogénèse (Aberg et Ferrer, 1990). Le blocage

des récepteurs ATi par l'Irbesartan chez la souris apoE-/- diminue la taille des lésions,

l'expression des chémokines, et l'accumulation de macrophages (Dol et al., 2001). Chez

le lapin avec une hypercholestérolémie induite par la diète, les expressions de la sélectine

P et de MCP-1, molécules impliquées dans les interactions cellulaires, sont diminuées par

le Losartan (Chen et al., 2001). Ce résultat va dans le même sens que celui des

experiences dans lesquelles la deletion de l'un ou l'autre de ces gènes entraîne une

diminution de l'athérosclérose chez la souris apoE-/- (Collins et al., 2000), suggérant leur

implication dans l'athérogénèse. Finalement, le Losartan inhibe la peroxydation des LDLs

et l'athérosclérose chez la souris apoE-/- (Keidar et al., 1997a). Un autre antagoniste,

l'Irbesartan, réduit l'expression de MCP-1 dans les lésions (Dol et al., 2001). Le principal

problème relié à ces études est que l'utilisation d'une drogue de façon systémique peut

causer une diminution de pression minime, et que l'effet observé peut être une

conséquence de la baisse de pression. D'ailleurs, la pression systémique n'est même pas

mesurée dans certaines de ces études, et elle subit effectivement une baisse dans d'autres.

u
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n 1.5. Limitations des résultats actuels: les conclusions ne sont pas les mêmes pour

tous les modèles d'athérosclérose étudiés.

Se basant sur les résultats mentionnés, il devient évident que l'Ang II affecte in vitro

plusieurs processus potentiellement athérogéniques. Cependant, il est également évident

qu'une controverse majeure persiste quant à l'attribution d'un rôle direct à l'Ang II dans le

développement de l'athérosclérose m vivo. (Il est importeant de mentionner que le rôle

direct de l'Ang II, dans le présent projet de recherche, fait référence à une action du

peptide qui est indépendante de ses effets systémiques reliés au contôle de la pression et

de l'homéostasie des fluides extracellulaires.) Certains modèles montrent que

l'administration systémique d'Ang II contribue à la formation de plaques. Or, une

administration systémique engendre dans la plupart des études réalisées une légère

augmentation de la pression sanguine, ce qui rend difficile la tâche de discerner les effets

directs de l'Ang II sur les cellules impliquées dans la formation des lésions, de ses effets

reliés à son action vasopressive. D'autres études font appel à un blocage de l'ACE ou des

récepteurs ATi chez des animaux normotendus athérosclérotiques. L'utilisation de ces

agents, dans bien des cas, cause une diminution sous la normale de la pression des

animaux traités. D'autant plus que, chez le lapin Watanabe, les lésions régressent

seulement lorsque les doses d'inhibiteurs de l'ACE ou de bloqueurs ATi engendrent une

diminution de la pression systémique. Vu les résultats quelque peu équivoques, il sera

nécessaire de poursuivre le développement de modèles animaux permettant d'évaluer le

rôle de l'Ang II dans l'athérogénèse, dans lesquels la circulation systémique ne sera pas

soumise à une libération massive d'Ang II. Le présent projet de recherche propose un

complément intéressant aux recherches dans ce domaine. Il propose le développement

d'un modèle animal qui procurera l'avantage de permettre une libération locale d'Ang H

dans l'espace subendothélial.

1.6. Hypothèse de travail.

L'Ang II, par son efifet direct indépendant de son rôle vasopresseur, rendrait les

macrophages plus invasifs in vivo.

u
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0 1.7. Projet de recherche.

Puisque le présent projet de recherche vise la vérification du rôle direct de l'Ang II sur le

comportement invasif des macrophages in vivo, des souris transgéniques dont les

macrophages peuvent libérer ce peptide ont été produites. Ces macrophages

transgéniques serviront de véhicule pour une libération locale d'Ang II dans l'espace

subendothélial, et le peptide pourra agir de façon autocrine ou paracrine sur les cellules

de la paroi vasculaire. Le comportement invasif des macrophages sera mesuré chez ces

animaux par rapport à des animaux contrôle. Ce modèle pourrait mimer un RAS tissulaire

activé, permettant d'évaluer les effets directs de l'Ang II, indépendant de son effet

vasopresseur, sur le comportement invasif des macrophages. Comme la biosynthèse de

l'Ang II implique l'action de plusieurs protéines codées par différents gènes (Figure 1.2),

une protéine de fiision développée dans le laboratoire sera utilisée afin de cibler la relâche

d'Ang II aux macrophages. Cette protéine, lorsqu'elle est clivée par la fiirine, libère le

peptide Ang II.

Plusieurs étapes doivent être fi'anchies afin de vérifier l'hypothèse. D'abord, il est

essentiel de vérifier la présence de la furine dans les macrophages et son efificacité à

cliver le site furine d'une protéine de fusion (Methot et al., 1997). Il est également

nécessaire de choisir des régions promotrices permettant de diriger l'expression aux

macrophages chez la souris. Par la suite, des constructions d'ADN permettant

l'expression de la protéine de fusion conduisant à la relâche d'Ang II sous la dépendance

d'un promoteur macrophage spécifique doivent être générées. Des souris transgéniques

doivent être produites et croisées avec des souris C57BL/6. Les lignées doivent être

suivies par Southern Blot. L'expression du transgène par les macrophages doit être

vérifiée, ainsi que la libération de l'Ang II par ces derniers. La spécificité des promoteurs

utilises doit également être déterminée. Il faudra de toute évidence obtenir des lignées

dont la pression artérielle ne sera pas affectée par l'Ang II provenant des macrophages.

Aussi, un protocole doit être développé afin de vérifier si les macrophages transgéniques

sont plus invasifs que les macrophages de type sauvage.

u



27

n 2. CHAPITRE H : MATÉRIEL ET MÉTHODES

La Figure 2.1 représente schématiquement l'approche expérimentale utilisée pour

l'ensemble du projet.

2.1. Matériel

Liste des produits chimiques :

Acide chlorhydrique
Acide-or^o-phosphorique
Acrylamide
Agarose
Azote liquide
Bicarbonate de sodium
Bleu de bromophénol
Bromure d'éthydium
Calf intestinal alkalin phosphatase
Chlomre de sodium
Citrate de sodium
Colonnes C18 Sep-Pak
Acétate de Sodium
Denharts reagent
DTT
EDTA
Ethanol
Films et écran intensificateur Kodak
Biomax MS
Formaldehyde
Formamide

Isopropanol
Chlorure de Lithium
Méthanol
MOPS
Papier Whatman 3MM
Phenylmethylsulfonyl fluoride
Phosphate de sodium
Polyethylene glycol
Sodium dodécyl sulfate
Tris-HCl
Xylène cyanol
P-mercaptoéthanol

Anachemia, Lachine, Québec
Fisher Scientific, Nepean, Ontario
Bio Basic, Murrieta, ÇA
Hoffman-La Roche, Missasauga, Ontario
Praxair Canada, Missasauga, Ontario
Anachemia, Lachine, Québec
Bio Rad Laboratories, Missassauga, Ontario
Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario
Amersham Biosciences, B. d'Urfëe, Québec
Anachemia, Lachine, Québec
Anachemia, Lachine, Québec
Waters Ltée, Dorval, Québec
Anachemia, Lachine, Québec
Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario
VWR Canlab, Missassauga, Ontario
Fisher Scientific, Nepean, Ontario
Anachemia, Lachine, Québec

Life Sciences, Woodbridge, Ontario
Anachemia, Lachine, Québec
Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario
Anachemia, Lachine, Québec
Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario
Anachemia, Lachine, Québec
Hoffman-La Roche, Missasauga, Ontario
Anachemia, Lachine, Québec
Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario
Anachemia, Lachine, Québec
Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario
Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario
Invitrogen, Oakville, Ontario
Amersham Biosciences, B. d'Urfée, Québec
Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario

u
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0 Figure 2.1: Représentation schématique de rapproche expérimentale utilisée. Par
transfection (T°) avec des protéines de fi.ision dotées de sites fijrine, la présence de furine
dans les macrophages (<))) est vérifiée en dosant les produits de clivage par RIA. Le gène
F4/80 exprimé spécifiquement dans les macrophages a été clone et utilisé pour une
KNAse protection visant la quantification des macrophages dans les tissus. Une protéine
de fusion permettant la relâche d'Ang II a été mise sous le contrôle de deux promoteurs
différents pour la transgénèse: SR-A pour l'expression dans les macrophages et gp91-
PHOX pour l'expression dans les macrophages et les monocytes. Les transgéniques ont
été identifiées par PCR et croisées avec des C57BL/6. Parmi la FI, des animaux ont été
sacrifiés pour la vérification de l'expression du transgène par les macrophages au niveau
de l'ARNm et de la protéine. L'ADN de souris dont les macrophages exprimaient l'Ang
II a été utilisé pour un Southern blot pour comparer les patrons avec les reproducteurs
potentiels et croiser seulement les animaux avec le même patron pour les générations
subséquentes. Une RNAse protection a également été effectuée sur les tissus pour vérifier
la spécificité des promoteurs. Finalement, le comportement invasif des macrophages des
animaux transgéniques versus non-transgéniques a été évalué grâce à une RNAse
protection macrophage-spécifique utilisant F4/80 comme sonde.

u
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n Liste des produits de biologie moléculaire et culture cellulaire:

u

ADN de sperme de saumon
Ampicilline (Amp)
Anticorps anti IgG polyclonal lapin
ARNt de levure
Bamm
Concert pour large prep et mini-prep
DEAE-Dextran
Dulbecco's modified eagle medium
Sérum de veau fêtai
Formamide désionisée
Gentamycine
HindIH
Klenow
Kpnl
Membrane genescreen plus
Sémm de lapin normal
Notl
Onephorall buffer
phénol-chloroforme
Phosphorimager
Polymérase T3 et T7
Polynucléotides kinase
Protéase de Streptomyces griseus
Protéinase K
PvuII
Pwo polymérase
Random primers DNA labelling system
rATP
rCTP
rGTP
RNAguard
RNAseA
RNAse T l
DNAse RQ1 sans RNAse
rUTP
Séquenceur Ceq 2000XL
Speed Vac concentrator

Substrat de mouton
T4 ADN ligase
Trypsine-EDTA
Tampon d'activativation à la trypsine
Xbal
Xhol
T3 ARN polymérase

Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario
HofFman-La Roche, Missasauga, Ontario
BD Biosciences, Missassauga, Ontario
Invotrogen, Burlington, Ontario
Amersham Biosciences, B. d'Urfée, Québec
Invotrogen, Burlington, Ontano
Amersham Biosciences, B. d'Urfée, Québec
Invotrogen, Burlington, Ontario
Bio Media Canada Inc.

Invotrogen, Burlington, Ontario
Invotrogen, Burlington, Ontario
Amersham Biosciences, B. d'Urfée, Québec
Invitrogen, Burlington, Ontario
Amersham Biosciences, B. d'Urfée, Québec
NEN/Perkin Elmer, Woodbridge, Ontario
Bio Media Canada, Drummondville, Quebec
Amersham Biosciences, B. d'Urfée, Québec
Amersham Biosciences, B. d'Urfëe, Québec
Invotrogen, Burlington, Ontario
Amersham Biosciences, B. d'Urfëe, Québec
VWR Canlab, Missassauga, Ontario
Amersham Biosciences, B. d'Urfëe, Québec
Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario
HofTman-La Roche, Missasauga, Ontario
Amersham Biosciences, B. d'Urfée, Québec
Hoffman-La Roche, Missasauga, Ontario
Invotrogen, Burlington, Ontario
VWR Canlab, Missassauga, Ontario
VWR Canlab, Missassauga, Ontario
VWR Canlab, Missassauga, Ontario
VWR Canlab, Missassauga, Ontario
Invotrogen, Burlington, Ontario
Invotrogen, Burlington, Ontario
VWR Canlab, Missassauga, Ontario
VWR Canlab, Missassauga, Ontario
Beckman Coulter, Missassauga, Ontario
Global Medical Instrumentation, Clearwater,
Ontario

Bio Media Canada, Drummondville, Quebec
Amersham Biosciences, B. d'Urfée, Québec
Invotrogen, Burlington, Ontario
Invotrogen, Burlington, Ontario
Amersham Biosciences, B. d'Urfëe, Québec
Amersham Biosciences, B. d'Urfëe, Québec
VWR Canlab, Missassauga, Ontario
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n T7 ARN polymérase
Thioglycollate
Tampon de transcription
fa-32P] dCTP
[a-32P]-CTP
[y-32P]-ATP

Solutions utilisées :

Tampon de chargement :

10X MSB :

PBS IX pH 7.2 :

Solution dénaturante :

Solution d'hvbridation :

Solution de préhybridation :

VWR Canlab, Missassauga, Ontario
BD Biosciences, Missasauga, Ontario
VWR Canlab, Missassauga, Ontario
Amersham Biosciences, B. d'Urfée, Québec
Amersham Bîosciences, B. d'Urfée, Québec
Amersham Biosciences, B. d'Urfëe, Québec

80% formamide désionisée
lOmMEDTA
l mg/ml Xylène cyanol
l mg/ml bleu de bromophénol

0,75 M NaCl
0,lMTris-HClpH7,5
0,lMMgd2
lOmMDTT

0,01 M phosphate de sodium
0,15MNaCl

4 M: guanidine isothiocyanate
25 mM Sodium citrate
0,5% sarkosyl
90 mM P-mercaptoéthanol

6XSSC
0,5% SDS
100 [J.g/ml d'ADN de sperme de saumon
50% formamide désionisée

6XSSC
5X Denharts reagent
0,5% SDS
100 p,g/ml d'ADN de sperme de saumon
50% formamide désionisée

u

âolution de RNAses :

Tampon acide maliaue + 8-OH :

10mMTris-HClpH8,0
5mMEDTApH8,0
300mMNaCl
30U/mlRNAseTl
40 [ig/ml RNAse A

0,2 M acide malique pH 6,5
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n
Tampon d'hybridation 80% formamide:

Tampon Ang I :

Tampon Ans I + 8-OH :

8-Hydroxyquinolone 13,8%

80% formamide désionisée
40 mM PIPES
0,4MNaCl
l mM EDTA

0,1 M phosphate de potassium pH 7,4
0,25% BSA
0,02% NaN3
3mMEDTA

Tampon Ang I +
0,03% de 8-Hydroxyquinoline

Tampon de digestion de queues de souris: 50 mM Tris-HCl
100mMEDTApH8,0
0,5% SDS
0,2MNaCl

u
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n 2.2. Verification de la présence de furine dans les macrophages.

Des cellules j774 cultivées dans du DMEM avec 10% FCS + Gentamycine 10 [ig/ml ont

été transfectées avec deux différents plasmides. Le premier permet aux cellules

d'exprimer la protéine de fiision de la figure 2.2. L'Ang II produite par le clivage de la

protéine de fusion a été quantifiée dans le surnageant par RIA avec des anticoqîs anti-

Ang II polyclonaux produits chez le lapin. Le second plasmide conduit à l'expression de

la protéine illustrée à la figure 2.3. La rénine produite par ces cellules était mesurée par

un essai enzymatique avec l'angiotensinogène et un RIA qui mesure l'Ang l produite lors

de la réaction. Cette seconde méthode permettait une plus grande sensibilité grâce à

l'étape enzymatique.

Les cellules j774 ont été étalées dans des plaques de 12 puits de façon à obtenir 80 000

cellules / puit. Elles ont été lavées deux fois avec du DMEM sans sémm. Elles ont été

transfectées avec un mélange contenant 2,5 p-g/ml d'ADN plasmidique et 40 (J.g/ml de

DEAE-Dextran dans du DMEM sans sérum. Les cellules ont été mises à l'incubateur à

5% de CÛ2 et à 37°C pour une heure, après quoi le milieu de transfection a été remplacé

per du milieu complet (DMEM avec 10% PCS + Gentamycine 10 (J.g/ml) pour une

incubation de 28 heures dans les mêmes conditions. Pour la transfection avec la protéine

de la figure 2.2, les cellules et les surnageants ont ensuite été traités pour leur utilisation

dans un RIA. Pour la protéine de la figure 2.3, des échantillons de surnageants ont été

utilises directement pour un essai enzymatique avec l'angiotensinogène.

2.2.1. Traitement des cellules et des surnageants pour RIA.

Les surnageants étaient retirés des cellules 28 heures après transfection et transférés dans

des tubes de culture froids avec EDTA en concentration finale de 10 mM. Les cellules

étaient trypsinisées avec 2 ml de trypsine-EDTA 10 mg/ml et 2 ml de DMEM complet

étaient ajoutés pour arrêter la réaction.

u

2.2.2. Preparation des surnageants.

Les surnageants contenant l'EDTA lOmM étaient bouillis 5 minutes pour dénaturer les

protéines. Ils étaient ensuite centrifugés 10 minutes à 4°C à 15 000g. Une solution d'acide
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Figure 2.2 : Représentation schématique de la technologie permettant la relâche
directe d'Ang H par une cellule donnée. La protéine de fusion possède un peptide
signal (PS) du côté N-terminal qui la dirige dans la voie de sécrétion constitutive. Un
fragment d'immunoglobuline (Fc) lui confère de la masse. Le segment pro (PRO) de la
prorénine humaine sert d'espaceur moléculaire pour le clivage par la furine.
L'octapeptide angiotensine II (Ang II) est apposé en C-temiinal; le site furine est clivé
dans la voie de sécrétion constitutive et l'Ang II est libéré de la cellule.
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SITE FURINE

û
J

Segment pro
^Y^
Rénine (active après clivage)

PRORENINE-FURINE

Figure 2.3 : Représentation schématique de la prorénine-furine. Un site fiirine a été
ajouté entre le segment pro et le reste de la prorénine humaine. La protéine entière n'a
pas d'activité. Le clivage du site furine libère la rénine active.

u
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n ortÀo-phosphorique (concentration finale 0,5%) fi-oide était ajoutée, puis les tubes

demeuraient sur glace pour 15 minutes. Une autre centrifugation suivait (20 000g; 30

minutes; 4°C). Les surnageants étaient appliqués sur des colonnes Cl 8 Sep-Pak

préalablement équilibrées (4,5 ml de méthanol 90% suivis de 4,5 ml d'H20 sous 5 kPa).

La même pression était conservée pour tout le reste de la préparation des échantillons

contenant l'Ang II. Les colonnes étaient lavées deux fois avec de l'eau. L'élution était

effectuée avec 2 ml de méthanol 90%. Les échantillons étaient séparés en deux et sèches

au speed-vac. Ils étaient ensuite utilisés pour le RIA.

2.2.3. Preparation des cellules.

Les cellules étaient centrifugées (200g; lOminutes; 4°C) et lavées avec du PBS IX pH

7,2. Elles étaient ensuite congelées dans l'azote liquide. Deux ml d'une solution d'EtOH

80%/HC1 l N froide étaient ajoutés aux culots de cellules congelées. Elles étaient

homogénéisées au Polytron, puis centrifugées à 15 000g; 30 minutes; 4°C. Les

surnageants étaient transférés évaporés avec un flux d'azote jusqu'à une réduction de 50%

par rapport au volume de départ. Une solution d'acide or^o-phosphorique (concentration

finale 0,5%) froide était ajoutée, puis les tubes demeuraient sur glace pour 15 minutes.

Une autre centrifugation suivait (20 000g; 30 minutes; 4DC) Une autre centrifugation

suivait (20 000g; 30 minutes; 4°C), après quoi les surnageants étaient appliqués sur des

colonnes Cl 8 Sep-Pak préalablement équilibrées (voir section précédente).

2.2.4. Détection de l'Ang D: par radio-immunoassai (RIA).

Des dilutions d'Ang II étaient préparées dans du tampon Ang l + 8-OH + PMSF l mM

pour faire une courbe standard: Solution stock d'Ang II 20 ng/ml dilué l dans 2 jusqu'à

0,039 ng/ml. De chaque dilution, 50 [d était utilisés, en duplicata, pour la courbe

standard.

Les échantillons d'Ang II sèches au speed vac ont été resuspendus dans 100 p.1 de tampon

AI+80H. L'étape l du RIA consistait à mettre les échantillons et les standards en

presence d'une quantité constante du traceur 125I-Ang II dilué dans du tampon Ang l

(marqué all; 8000 cpm par tube), et d'une quantité constante du premier anticorps

u
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n (polyclonal lapin 1:80 000 tampon Ang I) capable de reconnaître l'Ang II et l'Ang II*.

Les mélanges suivants étaient effectués (Tableau III).

Tableau HI: Première étape du MA servant à détecter l'Ang H. N-S :non-
spéciïïque.

125I-AnglI^l) Tampon

AI+80H(^1)

Standards (p.1) Anti-Ang II

(^l)
Tubes l23

II

I-Ang 50

Tubes N-? 50 150

Tubes Blanc 50 100 50

Tubes standards 50 50 50 50

Tubes

échantillons

50 100

(resuspension)

50

Les différents tubes étaient incubés 48 heures à 4°C.

Par la suite, les complexes anticorps-anfigènes étaient précipités par l'ajout de :

100 [il de NRS (1:50 dans tampon Ang I)

100 p,l d'anti IgG (2ème anticoq)s polyclonal lapin 1:25 dans tampon Ang I)

500 [d de PEG 12,5% (concentration finale 7%)

et par une incubation de 30 minutes à température pièce suivie d'une centrifùgation de 10

minutes à 2 500g. Les surnageants étaient aspirés et la radioactivité des culots comptée

avec un compteur gamma.

u

2.2.5. Essais enzymatiques de la rénine des surnageants.

Pour les essais enzymatiques, 100 [d des surnageants des cellules transfectées avec des

constructions permettant l'expression de la prorénine-furine, et 100(^1 des surnageants des

cellules transfectées avec des constmctions permettant l'expression la prorénine native,

ont été utilisés. Pour chaque construction (prorénine-furine et prorénine native), deux

échantillons subissaient une activation à la trypsine, et deux échantillons n'étaient pas

activés. L'activation à la trypsine permet de cliver la prorénine-furine et la prorénine
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0 native, ce qui active la quantité totale prorénine présente dans Técliantïïlon. Sans

activation à la trypsine, seulement la prorénine furine peut être clivée par la furine, alors

que la prorénine native ne peut pas être clivée (vérîFié expérimentalement). Tour

l'activation, les 100 |j,l de surnageant étaient additionnés de 10X TAB pour une

concentration finale de IX et de trypsine de concentration finale 0,3 mg/ml. Tls étaient

incubés l heure à température pièce. Les échantillons ne devant pas être activés étaient

ajustés à IX de TAB et incubés comme les autres échantillons. Ensmte, tous les

échantillons étaient placés 3 heures à 37°C en présence de 10 (^1 de substrat de mouton

(contenant T'angiotensinogène), de 100 [jl de tampon acide malique+SOTI, et de l [Jl de

PMSF 100 Mm.

2.2.6. MA pour détecter l'Ang l produite lors de la réaction enzymatique de la

rénine avec son substrat.

Aux milieux de réaction enzymatique étaient ajoutés directement 50 |jl I-Ang I, et 50

[d d'anti-Ang l (polyclonal lapin 1:6 000 dans tampon Ang I). La courbe standard et les

différents contrôles étaient affectés comme à la section 2.2.5 (Tableau TH) en substituant

l'Ang II, le traceur Ang II* et les anti-Ang II, par l'Ang I, le traceur Ang I*, et les anti-

Ang I. La première étape du EIA nécessitait cependant une incubation de seulement l

heure 30 minutes. Le reste du RIA était effectué exactement comme à la section 2.2.5.

2.3. Generation des souris transgéniques:

Des ovules fécondés 50% C3H et 50% C57BL/6 ont été micro-injectés (Méthot et al.,

1995) avec les deux constructions présentées à la figure 3.2 pour avoir l?expression dans

les macrophages (promoteur SR-A) ou dans les macrophages et les monocytes

(promoteur gp91-PHOX).

<J

2.3.1. Preparation des constructions d'ADN pour la transgénèse.

Pour les souris SR-A, le fragment Fc-pro-AngII a été sorti de son vecteur d7 origine par

une digestion HindIII/BamHI. Le vecteur Pal l contenant le promoteur SR-A et la queue

de l'hormone de croissance humaine a été ouvert au niveau de son polylmker par une

digestion HindIII/BamHI et une ligation a été effectuée. Pour les souris PHOX, le
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n promoteur gp91-PHOXb a été retiré de son vecteur d'origine par une digestion

XbaFBamHI. Un plasmide contenant le transgène Fc-pro-Ang II et la P-globine a été

ouvert par une digestion HindIII. Le vecteur et Finsert ont été rempli grâce à la Klenow

selon les recommandations du fournisseur et une ligation avec la T4 ligase a été

efifectuée.

Des bactéries XL-1 compétentes ont été transformées et placées sur des milieux de

selection cpntenant ampicilline 0,1 mg/ml pour une incubation o/n à 37°C et 5% de COz.

Les colonies ont été repiquées dans du milieu LB avec ampicilline 0,1 mg/ml. 2,5 ml ont

été utilisés pour préparer de l'ADN; le reste était conservé à -80°C avec 15% de glycérol

pour servir d'inocula. L'ADN obtenu a été digéré afin de vérifier la présence et

I'orientation de T'msert. L'ADN digéré était placé sur gel d'agarose 0,8% +BtBr (10 [d

d'EtBr 10 mg/ml pour 100 ml de solution d'agarose) pour une migration de 30 minutes à

100 mV. Les inocula correspondant aux ADNs montrant les bons patrons de migration

sur gel d'agarose + EtBr 10 mg/ml ont été utilisés pour la préparation de plus grandes

quantités d'ADN afin d'en obtenir suffisamment pour les expériences subséquentes. La

concentration des solutions d'ADN obtenues était mesurée grâce à la D.0. à 260 nm

(D.0.260nm d'une dilution 1/100 X 5 = concentration en p.g/p.l). Leur pureté était évaluée

par le ratio D.0.260/D.0.28o (ratio de 1,8 à 2 = pureté adéquate). Les ADNs ont également

subi les digestions nécessaires à la verification de leur identité, et ont été sequences avant

d'etre utilises pour la transgénèse.

2.3.2. Séquençage des constructions.

Les constructions d'ADN ont toutes été séquencées par Ceq 2000 XL (Becman Coulter

Inc., Missassauga, Ontario) avec la méïhoâe des âidéoxyrilionucléotîdes (Kukanskis,

2000).

u

2.3.3. Preparation de l'ADN pour l'envoyer à la micro-injection.

La construction destinée à produire les souris SR-A a été digérée NotI/XhoI. Le fragment

à injecter avait 6,9 kb. La construction destinée à produire les souris PHOX a été digérée

XbaI/NdeI relâchant le fragment à injecter de 3,4 Tcb. Une migration sur gel d'agarose
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n 0,8% avec EtBr a été effectuée afin de vérifier la qualité de la digestion et la présence des

fragments destinés à servir pour la micro-injection d'ovules fécondés 50% C3H et 50%

C57BL/6. Les échantillons digérés ont été expédiés au service de micro-injection de

l'IRCM.

2.4. Identiïïcation les souris positives pour le transgène parmi les fondateurs

potentiels.

2.4.1. Preparation de l'ADN.

Les souris fondatrices reçues du service de micro-injection ont été testées par PCR.

L'ADN de bouts de queues a été isolé par la méthode au phénol-

chloroforme (Sambrooke, 1988): les queues ont été digérées toute la nuit dans du

Tampon de Digestion + l mg/ml de protéase. Une extraction au chloroforme était

effectuée, et l'ADN était précipité avec de l'éthanol 95%. Il était ensuite lavé avec de

l'éthanol 70%, lyophylisé, puis resuspendu dans 100 [ù de TioEi.

2.4.2. Conditions de PCR pour les souris SR-A et PHOX.

Un [il de l'ADN obtenu était utilisé pour le PCR. L'ADN était chauffé à 55°C avant le

PCR. Les oligonucléotides utilisés sont présenté à la figure 3.2.

Mélange pour souris R-A Mélange pour souris PHOX

ADN : l 1^1 l [A
Oligos 100 ng/^il : l ^1 de 210 l [d de 621

l [d de 547 l j^l de 624
Tampon Taq: 2 [d 2 (il
Taq polymérase : 0,5 [xl 0,5 [d
H2Û : 15,5 [d 15,5 [d
Le PCR comportait les cycles suivants : l : 1X(3 niinà94° C). 2 : 35X(1 mmà94° C, l

min à 50° C, l min à 72° C). 3 : IX (10 min à 72° C). Les souris identifiées comme

transgéniques ont été croisées avec des souris C57BL/6.

VOIR FIGURE 3.2 POUR LA SÉQUENCE DES OLIGOS.

0
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0 2.5. RNAse protection sur l'ARN de macrophages.

Une RNAse protection a été effectuée afin de vérifier l'expression du transgène par les

macrophages des souris de la FI. Il était nécessaire de stimuler les macrophages de la

cavité péritonéale, d'en isoler l'ARN, d'en vérifier la qualité et de tester la présence de

l'ARN produit à partir du transgène.

2.5.1. Stimulation des macrophages de la cavité péritonéale des souris

transgéniques.

Une stimulation au thioglycollate a été effectuée, avec une solution contenant 38,5 g de

thioglycollate par litre d'HsO. Trois millilitres de cette solution ont été injectés

intrapéritonéalement à des souris de deux mois ou plus, avec des aiguilles de 26g 1/2".

Quatre jours post-stimulation, les souris étaient sacrifiées par dislocation cervicale.

Immédiatement après le sacrifice, 8 ml de PB S IX étaient injectés dans la cavité

péritonéale (aiguilles de 26 g 1/2"), la peau était retirée et les cellules de la cavité

intrapéritonéale étaient récoltées avec une aiguille de 18 g. Les cellules étaient

immédiatement centrifugées (200 g; 10 min). Le surnageant était retiré et consen/é et

traité pour le dosage de l'Ang II, et les cellules étaient congelées en plongeant le tube

dans l'azote liquide et conservées à -80°C jusqu'à l'isolation de leur ARN ou de l'Ang II.

Aussi, les tissus qui étaient prélevés étaient immédiatement plongés dans l'azote liquide

et conservés à -80°C jusqu'à l'isolation de leur ARN.

0

2.5.2. Isolation de l'ARN des macrophages.

Aux culots de macrophages congelés étaient ajouté 3 ml de solution dénaturante avec P-

mercapto-éthanol. Ils étaient passés au Polytron, puis ils subissaient une extraction au

phénol-chloroforme (+ 0,3 ml 2 M NaOAc pH 4,0 + 3,0 ml de phénol saturé en tampon +

0,6 ml de chloroforme). Les tubes étaient incubés sur glace 15 minutes à 0°C. Après

centrifugation à 10 000 g à 4°C, la phase supérieure était transférée et précipitée en

ajoutant isovolume d'isopropanol 100%. Le culot recueilli grâce à une centrifugation de

10 minutes à 4°C à 10 000g subissait un traitement au LiCl 4 M (800 \d~) afin d'éliminer

le glycogène qu'il contenait. Suivait une centrifùgation de 10 minutes à 4°C à 10 000 g,

suite à laquelle le culot était resuspendu dans 400 p.1 de TioEiSo,i%. L'ARN était précipité
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jusqu'au lendemain à -80°C (+ 40 ^1 NaOAc 3 M pH 5,2 + 900 [û éthanol 95%). n était

ensuite lavé avec de l'éthanol 70%, lyophilisé, puis resuspendu dans 50 [d de TioEiSo,i%.

La concentration des solutions d'ARN obtenues était mesurée grâce à la D.0. à 260 nm

(D.0.260mn d'une dilution 1/100 X 4 = concentration en |^g/fJ.l). La qualité des ARNs

obtenus ét^it vérifiée. Les échantillons étaient cliauffés à 70°C pendant 15 minutes, ï5 [d

de tampon d'échantillon leur était ajouté, puis ils étaient placés sur un gel 1% d'agarose

contenant MOPS pour une migration d'une heure à 60 V.

2.5.3. RNAse protection pour vérifier l'expression du transgène :méthode détaillée.

2.5.3.1.Synthèse d'une échelle de poids moléculaire radioactive.

Cinq [ig, d'une échelle de poids moléculaires ont été utilisés pour la préparation. L'ADN

a été phosphatasé (2 [d de CIAP + 5 p-g d'ADN + HîO jusqu'à 50 p,l) pour l heure à

37°C. Du SDS était ajouté (concentration finale 1%), suite à quoi une extraction était

effectuée sfvec un volume de pliénol-chloroforme. Une précipitation suivait : 2 volumes

d'éthanol 100% + 10% de volume de NaOAc 3 M pH 5,2). Le culot était resuspendu dans

du TioEi.

Un p,g de l'échelle phosphatasée était utilisé pour le marquage radioactif. La réaction

suivante était effectuée : l p,g d'échelle phosphatasée; 2,5 |j,l de 10X MSB; 50 (^ci [y-

32PJ-ATP; l [i\ de PNK; H2Û jusqu'à 25 [d. La réaction durait 30 minutes à 37°C. Du

SDS était ajouté (concentration finale 1%), suite à quoi une extraction était effectuée avec

un volume de phénol-chlorofonne. Une précipitation suivait : 2 volumes d'éthanol 100%;

10% de volume de NaOAc 3 M pH 5,2; 2 ^g d'ARNt; HsO jusqu'à 50 (^1; 2 volumes

d'EtOh 95%. L'échantillon était incubé 5 minutes à -80°C. Il était ensuite centrifiigé 2

minutes à 4°C, puis resuspendu dans 45 (^1 d' HsO. Il était reprécipité : 10% de volume de

NaOAc 3 M pH 5,2; 2 volumes d'EtOh 95%. L'échelle de lOOpb radioactive était

resuspendue dans 50 (xl de TioEi et conservée à -80°C.

0
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0 2.5.3.2.Digestion des matrices d'ADN.

Les matrices d'ADN présentées à la figure 2.4 étaient digérées (20 (ig de chacune) avec

environ 40 U enzymatiques, dans un volume final de 100 [j.1 pour 3 heures à 37°C, et avec

la concentration appropriée de Onephorall buffer (OPA). Matrice histone : BamHI

2XOPA; Fc-pro-AII : PvuII 1XOPA; F4/80 : Kpnl 2XOPA. La digestion était vérifiée en

faisant migrer un échantillon de 2 ^g à lOOmV pour 30 minutes sur gel d'agarose 0,8%

avec EtBr. Une extraction au phénol-chloroforme était effectuée et les matrices étaient

resuspendues dans l'eau pour une concentration finale de 2 [ig/[il.

2.5.3.3.Synthèse des sondes.

La réaction de synthèse des sondes a été effectuée Ih à 37° C dans la solution suivante :

transcription optimized IX buffer, DTT 10 mM; 0,850U/ul de RNA guard; 0,5 mM rATP;

0,5 mM rUTP; 0,5 mM rGTP; rCTP 36 uM; matrice d'ADN 0,1 ug/ul; 2,5 uCi d'[a-32P]-

CTP; T3 ou T7 RNA pol l U/ul. Les sondes produites ont été purifiées par l'ajout de 0,1

U/ul de RQ1 DNAse sans RNAse pour 15 min à 37°C. Elles ont été extraites au phénol-

chloroforme avec 0,2 mg/ml d'ARNt de levure et précipitées dans 3,75 M de NH40Ac

avec 3 volumes d'éthanol 100%. Elles ont été resuspendues dans du tampon

d'hybridation 80% formamide (80% formamide désionisée; PIPES 40mM; NaCl 0,4M;

EDTA ImM). Des solutions contenant 1600cpm/ul de chaque sonde ont été préparées

dans du tampon d'hybridation 80% formamide. Cinq ul du mélange de sonde a été

mélangé à 10 ug d'ARN de macrophages ou de tissus dans du tampon d'hybridation 80%

formamide pour un volume final de 30 ul. Les mélanges ont été chaufifés 3 min à 90°C

puis incubés toute la nuit à 45°C.

<J

2.5.3.4.Digestion aux RNAses.

Les échantillons ont été digérés à 25°C pour 30 min dans la solution de RNAses. Du SDS

était ajouté pour une concentration de 0,66% avec 0,33mg/ml de protéinase K pour 30

min à 37°C. Tous les échantillons étaient ensuite extraits au phénol-chloroforme et

précipités à l'éthanol de la même façon que les sondes. Ils étaient resuspendus dans du

loading buffer, bouillis 5 min et migraient sur gel d'acrylamide 6% à 45V. Le gel était



44

n
HISTONE FC-PRO-ANCrH

Bamm

F4/8»

PvuII

u~-{ T3

l

Kpri

^̂
7°

Linéarisation et transcription avec [a'>''P]-CTP

^
l

Hybridation avec ARN de souris transgénique

+
l

Digestion des portions simple brin par RNAses

+
<>."— . • T \ "
<'=^î :: . -' ^

^ t l ^ t
^

Dénaturation thermique et migration sur gel

+

t

Fragment protégé: 150pb Fragment protégé: 425pb Fragment protégé: 350pb
Sonde résiduelle: 200pb Sonde résiduelle: 600pb Sonde résiduelle: 450pb

u

Figure 2.4 : Représentation schématique des matrices d'ADN utilisées pour la
synthèse de sondes d'ARN. A : Plasmide permettant la synthèse de la sonde histone par
l'ARN polymérase T7. La longueur totale de la sonde est de 200pb alors que le fragment
protégé a 150pb ; B : Plasmide permettant la synthèse de la sonde Fc-pro-Ang îl par
l'ARN polymérase T3. La longueur totale de la sonde est de 625pb alors que le fragment
protégé a 425pb ; C : Plasmide permettant la synthèse de la sonde F4/80 par l'ARN
polymérase T3. La longueur totale de la sonde est de 450pb alors que le fi'agment protégé
a 350pb. Après leur synthèse, les sondes antisens radioactives sont hybridées à l'ARN.
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0 Elles sont digérées par des RNAses spécifiques pour l'ARN simple brin. Si L'ARN
messager auxquelles elles correspondent est présent dans le mélange d'hybridation, un
fragment apparaît sur le gel d'acrylamide pour les longueurs totales et les longueurs
protégées. Si l'ARN est absent, on ne voit sur l'autoradiogramme que les longueurs
totales qui correspondent à la sonde résiduelle non-digérée.

u
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0 transféré sur papier Whattman et séché. Le papier était exposé dans une cassette avec un

écran intensificateur et un film Kodak.

2.6. Southern blot pour iâentiïïer les lignées

2.6.1. Preparation de l'ADN génomique.

Vingt microgrammes d'ADN génomique (prépare par méthode au phénol-cliloroforme)

ont été digérés toute la nuit à 37°C) avec 40 unités de BamHI (SRA A, PHOX A et

PHOX B) ou Tîindïïl (SRA B). Ils migraient sur un gel de 18 cm à 0,8% d'agarose +

EtBr dans du TAE 0,5X à 30 V pour toute la nuit. avec une échelle de l kb. Le gel était

placé danç la solution de dénaturation (0,4M NaOH) avec agitation pour 30 min. Un

transfert par gravité sur membrane genescreen plus pendant 3 heures était effectué.

2.6.2. Synthèse de la sonde.

Cent nanogrammes de matrice d'ADN (Fc-proAng II : l kb) étaient chauffés à 100°C et

utilises pour la synthèse d'une sonde d'ADN radioactive avec le random primer DNA

labelling system de Gibco BRL selon leur protocole. La sonde produite était resuspendue

dans du TE et utilisée pour l'iiybridation avec l'ADN fixé à la membrane à l million

cpm/ml

2.6.3. Préhybridation et hybridation.

Après le transfert, la membrane était lavée avec âu'2X SSC et placée dans un incubateur

rotatif dans la solution de préhybridation pour une nuit à 42°C. Le lendemain, la sonde

était sythétisée et ajoutée à la solution d'hybridation (l million cpm/ml), puis la

membrane était transférée dans la solution d'hybridation pour 48 heures à 42°C à

l'incubateur rotatif. La membrane était ensuite lavée : 5min à température pièce (2X SSC;

0,5% SDS); l heure à température pièce (2X SSC; 0,1% SDS); l heure à 37°C (0, IX

SSC; 0,5% SDS). Elle était ensuite lavée avec du IX SSC et exposée au Phosphorimager

pour trois jours.

0
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n 2.7. RIA pour doser l'Ang II des macrophages de souris transgéniques.

2.7.1. Traitement des surnageants des cellules intrapéritonéales.

Les surnageants (de l'étape 2.5.1) étaient bouillis 5 minutes pour dénaturer les protéines.

Ils étaient ensuite centrifugés 10 minutes à 4°C à 10 000 rpm dans le rotor SM-24. Les

surnageants étaient appliqués sur de colonnes Cl 8 préalablement équilibrées (4,5 ml de

méthanol 90% suivis de 4,5ml d'HzO sous 5 kPa). La même pression était conservée pour

tout le reste de la préparation des échantillons contenant l'Ang II. Les colonnes étaient

lavées deux fois avec de l'eau. L'élution était efïectuée avec 2ml de méthanol 90%. Les

échantillons étaient séparés en deux et sèches au Speed-Fac («2 heures). Ils étaient

ensuite utilisés pour le RIA décrit à la section 2.2.5.

2.8. RNAse protection sur ARN de tissus.

Immédiatement après le sacrifice par dislocation cervicale, les organes étaient prélevés et

plongés dans l'azote liquide. Leur ARN était ensuite isole avec la méthode décrite à la

section 2.5.2 pour les macrophages congelés. Leur qualité était évaluée de la même

manière que pour les macrophages également ^section 2.5.2). Pour laRNAse protection,

voir la section 2.5.3.

2.9. Développement d'un essai pour quantiïïer les macrophages présents dans les

tissus.

u

2.9.1. Clonage d'une portion du gène f4/80 (expression spécifique aux

macrophages) par PCR.

Une revue de la littérature a pennis de sélectionner le gène F4/80 pour son expression

spécifique aux macrophages. Le clonage de ce gène est présenté à la figure 3.10. De

l'ADN de queue de souris C57BL/6 a été préparé selon la méthode décrite à la section

2.4.1. La séquence obtenue sur NCBI (National Center for Biotechnology Information)

étant celle de l'ARNm, un alignement de séquences par BLAST (Basic Local Alignment

Search TooF) a permis de positionner les différents exons et de choisir des

oligonucléotides situés dans un seul exon. Trois cent quarante-huit pb du dernier exon ont
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n été clones par PCR, une digestion EcoRI^BamHI a été effectuée et le fragment obtenu a

été inséré par ligation dans un vecteur ouvert avec les mêmes enzymes.

2.9.2. Synthèse d'une sonde radioactive.

Une sonde radioactive a été produite à partir de la construction effectuée et de la

polymérase T3 (Figure 2.4). Une RNAse protection a été effectuée suivant la méthode

décrite aux sections 2.5.3.2-2.5.3.6.

0
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n 3. CHAPITRE m: RÉSULTATS

3.1. Vérîïïcation de la présence de la furine dans les macrophages.

La biosynthèse de l'Ang II est présentée à la figure 1.2. Le ciblage de l'expression de

l'Ang II à un type particulier de cellules requiert Tutilisation d'une protéine de fusion

développée dans le laboratoire (Figure 2.2).

Afin de s'assurer qu'il était possible de développer un modèle de souris transgéniques

dont les macrophages qui expriment cette protéine de fusion libéreraient l'Ang II, il

fallait évidemment vérifier la présence de cette enzyme dans les macrophages. Les

macrophages de culture primaire étant difficiles à transfecter avec succès, une lignées de

cellules immortalisée a été choisie pour les transfections. Les cellules j 774, macrophages

immortalisés issus de souris femelles BALB/c, sont souvent utilisées dans les expériences

qui étudient le comportement des macrophages dans des modèles d'athérosclérose, et ils

présentent les caractéristiques des macrophages activés (Kmth, 2001). Ainsi, des cellules

j 774 ont été transfectées avec deux constructions. La première permettait l'expression de

la protéine de fusion qui, clivée par la fi-irine, génère l'Ang II (Figure 2.2). L'autre

construction permettait l'expression y une prorénine humaine modifiée, dont un site

fùrine, placé entre le segment pro et le reste de la protéine, doit être clivé pour que la

cellule libère la rénine active dans le surnageant (Figure 2.3) (Methot et al., 1997).

D'abord, parmi les produits de transfection testés avec les cellules j774 (lipofectamine

2000 et DEAE-Dextran), le DEAE-Dextran à 40 ^g/^il s'est avéré le plus efficace (Mack

et al., 1998). En effet, la lipofectamine 2000 et les autres concentrations de DEAE-

Dextran utilisées (10, 20 et 80 (^g/p-l) n'ont pas permis une efficacité de transfection

suffisante pour que la présence de la furine soit détectée.

u

En ce qui concerne les deux stratégies employées pour détecter l'activité de la furine, les

construction d'ADN ayant servi aux différentes transfections sont présentées aux figures

2.2 et 2.3. La première protéine de fusion, Fc-pro-Ang II, est envoyée dans la voie de

sécrétion constitutive grâce à un peptide signal en N-terminal. Un fragment
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0 d'immunoglobuline lui a été ajouté pour lui conférer une plus grande masse et une

stabilité accrue. Un segment pro de la prorénine humaine lui a été ajouté et sert

d'espaceur moléculaire nécessaire au clivage par la furîne, au site furîne qm précède

l'Ang II, peptide situé en C-terminal de la protéine. Lorsqu'il y a clivage dans la voie de

sécrétion constitutive, l'Ang II est libérée hors de la cellule qui exprime la protéine de

fusion (van Kats et al., 2001) (Figure 2.2). Or, les RIAs effectués sur les surnageants des

cellules j774 transfectées exprimant cette protéine tf ont as pennis de détecter l'Ang H,

pas plus que les RIA effectués sur le contenu intracellulaire des cellules transfectées.

En ce qui concerne la seconde méthode utilisée pour démontrer la présence de fùrine dans

les macrophages, les cellules j774 ont été transfectées avec les constructions présentées à

la figure 2.3, et la figure 3.1 illustre la stratégie employée.

Brièvement, des cellules j 774 sont transfectées avec une construction permettant

l'expression et la relâche dans le surnageant d'une prorénine modifiée, dont un site fiirine

ajouté en C-terminal du segment pro permet l'activation par la furine (Figure 3.1A).

Vingt-huit heures post-transfection,le surnageant est récolté. A ce point, l'expérience se

sépare en deux. Certains surnageants sont utilisés directement dans un essai enzymatique

avec l'angiotensinogène. La génération d'Ang l mesurée par RIA témoigne de l'activité

de la rénine activée par la furine dans la voie de sécrétion constitutive des cellules

transfectées. Les autres surnageants de cellules transfectées avec prorénine-furine sont

activées par la trypsine, qui clive toutes les prorénines-furine et qui permet de connaître

l'activité totale des surnageants. En soustrayant l'activité rénine activée à l'activité totale,

on obtient l'activité prorénine. Ainsi il est possible de savoir qu'elle proportion de la

protéine de fiision exprimée est clivée par la fijrine. Dans ce cas-ci, la totalité de la

protéine exprimée est clivée (Figure 3.1C).

u

La Figure 3.1B illustre le contrôle effectué. Des cellules j774 sont transfectées avec la

prorénine native, qui ne peut pas être activée par la farine puisqu'elle n'en possède pas le

site. Sans activation à la trypsine, aucune activité rénine ne devrait être détectée, alors
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Figure 3.1 : Représentation schématique de la stratégie permettant la vérification de
la présence de la furîne dans une cellule donnée. A : La protéine dans les surnageants
correspond à celle illustrée en détail à la figure 2.2. La furine des vésicules de sécrétion
des cellules transfectées clive la protéine, et la rénine active se retrouve dans le
surnageant. En activant le surnageant à la trypsine, on obtient l'activité totale. B : La
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0 protéine exprimée est la prorénine native qui ne peut pas être activée par la fùrine. Une
activation à la trypsine donne l'activité totale. C : L'activité prorénine est obtenue en
soustrayant l'activité rénine à l'activité totale. Dans ce cas l'activité du surnageant est
uniquement l'activité de la rénine activée par le clivage par la furine. D : Le surnageant
des cellules transfectées avec la prorénine native ne possède que l'activité prorénine.

u
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0 qu'avec l'activation, l'activité totale de la prorénine est détectée. Ceci est démontré à la

figure3.ID.

En conclusion à cette section, la figure 3.1C et D démontre que dans les cellules

transfectées avec prorénine-fiirine, la majeure partie de l'activité des surnageant est celle

de la rénine activée par la furine, alors que les surnageant des cellules transfectées avec la

prorénine native ont seulement une activité reliée à la présence de prorénine. Ceci

confirme la présence de la furine dans les macrophages et sa capacité à cliver une

protéine de fusion dotée d'un site furine.

3.2. Transgénèse et identification des souris transgéniques.

Les promoteurs choisis pour cibler l'expression chez les souris transgéniques sont le SR-

A pour l'expression restreinte aux macrophages (Horvai et al., 1995) et le gp91-PHOX

pour une expression chez les macrophages et les monocytes (Skalnik et al., 1991). Ils ont

tous deux été clones en amont de la séquence permettant l'expression de Fc-pro-Ang II

(Figure 3.2). Ils ont par la suite été sequences. Le clonage s'est avéré efficace et des

échantillons d'ADN ont été préparés pour la micro-injection d'ovules fécondés 50% C3H

50% C57BL/6. Les souris fondatrices ont été testées par PCR. Le taux de succès de la

transgénèse a surpassé 60% pour les souris SR-A et 30% pour les souris PHOX.

Les fondatrices positives ont été croisées avec des souris C57BL/6. Par PCR, la

progéniture a été testée (3.2). Des souris positives de chaque lignée ont été obtenues.

Certaines ont été sélectionnées pour la vérification de l'expression du transgène au niveau

de l'ARN messager des cellules recrutées dans la cavité péritonéale après stimulation au

thioglycollate.

u

3.3. Expression du transgène par les macrophages.

Afin de réunir un nombre de macrophages suffisant pour procéder à une extraction

d'ARN et à une RNAse protection, les macrophages ont été recrutés dans la cavité

péritonéale grâce à une stimulation au thiogly collate. Quatre jours post-stimulation, les

cellules pouvaient être récoltées. Elles étaient enrichies à 90% en macrophages vu le
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Figure 3.2: Constructions d'ADN réalisées pour la transgénèse et réaction de
polymérisation en chaîne (PCR) pour la détection des transgéniques. A : SRA:
291pb du prometeur proximal du récepteur scsveiîger A, ^t400pb de I'etemenf enhancer
en amont de cejîromoteur, fourni par Dr Christopher -K. Glass (Horvar et aL 1995) ont été
placées en amont de la séqtieiice eodant pourra pfoteme î'e-pro-Aitg B. La ^Heue ^e
l'hormone de croissance humaine (Hgh) assuré ta stabilité à l'ARNm. ParPCR avec les
oligos 621 (aaaectgtgcattgatga) et 624 (aaaccagctgatctggac) sur de l'ADN de queue de
souris, un fragment de 425pb est obtenu. B: PHOX : Les pb -1541 pb à +1 du pramoteur
de la glycoprotéine gp91-PHOX fourni par Dr Stuart H. Orkin (Skalnik et al. 1991) ont
été donees en amont de la sequence Fe-pro-Ang II. La queue de la bêta-globine fournit ta
stabilité à l'ARNm. Par PCR avec les otigos 210 (ttctcatgcaacgtgagac) et 547
(tggtgatacaagggacatc) sur de l'ADN de queue de souris, un fragment de 389pb est
obtenu.

u
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n nombre de jours d'incubation (Skalnik et al., 1991). Leurs ARNs étaient isolés et la

qualité en était évaluée avant de procéder à la RNAse protection. La méthode utilisée

pour l'isolation a donné des rendements suffisant en quantité et en qualité pour permettre

l'utilisation de ces ARNs pour une RNAse protection (Figure 3.3). Les bandes

apparaissant sur gel d'acrylamide visualisée aux UVs grâce au bromure d'éthydium

correspondent aux ARNs ribosomaux qui sont présent en grande quantité dans la cellule.

Pour que des ARNs soient considérés d'une qualité suffisante, l'ARNr 288 doit dormer

une bande 1,5 fois plus intense que l'ARNr 18S. La quantité d'ARN obtenue, 50 ^ig,

suffisait à réaliser 5 RNAse protections. La RNAse protection effectuée utilise des sondes

radioactives d'ARN antisens à l'ARN messager transcrit à partir du traiisgène. Cette

sonde, utilisée en excès, permet que le test soit quantitatif. Une sonde est également

produite pour mesurer les ARNs messagers d'histone, dont les niveaux d'expression

servent de contrôles auxquels sont comparés les niveaux obtenus pour le transgène. La

figure 2.4 illustre les matrices d'ADN utilisées pour la production des sondes

radioactives.

Parmi toutes les lignées testées à la FI, deux lignées SR-A (A et B) et deux lignées

PHOX (A et B) ont été sélectionnées pour les expériences subséquentes. Il est possible de

remarquer que les niveaux d'expression obtenus sont variables d'une lignée à une autre.

Les niveaux d'expression sont comparés à la figure 3.4B.

Les résultats présentés dans cette section démontrent que les macrophages des souris

transgéniques SR-A et PHOX expriment le transgène au niveau de l'ARN messager,

autant lorsque ce transgène est sous le contrôle du promoteur SR-A que sous le contrôle

du promoteur gp91-PHOX.

u

3.4. Suivi des lignées par Southern Blot.

Un Southern Blot a été développé afin de suivre les lignées. Une sonde a été produite à

partir d'un fragment d'ADN d'environ l kB correspondant à la séquence de Fc-pro-Ang

II. Il a été utilisé pour produire une sonde d'ADN radioactive à l'aide d'une trousse de

random primer DNA probe labeling. La méthode utilisée permettait de produire un
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Figure 3.3 : Visualisation de l'ARN isolé des macrophages transgéniques. A :
Représentation schématique de la méthode utilisée pour récolter l'ARN des macrophages;
B : Rendement quantitatif; C : Rendement qualitatif. La qualité de l'ARN est bonne
quand la bande correspondant à l'ARN ribosomal 28S a 1,5 fois l'intensité de celle
obtenue pour l'ARN ribosomal 18 S.
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possible d'observer dans le puit sonde une bande à 200pb qui correspond à la sonde
histone et une bande à 625 pb qui correspond à la sonde Fc-pro-AngII (voir figure 3.5).
Les fragments protégés sont attendus à 150 et à 425 pour histone et Fc-pro-AngII
respectivement (Figure 3.5). Ceci correspond au nombre de paires de bases
complémentaires entre les ARNm et les sondes, qui sont protégés de la digestion par les
RNAses dont la spécificité est l'ARN simple brin. Ces sondes sont en excès par rapport
aux quantités d'ARNm utilisées, ce qui rend l'essai quantitatif. La bande à 625 apparaît à
tous les puits car une quantité résiduelle n'a pas été digérée par les RNAses. Les puits
ARNt et Contrôle négatif servent de contrôles négatifs qui montrent les bandes qui ne
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n sont pas dues à la présence des ARNm spécifiques au transgène. Pour le puit ARNt
apparaissent seulement des bandes dues à de l'hybridation non-spécifique ou à une
quantité de sonde résiduelle. Pour le puit N-T, qui contient de l'ARN de souris non-
transgénique, un fragment protégé apparaît pour l'ARNm endogène histone, mais pas
pour le transgène. Le contrôle positif pour le transgène montre le fragment protégé à 425
pb et à 150. Ce contrôle vient de l'ARN de cellules GH4 transfectées avec une
construction permettant l'expression de Fc-pro-AngII sous le contrôle du promoteur
RSV. Les puits SR-A A, SR-A B, PHOX A et PHOX B montrent les fragments protégés
pour histone et pour le transgène. B : Niveaux relatifs d'expression du transgène Fc-pro
Ang II par les lignées SR-A A, SR-A B, PHOX A et PHOX B.

u
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0 mélange de sondes complémentaires à une séquence de l kB du transgène. Les résultats

attendus dans le cas d'un seul site ou de deux sites d'intégration pour les deux transgènes

sont présentés à la figure 3.5.

Les souris ayant servi à la RNAse protection ne pouvaient pas être utilisées pour la

reproduction puisqu'elles devaient être sacrifiées pour la récolte des macrophages.

L'objectifdu Southern Blot était donc de vérifier si les patrons obtenus avec l'ADN des

reproducteurs potentiels de la FI de chaque lignée étaient comparables aux patrons des

souris de la FI positives pour la RNAse protection sur l'ARN des macrophages. De cette

façon, il était possible de vérifier s'il y avait perte de sites d'intégration d'une génération

à l'autre, perte qui aurait pu être associée à une abolition ou à une diminution de

l'expression de l'ARN messager dans les macrophages. En effet, pour une lignée qui n'a

pas été conservée pour les expériences subséquentes, deux patrons de Southern Blot

étaient obtenus panni la progéniture FI. Une RNAse protection a démontre que l'un

d'eux était associé à l'expression de l'ARN messager par les macrophages, alors que

l'autre ne l'était pas (Figure 3.6A et B).

Ainsi, les reproducteurs potentiels ont été testé par Southrn Blot et comparés aux souris

dont les macrophages exprimaient le transgène. Les patrons obtenus sont présentés à la

figure 3.7. Pour les souris SR-A, les sites d'intégration ne sont pas perdus pour toutes les

lignées jusqu'à la F4. Les souris PHOX ne sont pas encore à la F4 mais à la F2. De la

même façon, les lignées PHOX A et PHOX B ne semblent pas avoir perdu de sites

d'intégration. Il est à noter que les lignées ont été perpétuées seulement quand le patron

obtenu au Southern Blot prouvait que les sites d'intégration étaient conservés entre les

generations, et qu'à la F4 il n'y a pratiquement plus de chances que des sites d'intégration

multiples se séparent.

u

Les résultats de ce Southern Blot mettent en évidence qu'un patron différent pour les sites

d'intégration d'un transgène pour des souris d'une même lignée peut être associé à un

phénotype différent. Ils démontrent également que les lignées produites et sélectionnées
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Figure 3.5 : Représentation schématique du Southern Blot développé pour le suivi
des lignées. A : Schéma représentant un ou deux sites d'intégration. Le transgène s'insère
en tandem en un endroit unique du génome. L'ADN est digéré avec un enzyme qui
possède un seul site de restriction au sein de chaque copie du transgène (flèches noires).
La distance entre deux sites dans la répétition en tandem est de 6,9kb pour les souris SR-
A et de 3,4kb pour les souris PHOX. Les flèches rouges indiquent les sites de restriction
génomiques pour la même enzyme en amont et en aval du transgène, les flèches jaunes
indiquent la même chose mais pour le second site d'insertion.; B : Résultats attendus,
après migration sur gel d'agarose de l'ADN génomique digéré, transfert sur membrane et
hybridation à la sonde radioactive spécifique du transgène, dans le cas d'un seul site (SR-
A l et PHOX l) ou de deux sites (SR-A 2 et PHOX 2).
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Figure 3.7 : Suivi des lignées par Southern Blot. Les flèches orangées indiquent le
fragment de 6,9kb correspondant à la distance entre deux sites de restriction au sein de la
repetition en tandem du transgène SRA-Fc-pro-Ang II-Hgh-tail. Les flèches vertes
indiquent la même chose pour le transgène gp91-PHOX-Fc-pro-Ang II-P-globine et la
distance entre deux sites est de 3,4kb. Pour les lignées où un seul site est présent, des
flèches rouges indiquent les fragments obtenus en amont et en aval des sites d'insertion.
Des flèches jaunes sont utilisées lorsqu'un site d'intégration supplémentaire apparaît. En
A et en B, les enzymes de restrictions utilisées pour la digestion de l'ADN génomique
sont indiquées. C : BamHI est utilisé pour tous les échantillons. A+ : ADN d'un animal
positif pour l'expression du transgène par les macrophages; C- : ADN d'un animal non-
transgénique; R : ADN d'un reproducteur potentiel; FX : génération. Les enzymes de
restriction utilisées dans chaque cas sont indiquées.
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0 pour les expériences subséquentes ne changent pas de patron d'une génération à l'autre,

même pour la lignée PHOX A qui possède deux sites d'intégration.

3.5. Détection de l'ANG H produite par les macrophages des souris transgéniques.

La lignée ayant le plus niveau d'expression au niveau de l'AKN messager, PHOX A, a

été utilisée afin de mesurer l'Ang II soit dans le liquide intrapéritonéal ou dans les

macrophages récoltés. Dans les deux cas, une quantité d'Ang II de 125 pg a été ajoutée à

des échantillons de liquide intrapéritonéal et à des échantillons de macrophages

provenant de souris contrôle (souris non-transgéniques de la même portée). Il n'a pas été

possible de détecter l'Ang II, ni dans les cellules, ni dans le liquide de la cavité des souris

transgéniques, bien que la lignée employée démontre une forte expression au niveau de

l'AKN messager. Les contrôles positifs ont permis de détecter 45,6% de l'Ang II qui

avait été introduite dans les échantillons de liquide intrapéritonéal, et 21,6% de la

quantité introduite dans les échantillons de cellules (Figure 3.8).

En conclusion, la libération d'Ang II par les macrophages transgéniques n'a pas été

confirmée ni infirmée.

3.6. Vériïïcation de la spécificité d'expression du transgène.

Les tissus de souris transgéniques exprimant l'Ang II dans leurs macrophages ont été

récoltés et leur ARN isolé. En effet, bien que les promoteurs utilisé aient été caractérisés

au niveau de la spécificité d'expression aux macrophages (SR-A), et aux

macrophages/monocytes (PHOX), il est important de vérifier si dans le modèle

développé, cette spécificité est également observée. Or, l'expression a été détectée dans

le cœur, le rein et le poumon (Figure 3.9 et 3.12). La source potentielle de cette

expression tissulaire sera discutée au chapitre suivant. La spécificité des promoteurs

utilises lors de ce projet n'est toutefois pas confirmée.

u

3.7. Quantification des macrophages dans les tissus par RNAse protection.

Afin de quantifier les macrophages dans les tissus, et de comparer la quantité présente

chez les animaux transgéniques versus chez les animaux contrôle, une stratégie basée sur
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Figure 3.8 : Détection de l'Ang H des macrophages transgéniques par RIA. Les
contrôles négatifs (C-) sont des souris non-transgéniques de même portée. Les contrôles
positifs (C+) sont des souris non-transgéniques de même portée pour lesquelles 125pg
d'Ang II ont été ajouté après la séparation des cellules et du liquide intrapéritonéal, avant
la purification des échantillons. Souris PHOX A : souris transgénique de la lignée qui
exprime le plus haut niveau d'ARN messager Fc-pro-Ang II-P-globine. Le contenu en
Ang II a été mesuré par RIA et l'Ang II utilisé pour les contrôles positifs provient de la
même source que pour la courbe standard qui a pennis le dosage.
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la quantitivité de la RNAse protection a été développée. Il suffisait de trouver un gène

dont l'expression était macrophage-spécifique, d'en cloner un fragment, et de le placer

dans un vecteur permettant la production d'une sonde d'ARN radioactive utilisable pour

une RNAse protection sur l'ARN des tissus des animaux transgéniques et des animaux

contrôle. En comparant avec l'intesité de la bande contrôle histone, qui provient de

l'ARN total de l'organe en question, à la bande obtenue pour le gène dont l'expression

est spécifique aux macrophages, il serait possible de comparer quantitativement les

animaux transgéniques et les animaux contrôle quant à la proportion que représente

l'ARN de macrophages sur l'ARN total par organe. Un survol de la littérature a permis

d'indentifier le gène F4/80 comme un candidat intéressant, puisque cette glycoprotéine de

surface s'est révélée avoir une distribution spécifique aux macrophages et qu'elle est

exprimée chez tous les macrophages, peu importe leur localisation ou leur degré

d'activation (McKnight et al., 1996).

Ainsi, 300 pb du dernier exon de ce gène ont été donees. Par BLAST, il a été possible de

s'assurer que le fragment choisi pour le clonage ne chevauchait pas deux exons

difïérents. (Figure 3.10). Des oligonucléotides ont été conçus afin de cloner le fragment

choisi dans de l'ADN de souris C57BL/6, fond génétique vers lequel la progéniture

tendait de plus en plus au fil des générations. Ce fragment a été intégré à un plasmide

permettant la synthèse d'une sonde d'ARN radioactive grâce à la polymérase T3 (Figure

2.4). Le séquençage a démontré que le clonage a été efficace.

Une RNAse protection a été effectuée sur de l'ARN de macrophages afin de vérifier si le

fragment clone permettait bien la synthèse d'une sonde de la bonne longueur (450 pb) et

la protection d'un fragment de la bonne taille également (350 pb). La Figure 3.11

démontre que le fragment de longueur totale ainsi que le fragment protégé ont les bonnes

tallies (450 pb et 350 pb respectivement). Elle met aussi en évidence que l'intensité du

fragment protégé de la sonde F4/80 est supérieure à l'intensité obtenue avec la sonde

histone.

u
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Figure 3.10 : Clonage du gène F4/80 macrophage-spéciïïque. Choix des régions
donees de 348pb du dernier exon de F4/80 dans un vecteur permettant la synthèse d'une
sonde d'ARN antisens à l'ARNm. Le clone d'ADN génonùque RP23-290P4 a été choisi
car son pourcentage d'identité avec l'ARN messager est de 100%. 634 :
cgggatccatttctggaacaccacaa; 635 : cggaattcgggttaacatcctttctt.
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macrophages par RNAse protection. Les sondes utilisées pour cette RNAse protection
sont celles illustrées à la figure 3.6. Le fragment apparaissant à 350pb correspond au
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n Dans une deuxième série d'expériences, les conditions ont été mises au point afin de

permettre une RNAse protection à trois sondes, Fc-pro-Ang II, F4/80, et histone. Des

mélanges de seulement deux sondes ont été faits pour faciliter la visibilité des bandes sur

le gel (F4/80 versus histone et Fc-pro-Ang II versus histone). La Figure 3.12 montre les

résultats obtenus suite à ces mises en conditions. Encore une fois, le transgène est

exprimé dans des tissus autres que les cellules ciblées, notamment dans le rein (Figure

3.9), le cœur et le poumon (Figure 3.12) pour la lignée SR-A B, puis dans le rein et le

cœur pour la lignée SR-A A. La bande obtenue pour le fragment protégé par l'ARN

F4/80 dans les tissus est très faible, mais il est toutefois possible de remarquer qu'il n'y a

pas de différence notable entre son intensité pour les animaux transgéniques versus les

animaux contrôle. La figure 3.12B illustre le changement de ratio entre l'intensité des

bandes pour le transgène et pour F4/80 dans les tissus versus dans la cavité péritonéale.

En résumé, le segment de 348pb clone dans le dernier exon du gène F4/80 dont

l'expression est spécifique aux macrophages, lorsqu'il est inséré dans un vecteur

approprié (Figure 2.4), permet la synthèse d'une sonde de 450 pb. Le fragment protégé

par l'ARN messager du gène F4/80 a la longueur attendue, soit 350 pb. Aucune

différence significative n'a été observée entre l'expression de l'ARN messager F4/80

chez les souris transgéniques versus souris contrôle, pour un tissu donné. Par rapport, à

F4/80, le transgène serait exprimé plus fortement dans les tissus que dans la cavité

péritonéale.

0
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n dans la section supérieure correspond au fi'agment protégé de 350pb B qui démontre la
presence de l'ARNm pour F4/80. Cette bande est très intense dans les macrophages ((()),
alors qu'elle est très faible dans les tissus. Aussi, l'intensité de cette bande ne varie pas de
façon significative entre les animaux transgéniques versus contrôles. En A dans la section
inférieure, la RNAse protection est effectuée avec la sonde histone (H) et la sonde Fc-
pro-Ang II. Les flèches jaunes indiquent les animaux transgéniques. La plus forte
expression est observée dans les macrophages, mais il y a également de l'expression du
transgène dans le cœur des animaux SRA A et dans le cœur et les poumons de la lignée
SRA B. B: Niveaux d'intensité relative du transgène par rapport e F4/80 dans les
macrophages, le coeur et les poumons.
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n 4. CHAPITRE IV: DISCUSSION ET CONCLUSIONS

4.1. Applications potentielles du modèle développé.

Après nombre d'études visant à déterminer de quelle façon l'Ang II influence

l''athérosclérose, le sujet demeure litigieux. En effet, plusieurs des données obtenues in

vitro démontrent que ce peptide agit directement sur les récepteurs ATI de différentes

cellules dont la participation au processus athérosclérotique est connue (cellules

musculaires lisses, cellules endothéliales, monocytes et macrophages). Cette stimulation

des récepteurs ATI agit sur l'expression ou l'activité de molécules en grande partie

d'adhésion ou chémotactiques. Ces molécules pourraient accentuer l'athérosclérose

lorsque leur expression est augmentée ou lorsqu'elles sont activées. L'oxydation des

LDLs est également augmentée par l'Ang II, ainsi que la capture de ceux-ci par les

macrophages. Dans la phase d'initiation de l''athérosclérose (phase que concerne le projet

de recherche effectué), les processus les plus sujets à subir l'influence de l'Ang II sont

l'adhésion des monocytes à la paroi; leur migration à travers l'endothélium; l'oxydation

et l'acétylation des LDLs et l'accumulation de macrophages sous forme de cellules

spumeuses (Tableau II).

Il est également intéressant de remarquer que toutes les composantes du RAS se trouvent

dans l'espace subendothélial, suggérant qu'une production locale d'Ang II est possible.

Une libération systémique du peptide ne serait donc pas essentielle à l'augmentation de

l'Ang II à proximité des cellules impliquées dans la formation de lésions. Des sujets

normotendus dont les niveaux plasmatiques d'Ang II sont normaux pourraient avoir un

RAS subendothélial activé. La génération d'Ang II par ce RAS tissulaire pourrait

contribuer à la sévérité de leur athérosclérose. Le modèle développé lors de ce projet

implique la création d'un RAS subendothélial synthétique activé, qui permet d'évaluer le

rôle de l'Ang II en absence d'hypertension.

u

Plusieurs modèles expérimentaux ont déjà été développés à cette fin, mais leurs résultats

demeurent contradictoires. D'une part, certains d'entre eux impliquent l'administration

systémique d'Ang II par injection. Or, une augmentation de la pression systémique est
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n observée pour plusieurs d'entre elles, ce qui ne permet pas de bien délimiter le rôle direct

de l'Ang II de son rôle indirect via sa fonction vasopressive. Aussi, même si parfois des

doses subpressives sont employées, de légères élévations de la pression non-mesurables

par les techniques employées peuvent être engendrées. Ces expériences n'imitent pas non

plus un RAS subendothélial activé, puisque l'Ang II est disponible dans le compartiment

luminal des vaisseaux et donc plus sujet à moduler la pression systémique.

D'autres modèles impliquent l'utilisation de drogues qui bloquent la production de l'Ang

II ou qui inhibent les récepteurs ATI. Bon nombre de ces études sont réalisées chez des

sujets normotendus, mais certaines d'entre elles démontrent que la réduction de

l'athérosclérose est observée seulement quand les doses de drogues utilisées réduisent la

pression sanguine sous la normale.

Ainsi, le modèle développé lors de ce projet permettrait une meilleure simulation de

l'activation du RAS vasculaire subendothélial et une évaluation plus juste des effets

causés directement par l'Ang II sur le comportement invasif des macrophages, par

l'action du peptide sur les récepteurs ATi (ou AT2) de différentes cellules impliquées

dans le développement des lésions. Des lignées dont la pression artérielle est normale

devront être identifiées.

4.2. Liberation d'Ang H par les macrophages : vériïïcation de la présence de la

furine.

Tel que présenté dans la section 1.3.1, la biosynthèse de l'Ang II nécessite plusieurs

étapes, et des molécules codées par plusieurs gènes différents sont impliquées dans celle-

ci (Figure 1.2). Ainsi, le ciblage de l'expression de l'Ang II à un type particulier de

cellules requiert l'utilisation d'une protéine de fusion développée dans le laboratoire

présentée à la figure 2.2 (Methot et al., 1997). Rappelons simplement que cette protéine

doit être clivée par la furine pour que les cellules qui l'expriment libèrent l'Ang II. Or,

bien que la farine soit considérée comme une enzyme ubiquitaire, sa distribution, et plus

particulèrement sa présence dans les macrophages, est très peu documentée.

u
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n Comme l'expression devait être ciblée aux macrophages du modèle transgénique

développé, le premier objectif du présent projet de recherche était de vérifier la présence

de fiirine dans des macrophages en culture. A cette fin, deux stratégies ont été

développées, impliquant toutes deux la transfection de cellules j 774. Les deux stratégies

permettaient de vérifier non seulement sa présence, mais également sa capacité à cliver

une protéine de fusion dotée d'un site furine.

Une transfection de macrophages j774 avec la construction permettant l'expression de la

protéine de fiision illustrée à la figure 2.2 permet la relâche d'Ang II si la fùrine est

présente. Un RIA utilisant des anticorps anti-Ang II permettait de la détecter (van Kats et

al., 2001). Or, ni dans les cellules ni dans les surnageants l'Ang II a pu être détectée. Pour

les surnageants et les contenus cellulaires, des contrôles positifs étaient effectués pour

mesurer les pertes d'Ang II encoumes lors du processus de purification des extraits

précédant le RIA. Environ 30% de la quantité initiale d'Ang II introduite était détectée

pour les contrôles positifs, alors qu'aucune Ang II n'était détectée dans le cas des cellules

transfectées. Il est possible que l'efficacité de transfection soit en cause, puisqu'il est

connu que les macrophages sont relativement difficiles à transfecter. Aussi, la demi-vie

de l'Ang II n'étant que de 30 minutes, il est possible qu'elle ait été dégradée durant la

preparation des échantillons pour le RIA. Cette hypothèse est supportée par les pertes de

70% observées dans le cas des contrôles positifs.

u

La seconde stratégie développée dans le laboratoire permet d'augmenter la sensibilité de

la détection de la fiirine dans les cellules transfectées, puisqu'elle comporte une réaction

enzymatique. La figure 3.1 illustre la stratégie employée. Si la furine est présente dans les

cellules transfectées avec prorénine-furine, la rénine active est libérée. Son activité est

mesurée et témoigne de la présence de furine dans les cellules utilisées. Le contrôle

négatif effectué pour valider cette technique consiste à effectuer la transfection avec la

prorénine native, pour vérifier si elle est clivée et activée dans les macrophages malgré

l'absence du site fiirine (figure 3.1 B). Les résultats obtenus démontrent que seulement la

prorénine-fùrine est activée dans les macrophages. Les macrophages contiennent donc la

furine. D'ailleurs, toute la prorénine-furine relâchée dans le surnageant et clivée, puisque
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0 l'activité totale des extraits n'excède par celle de la rénine provenant du clivage par la

furine (figure 3.1 C).

4.3. Transgénèse et identiïïcation des souris positives par PCR.

Deux modèles transgéniques ont été développés. Le premier visait la libération d'Ang II

par les macrophages uniquement. L'Ang II serait donc relâché dans l'espace

subendothélial et elle pourrait agir de façon autocrine ou paracrine. Il a été démontré par

des études in vitro que l'Ang II augmente l'expression de molécules d'adhésion et

chémotactiques. Il est également connu que le comportement invasif des monocytes et

macrophages est influencé par l'expression de molécules d'adhésion et chémotactiques

par les cellules endothéliales, les macrophages/monocytes, et des cellules musculaires

lisses.

Le deuxième modèle ciblait l'expression de la protéine de fusion aux macrophages et aux

monocytes. Il serait ainsi possible de vérifier l'effet obtenu quand l'Ang II est disponible

pour les monocytes avant qu'ils pénètrent la paroi. Pour séparer les effets directs des

effets indirects de l'Ang II, il serait impératif de vérifier que ces souris transgéniques ont

une pression systémique normale.

u

Afin de cibler la libération d'Ang II aux macrophages, des régions promotrices du gène

SR-A humain ont été utilisées. Le plasmide Pal-I contenant 291 pb du promoteur

proximal du récepteur SR-A, et 400 pb de l'élément activateur en amont de ce

promoteur, a été fourni par le Dr Christopher K. Glass. Son équipe a caractérisé cette

région promotrice en identifiant la séquence minimale requise pour cibler l'expression de

l'hormone de croissance humaine aux macrophages et aux cellules spumeuses des lésions

de souris athérosclérotiques (Horvai et al., 1995). Les séquences promotrices et les

éléments enhancer du promoteur contiennent des sites de liaison pour PU. l, AP-1 et les

facteurs de transcription des domaines ets. Ils ont réussi à obtenir une expression

spécifique, démontrant par RNAse protection avec une sonde antisens que le gène

rapporteur n'était pas exprimé dans les tissus des souris transgéniques. La séquence

codant pour la protéine de fiision a été insérée dans le plasmide en question entre les
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0 régions promotrices et la séquence codant pour la queue poly A de l'hormone de

croissance humaine (destinée à assurer une bonne stabilité à l'ARNm).

Pour le ciblage aux macrophages et aux monocytes, le promoteur gp91-PHOX a été

fourni par Dr Stuart H. Orkin. Lui et son équipe ont caractérisé les régions promotrices

requises pour un ciblage de l'expression exclusivement aux macrophages et aux

monocytes chez la souris transgénique, se situant entre -1541 pb et +1 (Skalnik et al.,

1991). Cette région du promoteur a été clonée dans un plasmide en amont de la séquence

codant pour Fc-pro-Ang II et de la queue poly A de la P-globine.

La transgénèse a donné de très bons résultats, générant plus de 30% de souris

transgéniques pour le total des ovules micro-injectés. Ceci a été vérifié par PCR. Les

amorces utilisées ont été dessinées entre des régions de la protéine de fusion provenant de

différents gènes, de façon à rendre impossible l'amplification de séquences endogènes

figure 3.2). Les souris fondatrices positives ont été croisées avec des souris C57BL/6.

Cette souche a été choisie pour sa susceptibilité à développer des lésions d'athérosclérose

lorsqu'elle suit une diète riche en lipides.

u

4.4. Vériïïcation de l'expression du transgène par les macrophages.

Des individus de la FI ont été testés de façon à déterminer les niveaux d'expression du

transgène dans les macrophages. La technique employée pour le recmtement des

macrophages permet un enrichissement en macrophages de 90% dans la cavité

péritonéale après une stimulation au thioglycollate (Skalnik et al., 1991). Il suffit de

récolter les cellules 4 ou 5 jours suivant l'injection intrapéritonéale de la solution de

thioglycollate (Figure 3.3A et B). Afin de s'assurer de la qualité des ARNs isolés, ils

étaient placés sur gel et révélés au bromure d'éthidium. Il a été noté que l'ARN de

macrophage est plus sensible à la dégradation que les ARNs des autres tissus,

probablement du à la présence de nucléases en grande quantité. Les conditions

expérimentales ont donc du être raffinées pour en arriver à la qualité illustrée à la figure

3.3C. L'ARN est considéré de bonne qualité quand l'intensité obtenue pour la bande

correspondant à l'ARNr 28S est de 1,5 fois l'intensité de celle obtenue pour l'ARN 18S.
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n La quantité d'ARN obtenue était limitante (50 [ig), ne permettant d'efiFectuer que 4-5

protections à la RNAse.

Une protection à la RNAse avec sonde d'ARN antisens aux ARNm produit à partir du

transgène a permis d'identifier deux lignées SR-A et deux lignées PHOX dont les

macrophages exprimaient le transgènes à des degrés différents (Figure 3.4A). La sonde

étant en excès par rapport aux ARNm, et l'ARN d'histone servant de contrôle pour la

quantité d'ARN utilisée lors du test, les résultats pouvaient être comparés entre eux

quantitativement. Les niveaux relatifs d'expressions sont illustrés à la figure 3.4B. Il est

possible de conclure que les promoteurs SR-A et PHOX pennettent l'expression d'un

ARNm chez les macrophages des souris transgéniques.

4.5. Suivi des lignées par Southern Blot.

Un Southern Blot a été développé pour le suivi des lignées. En effet, il était important de

s'assurer que le nombre de sites d'intégration du transgène dans le génome ne variait pas

au cours des croisements. La figure 3.5 illustre deux des situations possibles, soit un seul

site ou deux sites d'intégration, pour les souris SRA et pour les souris PHOX. La figure

3.6 démontre que des patrons de Southern Blot différents pour des animaux d'une même

ligné peuvent être associés à une différence de phénotype par rapport à l'expression du

transgène, ce qui justifie l'utilisation du Southern blot afin de croiser les lignées qui ont le

phénotype intéressant.

0

La figure 3.7 illustre la comparaison des patrons de Southern Blot des souris au

phénotype recherché (expression du transgène par les macrophages) avec les patrons de

reproducteurs potentiels. La reproduction avait lieu seulement si les patrons étaient

identiques.( Figure 3.7A; B; C). A la figure 3.7 A, il est possible d'observer quatre

bandes supplémentaires à la bande principale pour les souris SR-A B. Le transgène se

serait donc inséré à deux endroits dans le génome. Toutes ces bandes sont toujours

présentes à la F3, mais il sera quand même important de suivre revolution du patron dans

les générations ultérieures. Si ces deux sites ne se séparent jamais avec les croisements,

c'est qu'ils sont situés sur le même chromosome et assez près l'un de l'autre pour que les
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0 événements de recombinaison n'aient pas la possibilité de les séparer. Toutes les autres

lignées, SR-A A, PHOX A et PHOX B, n'ont qu'un seul site d'intégration et leur patron

de Southern Blot ne varie pas entre les générations.

4.6. RIA : libération de l'Ang H par les macrophages.

Le contenu en Ang II du liquide peritoneal des souris transgéniques de la lignée ayant la

plus forte expression a été mesuré 4 jours après stimulation au thioglycollate. Le contenu

cellulaire des macrophages a été testé également. Il n'a pas été possible de détecter l'Ang

II. Pour les contrôles positifs, 125 pg d'Ang II étaient ajoutés avant le traitement des

échantillons. Pour le liquide peritoneal, 45,6% de cette quantité pouvait être mesurée par

RIA. Pour les cellules, seulement 21,6% étaient détectés. Ainsi l'Ang II produit par les

macrophages peut avoir été dégradé ou simplement ne pas être libéré par la cellule. En

effet, l'Ang II peut être dégradée par des aminopeptidases et carboxypeptidases

(Ardaillou, 1997; Wolf et al., 1997). Aussi, il est connu que les macrophages expriment

plusieurs aminopeptidases et qu'ils en sécrètent davantage lorsqu'ils sont recrutés dans la

cavité péritonéale grâce au thioglycollate (Miller et al., 1994; Soderiing et Knuuttila,

1980; Wachsmuth et Wust, 1982). Cependant, van Katz et al. (van Kats et al., 2001) ont

démontré qu'un cœur perfuse de souris transgéniques exprimant la protéine de fusion Fc-

pro-AngII libéraient le peptide. Afin de vérifier si les macrophages en sont aussi

capables, il serait possible d'effectuer un cell blot assay, qui permet de détecter l'Ang II

libéré par une cellule individuelle. Cet essai diminue le risque de dégradation puisque les

cellules sont attachées à une membrane à laquelle le peptide se lie de façon covalente

lorsqu'il est relâché. La révélation se fait grâce à des anticorps anti-Ang II (Fischer et al.,

1997).

u

4.7. Verification de la spéciïïcité de l'expression du transgène.

Après avoir vérifié que les macrophages exprimaient bien le transgène, comme dans la

plupart des études de transgéniques, la spécificité du promoteur SR-A a été évaluée. Une

RNAse protection a été effectuée sur l'ARN de plusieurs tissus (Figure 3.9). Il n'y a pas

d'expression ectopique dans le cerveau, dans l'estomac et dans le foie. Dans le rein

(Figure 3.12) le cœur et les poumons (Figure 3.9), l'ARNm Fc-pro-Ang II-P-globine est
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n détecté. Cependant, il est impossible de savoir, par ce résultat, si le promoteur est

spécifique des macrophages. En effet, l'expression observée peut venir des cellules des

tissus, mais également de macrophages présents dans ceux-ci. Si elle provient des

macrophages, la valeur du modèle expérimental serait accrue car cela démontrerait que

les macrophages expriment le transgène non seulement lorsqu'ils sont recrutés dans la

cavité péritonéale par le thioglycollate, mais également dans un contexte tissulaire

normal. Par contre, si l'expression provient des cellules cardiaques et des cellules de

reins, le promoteur n'est pas spécifique. Les études qui caractérisaient ces promoteurs

chez la souris transgénique démontraient pourtant leur spécificité (Horvai et al., 1995)

(Skalnik et al., 1991). Ainsi, si le promoteur n'est pas spécifique dans le cas présent, ce

pourrait être du aux sites d'intégration dans le génome ou à la nature du transgène

exprimé, qui apportent peut-être des sites de liaison pour des facteurs de transcription

supplémentaires qui permettent l'expression dans d'autres types de cellules que les

macrophages. Aussi, les lignées de souris utilisées lors de ces études diffèrent de celle

utilisée pour le présent projet de recherche. Certaines variations génétiques peuvent

donner lieu à une distribution différente de l'expression d'un gène régulé par le même

promoteur, si les cellules ciblées possèdent des facteurs de transcription différents. Une

hybridation in situ, combinée à une immunohistochimie avec des anti F4/80, permettrait

de savoir si l'expression provient des macrophages des tissus ou si elle est réellement

ectopique.

Si l'expression est ectopique, il serait possible de développer une nouvelle stratégie qui

permettrait d'utiliser le modèle développé pour vérifier les effets directs de l'Ang II sur le

comportement invasif des macrophages. La moelle osseuse des souris transgéniques

pourrait être greffée à des souris apoE -/- irradiées. La moelle de cette souris pourrait être

reconstituée avec 50% de cellules souches transgéniques et 50% de cellules souches de

type sauvage. Une souche de souris receveuse dont les marqueurs de surface Th diffèrent

de ceux de la souche donneuse serait utilisée. Il serait possible de vérifier - par

immunohistochimie contre les Th spécifiques des macrophages transgéniques - si ces

derniers sont plus invasifs que les macrophages de type sauvage.

u
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n 4.8. Clonage de F4/80 et Test RNAse sur ARNs de macrophages.

Une RNAse protection visant la quantification des macrophages dans les tissus a été

développée afin d'évaluer la modulation du comportement invasif des macrophages. Le

gène F4/80 dont l'expression est macrophage-spécifique (McKnight et al., 1996), a été

clone. Comme seulement la séquence de l'ARNm n'étant disponible dans la banque de

données Genbank de NCBI, un BLAST a été effectué pour la comparer aux séquences

d'ADN répertoriées et pour y positionner les introns et les exons. Les amorces de PCR

ont été dessinées dans un seul exon (Figure 3.10). En effet, si les amorces sont choisies

sur deux exons différents ou sur un intron, la séquence qu'elles amplifieront ne sera pas

entièrement complémentaire à celle de l'ARNm correspondant au transgène. La RNAse

pourrait alors avoir accès, lors de la digestion, à des portions simple brin au sein de la

portion qui devrait normalement être protégée. Une RNAse protection sur l'ARN de

macrophages a démontré que les longueurs totale et protégée de la sonde étaient les

bonnes. Il n'y avait donc pas de difFérences de séquence entre l'ADN de C57BL/6 clone

et la séquence de l'ARN messager isolé des macrophages de souris transgéniques (dont le

fond génétique n'est pas 100% C57BL/6).

u

4.9. Quantiïïcation des macrophages par RNAse protection avec la sonde F4/80.

Une RNAse protection a ensuite été effectuée sur les ARNs de tissus de souris

transgéniques versus non-transgéniques afin de vérifier si une plus grande quantité de

macrophages étaient présents dans les tissus des animaux transgéniques. U était possible

de quantifier les macrophages de cette façon puisqu'il est rapporté que tous les

macrophages expriment F4/80, peu importe leur degré d'activation (McKnight et al.,

1996). Les ratios F4/80 (macrophage-spécifîque) sur histone (exprimé par toutes les

cellules) peuvent être comparés entre les souris transgénique et type sauvage. Si le ratio

est plus élevé chez les souris transgéniques, il y a plus de macrophages dans leurs tissus

que dans les tissus des souris contrôle. De très faibles niveaux ont été obtenus pour F4/80

dans les dififérents tissus, et il a été impossible d'observer une modulation de leur

comportement invasif de cette façon. Il est possible que leur comportement invasif n'ait

pas été influencé, bien que l'ARNm du transgène soit détecté au niveau des tissus, si

l'Ang n n'est pas libérée par les macrophages. Le cell blot assay sera donc nécessaire
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n pour garantir que l'Ang II atteint sa cible. Si c'est le cas et que la quantité de

macrophages dans les tissus demeure inchangée, cela signifiera que l'Ang II à elle seule

n'est pas suffisante à influencer la migration des macrophages chez un animal bien

portant.

Cependant, la méthode développée pourrait être utile dans le cas d'animaux qui sont

sujets à une invasion massive de macrophages dans la paroi de leurs vaisseaux, comme

les souris apoE -/- soumises à une diète riche en lipides. Les souris transgéniques SR-A et

PHOX pourront être croisées à des souris apoE -/-, et le comportement invasif de leurs

macrophages pourra être mesuré. La sensibilité du test serait peut-être suffisante lorsque

le phénotype est plus sévère. Par rapport à l'immunohistochimie, cette RNAse protection

est beaucoup plus rapide et objective pour la quantification des macrophages dans les

tissus. Aussi, revolution des plaques d'athérosclérose des souris apoE -/- SR-A et PHOX

pourrait être suivie dans le temps et il serait possible de vérifier si la libération d'Ang II

par les macrophages accélère et/ou accentue leur sévérité.

Les résultats obtenus sont tout de même intéressants. Il faut rappeler que 100% des

macrophages expriment F4/80, et qu'une proportion de ceux-ci exprime le transgène. La

figure 3.12B illustre les ratios de l'intensité des bandes obtenues pour le transgène par

rapport à F4/80 dans le cœur, le poumon, et les macrophages de la cavité intrapéritonéale.

Ce ratio est fortement augmenté dans les tissus par rapport aux macrophages de la cavité.

Cette modification des niveaux relatifs d'expression peut être expliquée de deux façons.

D'abord, le transgène est peut-être exprimé dans les cellules des tissus. Ces cellules

n'expriment pas F4/80, donc le ratio Tg sur F4/80 est augmenté. Cette hypothèse devra

être vérifiée, comme il a été mentionné plus haut, par hybridation in situ couplée à une

immunohistochimie avec anti-F4/80. Si l'expression du transgène est révélée dans des

cellules negatives pour le marquage aux anticorps spécifiques des macrophages, le

promoteur n'est pas spécifique. Dans ce cas, le modèle ne pourrait pas être utilisé

directement. Dans ce cas, un transfert de moelle osseuse tel que décrit à la section 4.7

devrait être effectué.

u
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n Par contre, si le promoteur s'avère spécifique, ce changement de ratio pourrait être

expliqué de la façon suivante. L'Ang II produite par les macrophages transgéniques de la

cavité péritonéale est probablement diluée par rapport à celle produite par les

macrophages dans l'espace subendothélial dans les tissus. L'Ang II dans les tissus serait

donc plus à même de se lier aux récepteurs ATI des macrophages adjacents. Or, il est

connu que l'Ang II, en agissant sur les récepteurs ATI des macrophages, active les

facteurs de transcription AP-1 et Ets (dont PU. l) par la voie de Rhô A/Rho-kinase

(Takeda et al., 2001). Comme les éléments de liaison pour ces facteurs sont présents au

sein des régions du promoteur SR-A utilisées, l'Ang II peut activer l'expression du

transgène dans une boucle de rétroaction positive. Aussi, le promoteur SR-A est connu

pour son activation qui suit le degré de differentiation des macrophages, qui sont à leur

état le plus différentié en présence d'inflammation (de Winther et al., 2000). Or, l'Ang II

active plusieurs gènes proinflammatoires. Tous ces éléments suggèrent ensemble que

l'Ang II pourrait être responsable de l'augmentation de du ratio transgène sur F4/80 au

niveau de l'ARNm dans les tissus.

u

4.10. Conclusions et perpectives futures.

En conclusion, le projet de recherche a permis de confirmer la présence de fiirine dans les

macrophages et de démontrer sa capacité à cliver une protéine de fusion dotée d'un site

furine. Les promoteurs SR-A et PHOX ont permis l'expression des transgènes Fc-pro-

Ang II-Hgh-tail et Fc-pro-Ang II-P-globine respectivement, par les macrophages des

souris transgéniques. La relâche du peptide par les macrophages n'a pas été confirmée.

Elle pourrait l'être par un cell blot assay spécifique pour l'Ang II, méthode qui pallie la

degradation du peptide. L'expression du transgène observée au niveau des reins, des

poumons et du cœur des animaux transgéniques met en doute la spécificité des

promoteurs utilisés. L'hybridation in situ couplée à une immunohistochimie avec des

anticorps anti-F4/80 permettra de vérifier si l'expression provient des macrophages

présents dans les tissus. Si c'est le cas, cela signifiera que dans les tissus, une plus grande

proportion de la population de macrophages expriment le transgène que dans la

population recueillie dans la cavité péritonéale ou que le niveau d'expression du

transgène est augmenté. L'hypothèse proposée est que l'Ang II serait plus disponible
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n pour les cellules dans l'espace subendothélial que dans la cavité péritonéale. Elle agirait

sur l'expression du transgène par une boucle de rétroaction positive sur l'expression du

transgène Fc-pro Ang II via les éléments AP-1 et Ets. D'autre part, la sonde produite à

partir du dernier exon de F4/80 permet bien la détection de l'ARN messager F4/80 des

macrophages. De faibles niveaux sont observés dans les tissus. Contrairement à

l'hypothèse proposée, ces niveaux ne varient pas entre les animaux transgéniques et les

animaux contrôle. Cependant il est impossible de conclure avec les résultats obtenus à

propos du rôle direct de l'Ang II sur le comportement invasif des macrophages. Le

peptide ne semble pas influencer ce processus dans le modèle développé, mais une

caractérisation plus approfondie de ce modèle sera nécessaire afin de vérifier la relâche

du peptide par la cellule. Si les promoteurs sont spécifiques et si l'Ang II est relâchée par

les macrophages, alors il sera possible de conclure que l'Ang H n'afifecte pas le

comportement invasif des macrophages chez un animal bien portant. Il serait alors

intéressant de croiser les souris transgéniques à des souris apoE -/- et de les soumettre à

une diète riche en lipides. L'évolution de l'athérosclérose pourrait être suivie en terme de

rapidité et de sévérité, et il serait possible de vérifier l'effet de l'Ang II sur le

développement des plaques chez un animal athérosclérotique. D'autre part, même si les

promoteurs ne se révèlent pas spécifiques, les cellules de moelle osseuse des animaux

transgéniques pourront être transférées à des animaux contrôles apoE -/- (Linton et al.,

1995) en proportions variables avec des cellules de moelle osseuse de type sauvage. Si la

composition des plaques a un pourcentage de macrophages transgénique supérieur au

pourcentage introduit, cela signifierait que les macrophages transgéniques sont plus

invasifs que les macrophages de type sauvage. Le modèle développé permettra donc

l'avancement des connaissances par rapport au rôle direct de l'Ang II dans

l'athérogénèse.
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