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RESUME 

Chez la sangsue :Jileromyzon fessulalum, après chaque repas, il y a mise en place de 

mécanismes osmorégulateurs. Après les deux premiers repas de sang, l'animal est soumis à une 

diurèse assurant la concentration des cellules sanguines ingérées. Le passage au stade 3 est 

marqué par une profonde antidiurése, indispensable à la reproduction. Ces caractéristiques font 

de cette sangsue d'eau douce, un modèle de choix pour l'étude de l'osmorégulation. 

Si plusieurs molécules à effet diurétique ont été caractérisées chez la sangsue, la 

nature des peptides responsables de l'antidiurèse reste, à ce jour, encore énigmatique. En 

couplant des approches biochimiques à des essais biologiques, nous avons démontré que deux 

peptides, le PLG-amide et le LORF, correspondent à des facteurs antidiurétiques. L'activité du 

LORF a été testée suite à la mise au point d'un système original basé sur la détection de 

protéines par électrophorèse capillaire. L'effet du LORF serait indirect et s'exercerait en 

inhibant spécifiquement l'activité de l'enzyme de conversion de l'angiotensine (ECA), laquelle fait 

partie du système rénine-angiotensine {SRA) qui, chez les Vertébrés, joue un rôle prépondérant 

dans l'osmorégulation en permettant la formation d'angiotensine II {AII). Contrairement à la 

situation des Vertébrés où elle inhibe la diurèse, l'AIT exerce un effet diurétique chez les 

Hirudinées, effet qui cesserait suite à l'action du LORF. 

La sangsue est à ce jour le seul invertébré dont tous les composants du SAR ont été mis 

en évidence par des approches biochimiques. Par contre, du SAR, seule l'enzyme de conversion de 

l'angiotensine a été caractérisée chez les Arthropodes. Elle n'aurait cependant pas de rôle 

osmorégulateur. Afin de mieux comprendre ces différences phylogénétiques, nous avons 

entrepris le clonage de I'ECA de sangsue. Par des approches utilisant la PCR, nous avons 

caractérisé partiellement une molécule qui, de façon surprenante, s'apparenterait davantage aux 

enzymes mammaliennes qu'à I'ECA des insectes. Dans le futur, la caractérisation, à l'échelle 

moléculaire, des autres composants du RAS et du précurseur du LORF devraient faciliter notre 

compréhension des mécanismes physiologiques originaux de notre modèle : la sangsue :Jileromyzon 

lessufalum. 

Mots-clés: Osmorégulation ; Sangsue ; :Jileromyzon fessufalum ; Système rénine­

angiotensine; Enzyme de conversion de l'angiotensine; Leech OsmoRegulator 

Factor; PLG-amide; Inhibiteur d'enzyme; Electrophorèse capillaire; Hémérythrines 
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Introduction 

L'osmorégulation assure, à l'échelle de l'organisme, le maintien de la concentration 

en solutés du milieu intérieur et ce quel que soit son environnement (eau de mer, eau 

douce, milieu terrestre). L'osmorégulation compense les éventuels mouvements d'eau et 

d'ions créés par les différences de concentration entre le milieu intérieur et le milieu 

extérieur. Claude Bernard, physiologiste français du tgème siècle, fut le premier a 

émettre le concept de « fixité du milieu intérieur» : le milieu intérieur, le milieu 

extracellulaire pour les êtres pluricellulaires, possède une composition définie et 

constante, laquelle est indispensable à la vie de l'organisme. Peu après, Walter Cannon 

introduisit le terme d'homéostasie, extension du précédent concept, défini comme la 

tendance des organismes à stabiliser, dans des limites variables mais précises, les 

paramètres du milieu intérieur. 

L L' osmorégulation :principes fondamentaux 

L'eau est le solvant biologique universel dans lequel ions et molécules organiques 

sont dissous en concentrations variables afin de conférer une pression osmotique aux 

liquides physiologiques. Quantitativement, les ions prédominants des milieux 

extracellulaires sont le sodium (Na·) et le chlore (cn. Les autres, en dépit de leur 
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Introduction 

importance physiologique, ont des concentrations beaucoup plus modestes: K+ 

(prédominant dans le milieu intracellulaire), C03H-, Ca2
+, Mg2

+ ••• En fonction de la 

concentration du milieu intérieur, il est possible de distinguer les espèces à 

concentration élevée en solutés dont la pression osmotique est celle de l'eau de mer (1 à 

1,1 Osm/1 ; Invertébrés marins, myxine, cœlacanthe, Chondrichtyens) de celles dont la 

pression osmotique relativement constante est nettement plus faible, souvent de l'ordre 

de 300 à 400 mOsm/1 (très grande majorité des Vertébrés, Invertébrés dulcicoles et 

terrestres). Le tableau 1 détaille la composition du milieu intérieur de quelques espèces 

représentatives . 

Na+ Cl- K+ Ca2+ Mg2+ 

Eau de mer 500 550 10 10 50 

Eau douce 0,2-5 0,2 0,05 0,5-5 0,2-0,4 

Cnidaires (Aurélia) 496 571 10,6 9,5 49 
Annélides (Aphrodite) 498 549 10,4 10,0 50 
Echinodermes (Oursin) 496 549 10 10,1 49 
Crustacés (Crabe) 555 549 12,2 11,7 18 
Mollusques (Moule) 496 545 11,9 11,4 48 
Cyclostomes (Myxine) 561 534 9 5,6 17 
Elasmobranches (Squale) 290 280 7 3,0 4 
Téléostéens (Truite) 160 130 5 6 2 
Téléostéens EM (Morue) 170 150 6 6 3 
Amphibiens (Grenouille) 110 80 5 3 3 
Reptiles (Iguane) 150 130 4 3 1 
Oiseaux (Poule) 150 120 6 2 -
Mammifères (Homme) 140 103 4 2,5 0,6 

Tableau 1 : Concentrations ioniques du milieu intérieur de différentes espèces comparées 
à celle des milieux environnants (espèces marines ; espèces d'eau douce ou terrestres) 

Une des hypothèses tendant à expliquer la faible concentration ionique 

plasmatique des Vertébrés par rapport à celle de l'eau de mer fait état d'une mer 

ancestrale dans laquelle la vie aurait pris naissance, mer dont la composition en sels 

était plus faible que celle des océans actuels. Des êtres pluricellulaires s'y seraient 

développés acquérant un milieu intérieur de concentration osmotique égale à celle du 

milieu environnant. Par la suite, grâce à la mise en place et au développement de 

systèmes de régulation de l'équilibre hydrominéral, ces organismes auraient colonisé 
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pratiquement tous les biotopes possibles à la surface de la terre, devenant autonomes 

vis à vis du milieu ambiant. 

1. LES BIOTOPES 

Les organismes peuvent évoluer dans deux biotopes distincts caractérisés par 

des paramètres physico-chimiques très différents : l'environnement terrestre et 

l'environnement aquatique. Encore faut-il distinguer en fonction de la teneur en sels les 

milieux marins, saumâtres et l'eau douce. 

Les océans recouvrent plus de 70'Yo de la surface du globe ce qui représente une 

masse considérable permettant de conserver une composition ionique et gazeuse stable 

dans le temps et l'espace. La pression osmotique est d'environ 1 Osm et la salinité, 

principalement due à la présence de NaCI, est de 35 'Yoo. Les ions divalents représentent 

quelques dizaines de mOsm et le phosphate n'y est pas présent. La présence d'ions 

bicarbonates leur confère un pH alcalin proche de 8,2. Une autre caractéristique 

concerne la faible mais très constante teneur en 02. 

L'eau douce est caractérisée par une extrême variabilité de sa composition. La 

pression osmotique varie entre 0,1 et 10 mOsm et la composition ionique dépend de 

nombreux facteurs tels que la nature du sol, les intempéries ... Le pH, la température et 

par répercussion la concentration en 02 fluctuent également. 

Les eaux saumâtres caractérisent les estuaires dans lesquels l'eau douce se 

mélange à l'eau de mer. Leur salinité variable y est, par conséquent, intermédiaire entre 

celle du milieu marin et celle de l'eau douce. 

2. LES PROBLEMES D'OSMOREGUUTION DANS LES DIFFERENTS MILIEUX 

Quelque soit leur biotope, tous les organismes, à de rares exceptions près, 

subissent des stress hydriques et ioniques dont la nature et l'intensité sont fonction de 

l'environnement. 

Dans un environnement marin, les organismes peuvent être iso-osmotiques 

(éventuellement très légèrement hyper-osmotiques) ou hypo-osmotiques au milieu 

ambiant. Inversement, les espèces d'eau douce sont hyper-osmotiques. Dans la majorité 
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des cas, les espèces sont sténohalines, c'est à dire qu'elles ne peuvent supporter des 

variations importantes de l'osmolarité du milieu externe et, de ce fait, sont sédentaires. 

A l'inverse, les espèces euryhalines sont susceptibles de subir des variations 

considérables de salinité du milieu ambiant. C'est le cas de Vertébrés inférieurs comme 

les Agnathes mais également des Salmonidés ou des Anguillidés, qui effectuent de 

véritables migrations lors de leur reproduction. Lors de ces transitions eau douce-eau 

de mer (et vice-versa) l'organisme sera à même de modifier, de façon conséquente, ses 

transports membranaires pour conserver un milieu intérieur relativement constant 

malgré les importantes variations de salinité de l'environnement. 

Deux règles peuvent être énoncées afin d'expliquer les mouvements passifs de 

l'eau et des ions : 

En absence d'autres forces, une substance (ion ou molécule) diffuse de la zone 

la plus concentrée vers la zone la moins concentrée selon son gradient de concentration 

et cela indépendamment des autres substances. 

Composé Y 

0 

0 

Composé X 

0 
0 0 

0 
0 

~------
0 

0 

0 

0 

0 

0 
0 0 

0 

~------
0 

0 
0 0 

EQUILIBRE 

L'eau tend à diffuser à travers une membrane semi-perméable d'une solution 

hypotonique vers une solution hypertonique. Membrane 

Molécule d'eau 

DIFFUSION NETIE DE L'EAU 



a 

Légère entrée d'eau par les 
branchies masquée par une 
entrée passive de sels 

POISSONS OSSEUX MARINS 

Perte d'eau par osmose 

Poisson clown 

Perte d'eau par excrétion d'une urine 
iso-osmotique ou légèrement 

hyper-osmotique au plasma 
et peu abondante 

c 

Apport d'eau et de certains 
ions par ingestion d'aliment 
(pas d'ingestion d'eau) 

Introduction 

POISSONS CARTILAGINEUX 

Raie 

Apport d'cau et de sel par 
ingestion d'aliments et 

d'oaud'J 

b 

POISSONS OSSEUX D'EAU DOUCE 

Apport d'eau par osmose à 
travers les branchies 

Gourami 

Grandes quantités d'urine 
hypotonique 

Figure 1 : Comparaison de l' osmorégulation chez les poissons cartilagineux et les poissons 
osseux marins et d'eau douce 
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2.1 La vie en milieu marin 

En milieu marin, les poissons cartilagineux (Chondrichtyens) maintiennent des 

concentrations en électrolytes relativement faibles par rapport à celles de l'eau de mer. 

Néanmoins, leur osmolarité est voisine de celle du milieu marin grâce à la rétention d'une 

grande quantité de solutés organiques sous forme d'urée. La production d'un composé 

organique, l'oxyde de triméthylamine (TMAO), empêche la dénaturation des protéines 

liées à la présence de l'urée. La concentration de ces deux molécules dans le sang de 

l'animal les rend très légèrement hyper-osmotiques par rapport à leur milieu. Ce gradient 

osmotique, bien que faible, provoque une entrée passive d'eau salée par les branchies, 

l'élimination des ions excédentaires étant réalisée par une glande rectale (glande à sel 

débouchant dans l'anus) (fig. la). 

Les poissons osseux (Ostéichtyens), descendants hypothétiques d'ancêtres 

adaptés aux habitats d'eau douce, sont hypo-osmotiques. La perte d'eau constante, par 

osmose à travers les surfaces tégumentaires et plus particulièrement par les surfaces 

branchiales, est compensée par l'ingestion d'eau de mer (eau de boisson) et par 

l'élimination des ions en excès par transport actif à travers l'épithélium branchial. 

L'urine des Téléostéens marins est peu abondante et concentrée (fig. lb). 

2.2 La vie en eau douce 

Les animaux vivant en eau douce connaissent des stress hydriques inverses de 

ceux des organismes marins. Ils subissent continuellement une entrée d'eau par osmose 

qu'ils rejettent en éliminant de grandes quantités d'urine diluée. Cette excrétion 

provoque une perte de sels qui est compensée par l'alimentation. Chez les poissons 

Téléostéens, une absorption active d'ions Na+ et cl- s'effectue au niveau des cellules à 

chlorures branchiales (fig. le). 

2.3 La vie en milieu terrestre 

Dans le milieu terrestre, les organismes sont soumis à une déshydratation 

systématique; l'organisme subit des pertes d'eau, ne serait ce que par la respiration. Ce 
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phénomène pourrait d'ailleurs expliquer en partie pourquoi seuls deux groupes d'animaux 

(Arthropodes et Vertébrés) ont été capables de coloniser la Terre avec succès 

(d'autres embranchements possèdent des représentants vivant sur la terre ferme, mais 

la plupart de leurs espèces sont aquatiques). 

L'unique source d'eau, hormis l'eau métabolique, réside dans l'eau de boisson et 

dans les aliments. Afin de limiter la déshydratation, deux stratégies existent : 

la limitation des pertes d'eau par différentes stratégies adaptatives telles 

que l'imperméabilisation des surfaces cutanées (comme par exemple les 

écailles et l'exosquelette ... ), la récupération de l'eau expirée (ex. : nez du 

dromadaire), la vie nocturne (comportements adaptatifs de nombreux 

animaux désertiques), 

la capacité d'excréter dans le milieu extérieur un liquide plus concentré que 

le plasma grâce à des systèmes comme les glandes à sel des Reptiles et des 

Oiseaux ou les reins à néphrons avec anse de Henlé des animaux 

homéothermes (Oiseaux et Mammifères). 

IL Le contrôle honnonal Je l' osmorégulation 

Les fonctions physiologiques sont ajustées aux besoins de l'organisme via le 

système endocrinien et le système nerveux. Il en est ainsi de la fonction 

osmorégulatrice. Nous ne développerons ici que le contrôle endocrinien sans par autant 

nous intéresser aux récepteurs avec lesquels interagissent les hormones. 

1. LA VASOPRESSINE 

Chez les Mammifères, dès le début du 19ème siècle, des activités biologiques ont 

été associées à la neurohypophyse et deux hormones distinctes identifiées : l'ocytocine 

et la vasopressine (ou hormone antidiurétique). L'ocytocine est connue, entre autres, 

pour sa stimulation de la contraction du muscle utérin lors de la parturition tandis que la 

principale fonction de la vasopressine est de favoriser la rétention d'eau par 
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réabsorption au niveau des tubules rénaux. Ainsi, bien que la structure primaire des 

deux molécules ne diffère que par deux acides aminés (positions 3 et 8 ; fig. 2), les 

fonctions physiologiques sont différentes. 

Ocytocine 

V a.sopressine 

Figure 2: Séquences de l'ocytocine et de l'Arginine-vasopressine. Les 
numéros situés au dessus des séquences correspondent à la _position des acides aminés. 
La correspondance des couleurs est donnée au niveau de la figure 3 

Depuis, des molécules apparentées ont été caractérisées dans l'ensemble du 

règne animal (Fig. 3). Chez les Vertébrés, des Cyclostomes aux Mammifères, 13 

hormones neurohypophysaires ont été identifiées (Acher, 1985; Acher et coll., 1992). 

Chez les Invertébrés, 5 molécules ont été mises en évidence. Tous les membres de 

cette famille sont des nonapeptides dont la masse moléculaire est de l'ordre du kDa. De 

par la présence d'un pont disulfure entre les 1er et 6ème acides aminés, les molécules se 

présentent sous la forme d'un cycle de 6 acides aminés se prolongeant par une chaîne de 

3 acides aminés. 

Toutes les espèces de Vertébrés, à l'exception des Cyclostomes (Lane et coll., 

1988), synthétisent au moins deux hormones neurohypophysaires (chez les Marsupiaux, 

3 à 4 hormones peuvent être présentes (Chauvet et coll., 1983)): une apparentée à 

l'ocytocine et une à la vasopressine. 

Chez les Invertébrés, aucune espèce ne semble posséder conjointement les deux 

mot écules. Par exemple, la limnée CBymnaea slaynalis) possède une Lysine-conopressine 

apparentée à la vasopressine tandis que l'ADNe correspondant à l'ocytocine n'a pu être 

mis en évidence (Van Kesteren et coll., 1995). 
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Figure 3 : Les hormones des familles de l'ocytocine et de la vasopressine des Vertébrés et les 
molécules apparentées identifiées chez les Invertébrés 
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Ces hormones neurohypophysaires sont issues de la protéolyse d'un large précurseur 

(Richter, 1983 ; Brownstein, 1983). Les deux hormones ont chacune leur précurseur 

propre, lequel engendre également une autre molécule spécifique : la neurophysine. Ainsi 

la prépropressophysine renferme la séquence de la vasopressine et de la neurophysine 

II et la préproocyphysine, la séquence de l'ocytocine et de la neurophysine I. 

1.1 Implication dans l'osmorégulation des Verte'brés 

,. Chez les Mammifères 

Chez les Mammifères euthériens (à l'exception des porcins), il s'agit d'Arginine 

vasopressine. 

La principale fonction de la vasopressine concerne la régulation de la fonction 

rénale où elle provoque une réabsorption massive d'eau au niveau du tube collecteur. Pour 

cette raison elle est également appelée hormone antidiurétique (HAD ). 

Les Mammifères éliminent une urine hyper-osmotique au plasma. Il existe une 

étroite corrélation entre cette disposition et la structure des reins. L'apparition de 

l'anse de Henlé dans le néphron crée une situation nouvelle (déjà annoncée chez les 

Oiseaux) : cette structure en épingle à cheveux se caractérise par sa capacité à 

produire un important gradient osmotique cortico-papillaire par un système d'échange de 

NaCI à contre-courant. Dans la zone corticale (tubule distal), l'urine est iso-osmotique ou 

légèrement hypo-osmotique alors qu'une urine hyper-osmotique est excrétée au niveau 

de la zone médullaire. L'aptitude d'un mammifère à concentrer l'urine est directement 

liée à la longueur de l'anse de Henlé; celle-ci est particulièrement développée chez les 

espèces vivant dans le désert. 

En absence de vasopressine, le gradient osmotique ne peut se réaliser: l'urine 

définitive est iso-osmotique au plasma et le débit urinaire est augmenté (diabète 

insipide). Il existe donc une relation entre la sécrétion de l'hormone et la capacité du 

rein à produire une urine concentrée, de même qu'il existe un rapport entre la teneur en 

hormone de la glande et la longueur de l'anse de Henlé. 
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La vasopressine est aussi impliquée, chez les Mammifères, dans le mécanisme 

complexe de la soif. Un organisme vivant en milieu terrestre va compenser ses pertes 

d'eau par la boisson. Une composante nerveuse (liée à la dessiccation orale) et une 

composante endocrinienne interviennent dans le réflexe de boisson. L'une des modalités 

de contrôle est liée à l'effet osmotique : l'augmentation de la pression osmotique 

extracellulaire provoque un influx nerveux déclenchant la soif et une libération de 

vasopressine qui induit une rétention rénale d'eau. 

• Chez les espèces non-mammaliennes 

Les tétrapodes non-mammaliens (Amphibiens, Reptiles et Oiseaux) possèdent 

deux hormones neurohypophysaires: la mésotocine ([IIe8]-ocytocine) et la vasotocine 

([IIe3 ]-vasopressine). 

Les oiseaux possèdent un rein dont la structure se rapproche de celle des 

mammifères : la vasotocine y exerce une fonction antidiurétique et possède donc une 

activité comparable à celle de la vasopressine chez les Mammifères. Lors d'une 

déshydratation ou de l'injection d'une solution hyper-osmotique, l'hormone est libérée 

au niveau de la neurohypophyse (Shimada et coll., 1991). L'injection de la vasotocine, 

chez la poule (9allus domeslicus), entraîne une diminution du volume urinaire. L'effet de 

la mésotocine est plus complexe d'autant que ses effets sont inversés en fonction de la 

dose administrée. Elle est antidiurétique à faibles doses et induit une augmentation du 

volume urinaire à fortes concentrations (Takahashi et coll., 1995). 

Les Amphibiens vivant à la fois en milieu aquatique et en milieu terrestre 

présentent, du fait de cette dualité, une vaste gamme d'adaptations. 

Une grenouille, à qui l'on injecte un extrait hypophysaire, subit une augmentation 

de poids. Cet effet, appelé « effet Brunn », correspond à une absorption d'eau au niveau 

de la peau et de la vessie par augmentation de la perméabilité osmotique (Calamita et 

coll., 1994). Si les épithélia tégumentaire et vésical des espèces plus ou moins inféodées 

au milieu terrestre (grenouille, crapaud ... ) répondent ainsi, il n'en est pas de même pour 
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les espèces aquatiques, comme le xénope, dont les épithélia sont très peu perméables. Il 

s'agit d'une adaptation physiologique des animaux sujets à la déshydratation. Chez la 

grenouille mangeuse de crabes (J?ana cancrivora), espèce vivant dans les mangroves 

immergées d'eau salée d'Asie du Sud-Est, l'augmentation de la pression osmotique est 

liée à l'accumulation de l'urée dont la réabsorption au niveau de la vessie urinaire est 

facilitée par la vasotocine (EIIiott et Chew, 1975; Jorgensen, 1997); seul l'épithélium 

vésical est perméable à l'eau et sensible aux hormones (Dicker et Elliot, 1969, 1970). 

Il est intéressant de noter que, chez les Amphibiens, les 2 hormones 

neurohypophysaires sont responsables des effets décrits ci-dessus. 

Au niveau rénal, la vasotocine a un effet antidiurétique (Pang et Sawyer, 1978). 

Par ailleurs, une famille de molécules apparentées à la vasotocine, les hydrines, a 

été identifiée dans la neurohypophyse des Amphibiens Anoures. Ces peptides semblent 

dériver du précurseur de la vasotocine et de la neurophysine II. L'hydrine 1 

(vasotocinyi-Giy-Lys-Arg) a été caractérisée chez les formes aquatiques (Xenopus 

laevis). L'hydrine 2 (vasotocinyi-Giy) se rencontre chez les formes terrestres (D?ana 

esculenla) (Rouillé et coll., 1989). Ces molécules sont exclusivement actives sur les 

épithélia épidermique et vésical. 

Classification/ 
Espèces 

Elasmobranche 
Pleurotrème (Requins) . • 1 

C5rua!us acanlhias 

2 
C5a._vliorhinus canicula 

Hypotrème (Raies) 
. Dca; a clavala 3 . 

. 4 
!J(a;a balis 

!](~;a [uflonica 
5 

ro... 5 
Jta;a naevus 

Holocéphale 
Chimériforme 

6 
Jfydrolaqus cofliei 

Hormone apparentée 
à la vasopressine 

Vasotocine 

Vasotocine 

Vasotocine 

Vasotocine 

Vasotocine 

Vasotocine 

Vasotocine 

Hormone apparentée 
à l'ocytocine 

Aspartocine 
Valitocine 

Asvatocine 
Phasvatocine 

Glumitocine 

Glumitocine 

Glumitocine 

Glumitocine 

Ocytocine 

Tableau 2: Les hormones neurohypophysaires des poissons cartilagineux. 
1

: Acher et coll., 1972; 
2

: Chauvet et 
3 4 5 6 . 

coll., 1994; : Acher et coll., 1965; :Chauvet et coll., 1965; : Acher et coll., 1967; : Mtchel et coll., 1993 
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Les Ostéichtyens synthétisent de la vasotocine ainsi que de l'isotocine ( [Ser4, 

Ile8]-ocytocine). Néanmoins, les Dipneustes, poissons pulmonés, constituent une 

exception parmi les poissons osseux: la mésotocine y remplace l'isotocine (Acher et 

coll.,1970). Les Chondrichtyens produisent de la vasotocine et des peptides apparentés à 

l'ocytocine, à l'exception des Holocéphales qui, comme les Mammifères synthétisent de 

la vasotocine et de l'ocytocine (tableau 2). 

Chez 7ln!lwlla an!lw!la, la vasotocine ou l'isotocine, à faible dose, est 

antidiurétique chez les animaux adaptés à l'eau douce alors qu'elle ne produit aucun 

effet chez les animaux 'marins'. A forte dose et dans les deux cas, l'injection des mêmes 

molécules produit une diurèse, sous forme d'une urine très diluée (Babiker et Rankin, 

1978). Chez les Téléostéens d'eau douce, au niveau de l'épithélium branchial, la 

vasotocine stimule l'entrée de sodium et inhibe l'entrée d'eau. Par ailleurs, elle provoque 

une forte diurèse, par recrutement glomérulaire. L'ensemble, sauvegarde de sel et 

élimination de l'eau, favorise l'osmorégulation en eau douce. Cette action diurétique n'est 

pas observée chez les poissons marins qui ne peuvent se permettre une production 

d'urine diluée. Chez les poissons cartilagineux, la fonction des hormones 

neurohypophysaires n'est pas clairement établie. Il semblerait que la vasotocine exerce 

un rôle dans la réabsorption de l'urée au niveau du néphron (Acher et coll., 1999). 

1.2 Implication dans l'osmorégulation des Invertébrés 

Chez les Invertébrés, comme il a été mentionné précédemment, la co-existence 

des deux hormones au sein d'un même organisme n'a jamais été démontrée. Des 

peptides apparentés à la vasopressine ont été caractérisés chez les Mollusques 

Gastéropodes (Moore et coll., 1981 ; Cruz et coll., 1987; Van Kesteren et coll., 1992 ; 

Nielsen et coll., 1994), les Annélides Achètes {Salzet et coll., 1993a) et les Insectes 

(Proux et coll., 1987) tandis que chez des Mollusques Céphalopodes (Reich., 1992) et 

chez les Annélides Oligochètes (Oumi et coll., 1994), des molécules proches de 

J'ocytocine ont été isolées. 
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Contrairement à ce qui est observé chez les Vertébrés, il n'est pas possible 

d'attribuer une fonction à chaque type de molécule et leur rôle reste souvent obscur. 

La Lysine-conopressine isolée chez les Mollusques ne semble pas impliquée dans la 

fonction osmorégulatrice. Chez Bymnaea slagnalis (Mollusque Gastéropode), elle agit 

comme neuromédiateur au niveau du cerveau et de l'organe copulateur mâle (Van 

Kesteren et coll., 1995). Elle induit la contraction des conduits déférents provoquant 

l'éjaculation au moment de la copulation et inhibe les cellules neuroendocrines qui 

coordonnent le comportement reproducteur femelle. En conclusion, bien que 

structurellement plus proche de la vasopressine, la Lysine-conopressine des Mollusques 

contrôle des fonctions reproductrices analogues aux fonctions qu'exerce l'ocytocine 

chez les Vertébrés. 

Chez Ùrpobdeffa ocloculala (Annélide Achète), la Lysine-conopressine exerce une 

action diurétique. Lorsque le peptide est injecté dans la cavité cœlomique de l'animal, 

une perte de masse est rapidement observée. Une donnée comparable s'observe chez 

Bocusfa migraloria où I'Arginine-vasotocine existe sous deux formes: soit elle est 

monomérique et inactive, soit elle forme un homodimère anti-parallèle actif, exerçant 

une action directe sur les tubes de Malpighi (Proux et coll., 1988; Picquot et Proux, 

1990). 

L'annétocine, peptide apparenté à l'ocytocine, caractérisé chez Ùisenia foe/ida 

(Annélide Oligochète), présente une activité proche de celle de la vasopressine. Elle 

produit des contractions spontanées de l'intestin ainsi que des contractions pulsatiles 

des néphridies (Oumi et coll., 1994). Selon Fujino et coll. (1999), l'injection d'annétocine 

ou de Lysine-conopressine à des sangsues provoque à la fois une diminution de leur 

masse corporelle et un comportement de ponte. Les Achètes et les Oligochètes 

montrant un tel comportement secrètent une grande quantité de mucus qui participera 

entre autres à la formation du cocon (Bornes, 1987; Oumi et coll., 1996). Ainsi, en 

période reproductrice, une partie de la perte de poids pourrait ainsi être due à la 

sécrétion de cette substance quoique celle-ci soit aussi observée, mais en quantité 

moindre, en dehors de celle-là. 
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2. LE FACTEUR NATRIURETIQUEAURICULAIRE 

L'existence physiologique du facteur atrial natriurétique (ANF) a été mise en 

évidence chez le rat dans les années 70 : des changements dans l'apport alimentaire 

d'eau et de sodium entraînent des variations du contenu des myocytes cardiaques, 

suggérant un lien avec l'équilibre hydra-osmotique (de Bold, 1979). L'injection d'un 

extrait de tissu auriculaire dans la circulation sanguine exerce un puissant effet 

diurétique et natriurétique au niveau rénal et un effet hypotenseur au niveau de la 

circulation générale (de Bold, 1981). La molécule responsable de ces effets fut 

caractérisée peu après : il s'agit d'une hormone cardiaque appelée facteur natriurétique 

auriculaire (ANF) (Flynn et coll., 1983, de Bold, 1985). 

Depuis, d'autres molécules apparentées ont été isolées dans les différents 

groupes de Vertébrés : chez les tétrapodes, les peptides de type B et de type C; chez 

les poissons, les peptides de type C et de type V. Ils agissent de concert dans la 

réduction du volume sanguin et de la pression sanguine et assurent leur maintien 

(Brenner et coll., 1990; Rosenzweig et Seidman, 1991). Tous les membres de la famille 

présentent une signature caractéristique : un pont disulfure permet la formation d'une 

boucle de 17 acides aminés au sein de laquelle la séquence est particulièrement bien 

conservée. 

Aucune de ces molécules n'a, à ce jour, été caractérisée chez les Invertébrés. 

2.1 Le facteur natriurétique de type A ou ANF 

La forme prédominante de l'hormone comporte 28 acides aminés. La structure 

moléculaire du facteur est très variable d'une espèce à l'autre. Des poissons aux 

Mammifères, 5 séquences de 1 à 4 acides aminés sont conservées (fig. 4; Misono, et 

coll., 1984 ; Sakata et coll., 1988 ; Seidman et coll., 1985; Takei et coll., 1989). Au sein 

d'une même espèce, plusieurs molécules actives co-existent telles que, chez l'homme, 

l'auriculine (Atlas et coll., 1985) et les atriopeptines (Needleman et coll., 1985) (fig. 5). 
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proANF 
125 130 135 t40 145 150 

ANF 

Auriculine A 

Atriopeptine III 

Atriopeptine II 

Atriopeptine 1 

Figure 5: Structure des peptides natriurétiques cardiaques dérivés du proANF chez l'homme. Les 
numéros situés au dessus de la séquence du P.roANF correspondent à la position des acides aminés dans le 
précurseur. La correspondance des couleurs est aonnée au niveau de la figure 3 

L'ANF est issu de la maturation d'un prépropeptide de 151 acides aminés. Le 

stockage intracellulaire se fait sous forme de pro-ANF, après clivage du peptide signal. 

La sécrétion du facteur dans le sang est sous contrôle d'un grand nombre de facteurs 

tels que l'élévation de la pression sanguine, elle-même due à l'action d'agents 

vasoconstricteurs comme la vasopressine (Januszewicz, 1992; Levin et coll., 1992). 

L'ANF cause une profonde natriurèse et diurèse chez la plupart des Vertébrés 

(Evans, 1990; Takei et Balment, 1993). 

Chez les Mammifères, l'ANF exerce de nombreux effets. Lors d'une augmentation de 

la pression artérielle, la distension des oreillettes entraîne la sécrétion de l'hormone par 

les atriocytes et les myocytes, laquelle provoque en réponse une vasodilatation et une 

importante diurèse/natriurèse suite à une augmentation de la filtration glomérulaire 

(Maack et Kleinert, 1986). Par ailleurs, l'ANF inhibe la libération de rénine (Kurtz et 

coll., 1986) et celle d'aldostérone (Delkers et coll., 1988). 

Chez les non-mammaliens, des effets analogues sont retrouvés. L'ANF stimule la 

sécrétion de la glande rectale des Chondrichtyens et l'excrétion de NaCI par les 
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épithélia branchial et operculaire des Téléostéens marins (Broadhead et coll., 1992; 

Silva et coll., 1987). Toutefois, chez 7/myda faponica, l'injection d'atriopeptine III de 

rat ne produit aucun effet sur l'équilibre hydra-osmotique (Cho et coll., 1988) et chez 

Ciruafus acanlhias, la même molécule cause une antidiurèse et une antinatriurèse 

(Benyajatis et Yokota, 1990). 

2.2 Les autres facteurs natriurétiques 

Le peptide de type B (BNP) a été initialement identifié à partir de cerveau de 

porc (Sudoh et coll., 1988a) quoiqu'il soit secrété de façon prédominante par le 

ventricule cardiaque; il est, au même titre que l'ANF, une hormone cardiaque (Minamino 

et coll., 1988 ; Sudoh et coll., 1988b; Ogowa et coll., 1991). Ce facteur est spécifique 

des seuls Vertébrés tétrapodes, ayant été caractérisé des Amphibiens aux Mammifères 

(fig. 5 ; Fukuzawa et coll., 1996 ; Miyata et coll., 1988 ; Nakao et coll., 1989). Sa 

structure primaire ainsi que sa taille sont très variables. Ses fonctions sont 

comparables à celle de l'ANF. 

Le peptide de type C (CNP), constitué de 22 acides aminés, a été isolé à partir 

d'extraits de cerveaux de porc (Sudoh et coll., 1990). La séquence du CNP est très bien 

conservée au cours de l'évolution (fig. 5; Arimura et coll., 1991; Kojima et coll., 1990, 

1994; Hagiwara et coll., 1995). Son lieu de production et ses actions diffèrent de ceux 

des autres peptides natriurétiques. Il peut être secrété à partir des épithélia 

vasculaires (Suga et coll., 1992) et des glandes endocrines (Fowkes et McArdle, 2000); 

son mode d'action est de type autocrine ou paracrine. Le CNP n'exerce pas d'action 

diurétique ni d'action natriurétique chez Canis fanularis alors qu'il induit un puissant 

effet hémodynamique (Stingo et coll., 1992). De plus, il stimule plutôt qu'il inhibe l'envie 

de boire chez le rat (Samson et coll., 1991) et semble agir en tant qu'inhibiteur endogène 

de l'enzyme de conversion de l'angiotensine soluble (Davidson et coll., 1996). 

Le peptide de type V (VNP) est spécifique des Téléostéens (fig. 5; Hagiwara et 

coll., 1995). Possédant une extension C-terminale de 36-37 a. a., il présente peu de 
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variations structurales d'une espèce à l'autre. Purifié à partir de ventricules cardiaques 

d'7fngwfla faponica en 1991 par Takei et coll., il provoque les mêmes effets biologiques 

que l'ANF (Takei et Balment, 1993). Comme pour le peptide de type A, sa sécrétion est 

stimulée par des variations osmotiques et volumétriques (Kaiya et Takei, 1996). Le VNP 

est stocké à la fois dans le ventricule et l'oreillette cardiaque. 

Du point de vue évolutif, le CNP semble être la molécule ancestrale. Le VNP 

présente davantage d'homologie avec l'ANF qu'avec le BNP. Présent uniquement chez les 

Téléostéens, sa divergence d'avec le CNP précède celle de l'ANF et à fortiori celle du 

BNP, spécifique des tétrapodes. 

3. LE SYSTEME RENINE-ANGIOTENSINE 

Depuis la fin du 19ème siècle, on sait que l'injection d'un extrait salin de rein 

déclenche, chez les Mammifères, une élévation de la pression sanguine (Tiegerstedlt et 

Bergman, 1898). De même, une ischémie prolongée du rein, obtenue par ligature 

incomplète de l'artère afférente rénale, provoque une forte hypertension dans la 

circulation générale. De nombreuses études ultérieures ont montré que cette réponse 

était due au système rénine-angiotensine (SRA). 

Ce système endocrinien joue un rôle fondamental dans le contrôle de la pression 

sanguine et de l'équilibre hydrominéral. Les relations existant entre les différents 

composants du système sont indiquées sur la figure 6. 

3.1. Les composants du système rénine-angiotensine 

La description réalisée ci-dessous correspond au modèle mammalien. 

3.1.1 Les peptides 

• L'angiotensine I et son précurseur 

L'angiotensine I est un décapeptide dépourvu d'action biologique, obtenu par 

hydrolyse de l'angiotensinogène sous l'effet de la rénine. Ce précurseur appartient à la 

31 



Introduction 

famille des globulines et plus précisément, chez l'homme, à la superfamille des serpines. 

Chez les Mammifères, il est synthétisé au niveau du foie (Campbell et coll., 1995) mais 

peut aussi être produit par d'autres organes comme le rein, le cœur ou même certaines 

régions du cerveau (Williams et coll., 1997). Excrété de façon constitutive, son taux 

plasmatique peut être augmenté suite à l'action de stéroïdes et de l'angiotensine II. 

Angiotensinogène 

Angiotensine 1 • ECA 

• Angiotensine II 

APA 

• Angiotensine III 

APP 

.Angiotensine IV 

Endopeptidase 

Angiotensine II (~) 

CPP 

Angiotensine II (5-7) 

Rénine 

Angiotensine 1 

Endopeptidases 

Angiotensine (1-7). 

ECA 

Angiotensine (1-5) 

Fig?Jre 6: Formation et devenir des angiotensines. Les enzymes du système figttrent en vert (ECA : Enzyme de 
conversion ae l'angiotensine ; AP A : Aminopeptidase A : AP P : Aminopeptidase P : CP P : Carboxypeptidase P). Les peptides 
à activités biologiques sont présentés en bleu 

Sous l'action de l'enzyme de conversion de l'angiotensine (ECA), le décapeptide 

est converti en un octapeptide biologiquement actif, l'angiotensine II, par libération des 

deux acides aminés C-terminaux ( C-ter ). 
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• L'angiotensine II 

Découverte en 1940 par Page et Helmer, l'angiotensine II est produite suite au 

clivage de l'angiotensine I par l'enzyme de conversion de l'angiotensine. Source de 

multiples effets biologiques, sa présence dans le sang permet de considérer 

l'octapeptide comme une hormone. Il s'agit d'une substance vasoconstrictrice endogène 

très puissante responsable de l'apparition d'une hypertension, agissant via : 

- la synthèse et la libération d'aldostérone à partir de la corticosurrénale ; 

- la libération des catécholamines à partir de la médullosurrénale. 

Par ailleurs, elle entraîne une sensation de soif, conduisant l'animal à boire et, par 

la même, à augmenter son volume extracellulaire. 

Comme l'ANF (Cieland et Reid, 1996; Phillips et Summers., 1998), l'angiotensine 

II assure le maintien de la pression artérielle et la conservation du volume sanguin. 

Néanmoins, il semble que l'angiotensine II soit impliquée dans des mécanismes 

différents comme le maintien de l'homéostasie de la matrice extracellulaire (régulation 

de l'élaboration de TGF-[31; Weber et coll., 1999), l'apprentissage et la mémoire 

(Baranowska et coll., 1983) ou encore l'apoptose (Kajstura et coll., 1997; Pierzchalski et 

coll., 1997). 

• L'angiotensine ( 1-7) 

Bien que connu structurellement depuis de nombreuses années (Bumpus et Khosla, 

1977), l'étude de ce peptide est récente car il fut longtemps considéré comme un 

produit de dégradation inactif du métabolisme du SRA. Bien que l'angiotensine (1-7) ne 

diffère de l'angiotensine II que par l'absence de la phénylalanine du côté C-ter, il n'en a 

pas les effets. Ainsi, dans l'organisme, l'angiotensine (1-7) contrebalance les effets de 

l'angiotensine II dans certains tissus, ayant un effet hypotenseur bien qu'il mime ses 

actions dans d'autres structures: par exemple, les deux peptides provoquent au niveau 

du cerveau, une sécrétion de vasopressine mais seule l'angiotensine II induit la soif 

(Ferrario et coll., 1998). 
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L'heptapeptide est produit par des endopeptidases tissu-spécifiques (neprilysine, 

prolyl-endopeptidase 24.26, endopeptidase 24.15) à partir d'angiotensine I (Welches et 

coll., 1993). L'inactivation du peptide par I'ECA est réalisée par clivage des 2 acides 

aminés en position C-ter (angiotensine (1-5)). Cependant, l'angiotensine (1-7) n'est pas 

seulement un substrat mais aussi un inhibiteur endogène de I'ECA et, de ce fait, est 

considéré comme un modulateur important du SRA (Debbish et coll., 1998; Roks et coll., 

1999). 

• L'angiotensine III et l'angiotensine N 

Par l'action d'aminopeptidases, il y a production, à partir de l'angiotensine II, de 

2 peptides biologiquement actifs ayant respectivement 7 (Ang III) et 6 a. a. (Ang IV). 

L'aminopeptidase A produit l'angiotensine III qui sert de substrat à l'aminopeptidase P 

pour engendrer l'angiotensine IV. Cette dernière peut toutefois être obtenue 

directement à partir de l'angiotensine II par élimination du dipeptide N-terminal (N­

ter) par l'aminopeptidase III. 

L'angiotensine III a un rôle régulateur au niveau du cerveau. L'utilisation 

d'inhibiteurs spécifiques d'aminopeptidases permet de montrer que cet heptapeptide 

possède des effets équivalents à ceux de l'angiotensine II. Néanmoins, il joue en plus un 

rôle prédominant dans la sécrétion de la vasopressine (Zini et coll., 1996). En effet, son 

injection intra-cérébro-ventriculaire cause, chez le rat, une excitation neuronale et la 

libération de vasopressine. 

L'angiotensine IV exerce un effet vasodilatateur aux niveaux rénal et cérébral. 

De même que l'angiotensine II, elle semble favoriser l'apprentissage et la mémoire. 

L'injection intra-cérébro-ventriculaire du peptide augmente le comportement 

d'exploration du rat et facilite l'apprentissage de l'animal lors des tests neuro­

comportementaux (Braszko et coll., 1991). 
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3.1.2. Les deux principales enzymes 

• La rénine 

Introduction 

La rénine est le premier élément à avoir été identifié au sein du SRA. L'enzyme 

est une endopeptidase de 42 kDa appartenant à la famille des protéases à aspartyl. Bien 

que, chez les Mammifères, elle soit synthétisée à divers sites, la rénine rénale 

prédomine : cette dernière est produite par les cellules juxtaglomérulaires rénales, 

cellules de la paroi vasculaire des artérioles afférentes du glomérule. Elle est 

synthétisée sous forme d'une préprorénine de 406 a. a. stockée dans le réticulum 

endoplasmique. L'obtention de l'enzyme active est réalisée par séparation successive d'un 

peptide signal de 20 a. a. {prorénine) et d'un peptide de 46 a. a. Les parties N-ter etC­

ter de la rénine sont similaires et font de cette molécule une enzyme à double domaine 

catalytique. Chacun de ces domaines possède un acide aspartique, essentiel pour son 

activité catalytique. L'angiotensinogène est, à l'heure actuelle, le seul substrat connu de 

cette endopeptidase. 

L'appareil juxtaglomérulaire secrète la rénine dans le sang suite à un stimulus qui 

peut être soit une baisse de la pression sanguine dans les artérioles afférentes du 

glomérule, ou bien la baisse de la concentration sodique dans le tube distal des néphrons, 

ou encore une stimulation nerveuse d'origine sympathique. 

• L'Enzyme de Conversion de l'Angiotensine 

L'ECA (peptidyl dipeptidase A, EC 3.4-15.1) est une métalloprotéase dépendante 

du zinc. Elle a été découverte grâce à son activité sur l'angiotensine I (Skeggs et coll., 

1956) et doit son nom à cette implication dans le SRA. 

Chez 1 'homme, trois formes d'ECA, produites par deux gènes différents, ont été 

caractérisées. Un gène code une ECA somatique (soluble ou transmembranaire) et une 

ECA germinale (transmembranaire) de même activité et de même sensibilité à un panel 

d'inhibiteurs tels que le captopril et le lisinopril. Le second gène, connu depuis peu, est à 

l'origine d'une ECA {ACEH ou ACE2) différant fonctionnellement des deux autres (Tipnis 

et coll., 2000; Donoghue et coll. , 2000). 
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A .. , lJ . cttvtte cata ttque 

Les ECA somatique et testiculaire présentent une double activité de 

carboxypeptidase et d'endopeptidase. Elles possèdent un spectre d'action très large. La 

bradykinine, peptide vasodilatateur, est leur second substrat: l'élimination des 2 a. a. en 

position C-ter dans la molécule la rend inactive, ce qui provoque une augmentation de la 

pression artérielle (Yang et coll., 1970). D'autres oligopeptides, comme la neurotensine 

et les enképhalines, subissent cette activité carboxypeptidasique (Welches et coll., 

1993). L'ECA agit en tant qu'endopeptidase sur des substrats a.-amidés (comme la 

substance P) en clivant le dipeptide C-ter amidé. Dans le cas de la lulibérine, le clivage 

du tripeptide C-ter mais aussi N-ter est possible (Skidgel et coll., 1984 ; Skidgel et 

Erdos, 1985). 

L'ACEH ne présente qu'une action de carboxypeptidase. Elle clive in vitro 

l'angiotensine I pour produire de l'angiotensine (1-9) et l'angiotensine II pour produire 

de l'angiotensine (1-7). Elle est également à même de cliver la des-Arg-bradykinine ainsi 

que la neurotensine (mais non la bradykinine). 

Dirtributian 

L'ECA somatique présente une distribution très large : la bordure en brosse 

intestinale, les tubules proximaux rénaux (Kenny et Ingram, 1987), le placenta (Skidgel 

et Erdos, 1993), les poumons, l'endothélium vasculaire au sein de nombreux organes tels 

que le cœur et le cerveau (Beldent et coll., 1995). Elle semble concentrée à proximité 

des sites de production de l'angiotensine II et d'autres neuropeptides comme les 

tachykinines. Sa large distribution et son grand nombre de substrats potentiels font que 

I'ECA est impliquée dans de multiples mécanismes comme l'osmorégulation, le contrôle de 

la pression sanguine et le développement rétinien (Wheeler-Schilling et coll., 2001). 

L'ECA germinale est localisée exclusivement au niveau des testicules et est 

associée aux spermatozoïdes Elle est impliquée dans la spermatogenèse et la fertilité 

(Krege et coll., 1995). 

La localisation de I'ACEH est restreinte au cœur, au rein et aux testicules. 
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Structure 

L'ECA transmembranaire, quelque soit sa forme, est constituée d'un domaine N­

ter extracellulaire bilobé portant les sites catalytiques, d'une région transmembranaire 

{17 a. a.) et d'un court domaine C-ter intracellulaire. L'activité est inhibée par I'EDTA et 

la 1,10 phénanthroline ce qui signifie que I'ECA nécessite un atome métallique pour son 

activité catalytique (Corvol et coll., 1995; Tipnis et coll., 2000). Elle appartient au 

groupe des protéases à zinc. Cette famille contient une séquence en a. a. 

caractéristique, HEXXH, dans laquelle les résidus histidine servent à lier l'atome de zinc 

(Rawlings et Barrett, 1993; Coleman, 1998). 

L'ECA somatique est composé de 2 domaines homologues dénommés N et C en 

raison de leur position, respectivement, N- et C-ter dans la protéine (fig. 7a et b). 

Chacun de ces domaines lie le zinc et possède une activité catalytique (Wei et coll., 

1991). Cependant, malgré une forte homologie de séquence, les deux sites ne possèdent 

pas les mêmes propriétés enzymatiques. L'activité hydrolytique du domaine C vis à vis de 

l'angiotensine I et de la substance P est supérieure à celle du domaine N alors que celui­

ci clive plus rapidement la lulibérine (Jaspard et coll., 1993). La forme soluble de la 

molécule est engendrée par un clivage protéolytique de la forme membranaire grâce à 

l'action d'une sécrétase (Oppong et Hooper, 1993 ;Woodman et coll., 2000). 

L'ECA germinale est plus courte que la précédente (chez l'homme, 732 acides 

aminés contre 1306); elle n'est constituée que du seul domaine C attaché à la membrane 

plasmique (fig. 7c). Excepté les 67 derniers acides aminés N-ter qui sont spécifiques, la 

séquence de la molécule est identique à la portion C-ter de I'ECA somatique (Eihers et 

coll., 1989). Elle provient du même gène que l'enzyme somatique mais sa transcription est 

sous le contrôle d'un promoteur tissu-spécifique (Langford et coll., 1991 ; Erickson et 

coll., 1996). 

L'ACEH, dont la structure a été déduite de l'ADNe, serait constituée de 805 a. a. 

avec un domaine transmembraine faisant le lien entre une partie N-ter extracellulaire 

et une partie C-ter cytoplasmique. Comme la forme testiculaire, elle ne contient qu'un 
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seul site catalytique. Des études sur des cultures de cellules ont montré qu'une forme 

soluble active pouvait également être produite (Tipnis et coll., 2000). 

Membrane 
plasmique 

a 
Extrémité C-ter 

intracellulaire 

Extrémité N-ter 
extracellulaire 

!::::::::::::::::::::::::::: 

c 

Domaine 
catalytique 

c 

h 

Figure 7: Représentation schématique des ECA somatiques et germinale humaines : A : ECA 
somatique transmembranaire ; B : ECA somatique soluble ; C : ECA germinale. Les résidus figurés en bleu sont 
soécifiaues de l' enzvme transmembranaire et les verts , de l' enzvme e:erminale 

Tnbibition 

La liste des inhibiteurs présentés ci-dessous n'est pas exhaustive. 

De nombreuses molécules de synthèse inhibent I'ECA. Ces molécules sont utilisées 

dans le traitement de nombreuses pathologies associées à l'hypertension et aux 

maladies cardiaques. La plus connue d'entre elles est le captopril ([25]-N-[3-mercapto-

2-methyl-propionyi]-L-proline) (fig. 8). 
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Figure 8: Captopril ([25]-N-[3-mercapto-2-methyl-propionyl]-L-proline) 

Introduction 

Des peptides inhibant I'ECA ont été caractérisés chez quelques espèces animales. 

Les premiers identifiés proviennent de venin de !lJoihrops fararaca (Ferreira, 1965). 

Injectés lors de la morsure avec d'autres produits, ils empêchent l'inactivation de la 

bradykinine de la proie en agissant sur I'ECA, d'où leur nom de « peptides activateurs de 

la bradykinine » ; ils induisent ainsi une vasodilatation qui entraîne la formation 

d'œdèmes et une sensation de douleur. Depuis, des molécules apparentées 

structurellement ont été isolées chez d'autres Vipéridés et Crotalidés (Ferreira et coll., 

1970; Kato et Suzuki, 1970; Politi et coll., 1985; Ferreira et coll., 1998). En règle 

générale, elles sont formées de 5 à 13 a. a. et présentent un résidu pyroglutamique en 

position N-ter, une forte proportion de prolines et le tri peptide Ile-Pro-Pro en position 

C-ter (Fig. 9). Ce tripeptide terminal joue un rôle prédominant dans la fixation 

compétitive au site actif de l'enzyme. Les études structure/fonction menées sur les 

analogues synthétiques de ces molécules montrent que I'ECA présente une faible affinité 

pour les substrats ou les inhibiteurs avec un acide dicarboxylique C-ter mais que le 

résidu aromatique antépénultième améliore la fixation (Cushman et coll., 1973; Cheung 

et coll., 1980). 

D'autres animaux venimeux produisent des peptides agissant de la même 

façon comme, par exemple, le peptide K12 de :JJulhus occilanus (Meki et coll., 1995) et le 

BPP-S de CScaplocosa raploria (Ferreira et coll., 1996). Bien que leur action soit similaire, 

ils ne présentent pas les caractéristiques des peptides des Ophidiens. 
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!JJofhrops insu/ana 
Reptile (Ophidien) 

!JJofhrops ;araraca 
Reptile (Ophidien) 

9/oyrfius ha/ys blomfiojfi 
Reptile (Ophidien) 

Oarda orienfaÛs 
Poisson ( Ostéichtyen, T éléostéen) 

Introduction 

Acide aminé polaire 

Figure 9 : Quelques inhibiteurs endogène de l'ECA 
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Des inhibiteurs de I'ECA sont également connus chez les poissons : 4 molécules 

chez Oarda orienlalis (Matsumura et coll., 1993) et une chez 7.hunnus albacores 

(Kohama et coll., 1988) (fig. 9). Chez le thon, seule la partie N-ter de la molécule est 

active, les fragments centraux ou C-ter étant inactifs (Kohama et coll., 1991). 

3.2 Les éléments du SRA des Vertébrés non-mammaliens 

3.2.1 Les peptides 

Le SRA apparaît ubiquiste chez les Vertébrés. A ce jour, l'angiotensine ou des 

molécules apparentées ont été isolées chez de nombreux chordés à l'exception des 

Myxinoïdés (Kobayashi et Takei, 1996). 

La cascade métabolique est identique des Poissons aux Mammifères (Oison et 

coll., 1992). L'angiotensine II, peptide à activité biologique, est formée à partir de 

l'angiotensine I et inactivée par hydrolyse. Actuellement, aucun fragment 

biologiquement actif issu de l'octapeptide n'a été identifié chez les Poissons. Il en est de 

même pour les Reptiles, les Amphibiens et les Oiseaux. La structure primaire de 

l'angiotensine I est particulièrement bien conservée au cours de l'évolution: les 

variations observées concernant les acides aminés en position 1, 5 et 9 (fig. 10). 

3.2.2 L'Enzyme de Conversion de l'Angiotensine 

Bien que I'ECA ait été identifiée dans tous les groupes, sa structure protéique 

n'est connue, actuellement, que chez le poulet (9allus clomeslicus): la séquence déduite 

de l'ADNe révèle qu'elle présente une forte homologie avec I'ECA somatique de 

Mammifères. Elle possède deux sites putatifs de fixation du zinc au centre de deux 

domaines homologues (Esther et coll., 1994). 
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3.3 Les éléments du SRA des Invertébrés 

3.3.1 Les peptides 

Motif conservé 

J!omo sapiens 
Mammifère 

:JJos laurus 

Golurnix faponica 

7//fiyalor missis~ippiensis 

!](ana calesbeiana 

Jfaemalobia irrrlans 
Arthro (Insecte) 

'Jfieromyzon /essufalum 
Annélide (Hirudiné) 

e Acide aminé hydrophobe e Acide aminé basique 

<11111 Angiotensine I 

<11111 Angiotensine II 

Angiotensine III 

• • • • • • • • 

• • • 
Acide aminé polaire e Acide aminé acide 

Introduction 

Non déterminé 

Figure 10 : Variations interspécifiques des séquences primaires des angiotensines 

Chez 7Jrosophtfa melano!lasfer, une analyse du génome ne révèle l'existence 

d'aucune molécule apparentée à l'angiotensinogène ou à la kininogène, précurseurs 

protéiques de l'angiotensine I et de la bradykinine. Néanmoins, l'angiotensine I a été 

42 



Introduction 

identifiée chez deux espèces d'Invertébrés, Jfaemafobia irrifans (Insecte, diptère ; 

Wijffels et coll., 1996) et Jheromyzon fessufafum (Annélide, Hirudinée; Salzet et coll., 

1996a) (fig. 10). De façon surprenante, dans les deux cas, les molécules présentent une 

parfaite identité avec celle des Mammifères. La même similitude est observée entre 

l'angiotensine II humaine et celle d'0rpohdélla ocfoculafa (Annélide, Hirudinée) à 

l'exception près que le peptide annélidien possède une u-amidation C-ter (Salzet et coll., 

1995). Chez Jheromyzon fessulafum, l'existence d'une angiotensine IV a été suggérée 

(Salzet et coll., 1993b). Enfin, l'hypothèse de l'existence d'une molécule apparentée à 

l'angiotensinogène au niveau du système nerveux d'7/pfysia ca!tjornica (Mollusque, 

Gastéropode) a été émise (Gonzalez et coll., 1995). 

3.3.2 Les enzymes 

Actuellement, la seule rénine-like identifiée l'a été chez Jheromyzon fessulafum 

(Laurent et Salzet, 1995a). 

A l'opposé, I'ECA a pu être caractérisée chez de nombreuses espèces qu'il s'agisse 

d'Insectes, d'Acariens, de Mollusques ou encore d'Annélides. 

Chez 'lJrosoph1fa melanojasfer (Insecte, Diptère), deux formes co-existent: 

Acer et Ance (Cornell et coll., 1995; Taylor et coll., 1996). Le séquençage du génome de 

la drosophile a permis d'identifier 6 gènes à même de coder potentiellement une ECA ; 

cependant, seuls deux d'entre eux semblent produire une métallopeptidase active. Les 

protéines sont exprimées simultanément lors de l'embryogenèse, pendant le 

développement du cœur et alternativement lors du développement de la pupe. A la 

différence de l'Ance, J'Acer ne clive pas l'angiotensine I en angiotensine II et ne peut 

donc satisfaire que partiellement à la définition d'une ECA (Houard et coll., 1998). La 

présence de molécules apparentées à I'ECA a été démontrée chez Jfaemafobia irrifans 

(Insecte, Diptère) aussi bien chez la larve que chez l'adulte; cependant, leurs 

distributions au sein des tissus diffèrent au cours du temps, ce qui suggère que I'ECA 

jouerait un rôle différent en fonction du stade (Wijffels et coll., 1997). Chez l'insecte 
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adulte, ainsi que chez 2/(usca domeslica (Insecte, Diptère), l'enzyme présente des 

caractéristiques enzymatiques très proches de celle des Vertébrés (Wijffels et coll., 

1996; Lamango et coll., 1996). Chez 7/nop.heles sfephens.is (Insecte, Diptère), insecte 

hématophage, l'enzyme est induite par le repas de sang et est accumulée au niveau des 

ovaires puis dans les œufs afin de servir aux embryons (Ekbote et coll., 1999) alors que 

chez :lJomb_yx mori (Insecte, Lépidoptère ), la 20-hydroxyecdysone induit la 

transcription du gène au niveau des disques alaires (Quang et coll., 2001). Dans tous les 

cas, ces enzymes sont sécrétées dans l'hémolymphe et ne comportent qu'un seul 

domaine correspondant au domaine C des Mammifères. 

Les données concernant I'ECA d'autres Invertébrés sont plus parcellaires. Chez 

2/(yi.tfus eduÛs (Mollusque, Bivalve) et chez Jheromyzon fessulafum, les activités 

catalytiques corroborent celles identifiées chez les Insectes (Laurent et coll., 1997; 

Laurent et Salzet, 1996). Selon les résultats biochimiques, ces enzymes ne 

présenteraient qu'un seul domaine. Par ailleurs, récemment, une dipeptidyl 

carboxypeptidase apparentée à I'ECA a été caractérisée chez Xèanfhes virens 

(Annélide, Polychète) (Kawamura et coll., 2000). Par contre, aucune activité ECA n'a été 

décelée chez les Nématodes, bien qu'un gène ECA-Iike soit présent dans le génome de 

Gaenorhahdif.is elegans- Cependant, l'analyse de ce gène révèle la substitution d'acides 

aminés cruciaux pour l'activité enzymatique rendant non fonctionnelle la protéine (Isaac 

et coll., 2000). 

3. 4 Implication du SRA dans l'osmorégulation 

Comme nous l'avons signalé précédemment, les différents partenaires du SRA 

sont impliqués dans un grand nombre de mécanismes. Seul l'aspect osmorégulation sera 

traité. 

D'une façon générale, l'injection d'angiotensine II provoque, chez un Vertébré, 

une vasoconstriction et l'élévation de la pression artérielle. Néanmoins, en ce qui 

concerne l'osmorégulation, l'effet majeur du peptide concerne la libération d'aldostérone 

au niveau du rein. 

44 



Introduction 

Chez les Mammifères, lors de son injection dans les ventricules cérébraux, 

l'angiotensine II induit rapidement la sensation de soif et un comportement irrésistible 

qui conduit à chercher de l'eau et à boire suite à une cascade complexe de réactions 

(Fitzsimons, 1972). Parallèlement, il y a libération de vasopressine (favorable à la 

conservation de l'eau) et diminution de l'excrétion sodique au niveau rénal. 

Des effets similaires sont observés chez les non-mammaliens. Chez les Oiseaux, 

l'angiotensine II injectée par voie intraveineuse provoque une augmentation du taux 

d'aldostérone plasmatique (Gray et coll., 1989). Chez les oiseaux marins, l'injection intra­

cérébro-ventriculaire inhibe l'excrétion de NaCI par les glandes à sel (Gertsberger et 

coll., 1984). Lors d'une déshydratation forcée, le taux d'angiotensine II augmente et 

cela dès le début du stress. L'action du peptide couplée à une diminution du volume 

sanguin et l'augmentation de l'osmolalité provoque chez l'animal le réflexe de boisson 

(Takei et coll., 1988). Chez des perroquets du genre :JJarnad.ius vivant dans des biotopes 

très variés, la résistance à la soif et à l'action de l'angiotensine II est plus grande chez 

les espèces adaptées à la sécheresse que chez les animaux des zones humides 

(Kobayashi, 1981). De même, l'administration d'angiotensine I au crocodile du Nil 

(Grocodylus nilolicus) induit la soif et la concentration d'aldostérone plasmatique 

(Balment et Loveridge, 1989). 

Chez les Amphibiens, qui sont réputés ne pas boire autrement que de façon 

marginale, en prenant leur nourriture, il n'y a pas induction du réflexe de boisson en 

tant que tel (Hirano, 1978). Chez :JJufo arenarum, l'administration d'angiotensine II 

stimule l'absorption d'eau et du Na+ au niveau de la peau et de la vessie urinaire (Coviello 

et coll., 1976). Chez :JJufopuncfalus, elle provoque un comportement particulier: de par 

la position des membres postérieurs, une portion spécialisée de la peau abdominale est 

amenée au contact d'une surface humide (Hoff et Hillyard, 1991; Hillyard et coll., 1998). 

De plus, comme chez les Mammifères, la libération d'aldostérone ainsi que celle de 

corticostérone est observée. 
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Les poissons migrateurs euryhalins boivent en réponse à une injection 

d'angiotensine II. Par contre, l'hormone est inefficace chez les espèces sténohalines 

confinées soit en eau de mer soit en eau douce (Takei, 2000). Chez 7lngwfla faponica, 

après passage en milieu marin, la concentration d'angiotensine II augmente; ce taux 

décroît ensuite graduellement après l'adaptation au nouveau milieu de telle sorte que les 

concentrations plasmatiques de rénine et d'angiotensine II ne soient guère différentes 

de celles des anguilles adaptées à l'eau douce (Okawara et coll., 1988; Sokade et coll., 

1973). Le SRA induit le réflexe de boisson, favorisant ainsi l'équilibre hydrique lors de 

l'adaptation à l'eau de mer (Takei et Tsuchida, 2000). Comme chez les autres Vertébrés, 

une sécrétion de corticostéroïdes est induite par l'octapeptide (cortisol chez les 

Téléostéens, aldostérone chez les Dipneustes et a.-hydroxycorticostérone chez les 

Elasmobranches ). 

Parmi les Invertébrés, chez les seules Hirudinées, l'angiotensine II semble 

exercer une activité osmorégulatrice. L'injection de l'octapeptide a.-amidé à des 

Jheromyzon fessulaium provoque une diurèse, effet inverse de celui observé chez les 

Vertébrés. Par contre, chez les Insectes, aucun fait n'étaye un rôle potentiel du SRA 

dans l'osmorégulation; ne serait-ce que parce que le génome de la drosophile ne 

renferme pas de gènes codant pour les angiotensines (Isaac et coll., 2000). L'existence 

de I'ECA pourrait s 'expliquer par le fait qu'elle exerce d'autres fonctions notamment 

dans la fertilité et le développement embryonnaire, jouant vraisemblablement un rôle 

dans la maturation de différentes prohormones (Isaac et coll., 1998). 

IlL Pourquoi utiliser la sangsue Theromyzon tessulatum ? 

1. DONNEES BIOLOGIQUES 

7.heromyzon fessulaium est une Annélide Hirudinée vivant en eau douce. 

Ectoparasite, elle se nourrit de sang qu'elle prélève dans les fosses nasales d'oiseaux 

aquatiques. 
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Cette sangsue rhynchobdelle est semelpare, mourant à la suite de son unique cycle 

de reproduction (Wilkialis, 1970; Wilkialis et Davies, 1980). En prenant comme repère 

les repas de sang (lesquels sont généralement au nombre de trois), quatre étapes 

peuvent être définies : 

Stade 0: de l'éclosion au premier repas 

Stade 1 : après le premier repas 

Stade 2 : après le deuxième repas 

Stade 3 : après le troisième repas (Malecha, 1983). 

A l'issue du troisième repas réalisé à l'âge d'un an, la sangsue devient 

sexuellement mature (Hotz, 1938 ; Ma lecha, 1979). Cependant, si la quantité de sang 

ingérée n'est pas suffisante, un stade supplémentaire est observé (stade 2 

surnuméraire) et le cycle de vie s'étend sur 2 ans (Wilkialis et Davies, 1980). 

Clh~:-wmyzon est une espèce hermaphrodite protandre pratiquant la fécondation 

croisée. Au cours du dernier stade, de profondes modifications anatomiques et 

physiologiques, telles que la dégénérescence des glandes salivaires et le développement 

des organes génitaux, se produisent. 

Repas 

Naissance l er 3ème 

STADE 0 1 2 3A 3B 

Ovogenèse 

Ponte Eclosion Mort 

3F 

Les 

Les 
parents 

j portent 
___ _, couvent ' les 

inéonates 

face 

ventrale 

Figure 11 : Représentation schématique du cycle biologique de 7/leromyzon lessu!alum. 
Il n'est pas tenu compte de la durée des différents stades (d'après Malecha et col[, 1989) 
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Le stade 3 peut être subdivisé en fonction des différentes étapes de la 

reproduction (fig. 11). L'évolution de la spermatogenèse permet de définir les étapes 3A 

et 3B, celle de l'ovogenèse, les étapes 3C et 3D. L'étape 3E correspond à la ponte et à la 

«couvaison» des cocons. Après l'éclosion, les sangsues néonatales sont transportées par 

leur mère et ce jusqu'à leur premier repas. Cette période définit l'étape 3F et peut 

durer plus de 5 mois, jusqu'à ce que le parent trouve un hôte favorable pour les 

juvéniles. L'adulte meurt, pour une raison indéterminée, quelques jours après leur 

départ. 

2. 7heromyzon,_UN MODELE POUR L ,OSMOREGULATION 

Le choix de Jheromyzon fessulafum comme modèle d'étude se justifie 

essentiellement pour deux raisons : 

- Il s'agit d'une Hirudinée d'eau douce dont le milieu intérieur est hyper­

osmotique au milieu environnant ce qui entraîne une constante entrée d'eau à travers le 

tégument. Cette entrée passive d'eau devra être compensée par une importante activité 

excrétrice. 

- Il s'agit d'une sangsue hématophage qui subit une profonde diurèse durant les 

quelques heures suivant les deux premiers repas de sang (Van der Lande, 1983). Ce 

mécanisme permet une concentration des cellules sanguines dans la lumière du tube 

digestif (au cours des repas, 7.heromyzon absorbe en très peu de temps (20 à 30 min.) 

une quantité de sang égale à environ 10 fois sa masse initiale) et une perte de masse 

corporelle. Ainsi, bien que l'animal grandisse (augmentation de taille de l'ordre de 3 à 5 

fois), son poids reste constant jusqu'au repas suivant. 

Lors du dernier repas, la physiologie de l'animal est modifiée. La sangsue subit 

une augmentation de masse considérable (fig. 12), augmentation due à une importante 

rétention d'eau, laquelle est indispensable à l'acquisition de sa maturité sexuelle. L'animal 

continue à prendre du poids régulièrement jusqu'à la ponte des œufs et ce, grâce à 

l'activation de mécanismes antidiurétiques puissants. 
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Ainsi, 7lieromyzon subit des cycles diurétiques lors des deux premiers repas et 

une importante antidiurèse nécessaire à la reproduction, faisant suite au dernier repas. 

Masse 250 

(mg) 200 

150 

3ème repas 

l 
• 

1 

100 1 
znd repas 

• 

50 j 1, __ 1 
0 -·•-••--,--------,---,-----~ t 50 

1er repas 

100 

Jours 

150 200 

Figure 12 : Croissance pondérale de 7herom_yzon fessufalum maintenues à la 
température du laboratoire (d'après Malecha, 1979) 

3. LES MECANISMES DEL 'OSMOREGULAT/ON CHEZ :Jherom_yzon 

Selon Rosca et coll. (1958), la suppression de la fonction nerveuse par anesthésie 

ou ablation de la chaîne ganglionnaire provoque un dérèglement profond des mécanismes 

osmorégulateurs d' Jlirudo medicina/is. Des réponses similaires sont observées après 

décérébration de la sangsue ?oeci6della wridts ; l'injection d'homogénats de cerveaux 

pallie à ces effets (Kulkarni et Nagabhushanam, 1978). Chez des 7lieromyzon lessufalum 

de stade 3, la décérébration et plus spécialement l'ablation des ganglions supra­

œsophagiens empêche la digestion du sang ingéré et entraîne une rétention d'eau 

(Malecha, 1979, 1983). 

Afin de caractériser des molécules impliquées dans l'osmorégulation, un test 

biologique a été élaboré par Malecha et coll. (1989 ; fig. 13). Les molécules supposées 

actives sont injectées dans la cavité cœlomique de sangsues de stade 3. Après séchage 

sur un papier absorbant, les animaux sont pesés à différents temps après l'injection. La 

variation de leur masse permet de déterminer la nature diurétique ou non de la molécule. 
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Une perte de poids de l'animal est signe d'une substance diurétique, un gain de poids , 

d'une molécule antidiurétique. 

c:::::::===> 
Pesée 

1J2h post injection IJ4h post injection 0 6h post injection 
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diurétique 

Figure 13: Test biologique chez 7heromyzon fessufalum d'après Malecha et coll. 
(1989). A différents temps après l'injection, l'anitllal est pesé afin de déterminer la nature du 
peptide 

La diurèse 

Grâce à ce test, différentes molécules impliquées dans le contrôle de la balance 

hydrique d'0rpobdella ocloculafa ont été caractérisées. Comme nous l'avons précisé 

précédemment, il s'agit de peptides apparentés à des molécules de Vertébrés: la 

Lysine-conopressine {Salzet et coll., 1993) et l'angiotensine II a-amidée {Salzet et coll., 

1993b, 1995). 

4 molécules appartenant à la famille des RF-amide ont été caractérisées chez la 

sangsue et 2 d'entre elles possèdent un rôle osmorégulateur: le GDPFLRF a-amidé à rôle 

diurétique et le FMRF a-amidé à rôle antidiurétique {Salzet et coll., 1994). 

En plus de l'angiotensine II a-amidée et d'une possible angiotensine IV, les deux 

enzymes clé du SRA ont été caractérisées biochimiquement chez Jheromyzon 

fessufalum. 

Une enzyme rénine-like, protéase à aspartyl de 32 kDa, a été isolée à partir de 

parties antérieures de sangsues (Laurent et Salzet, 1995a). Les 124 a. a. N-ter de cette 

enzyme présentent une identité de séquence de 35,5io avec celle de !lf(us muscu!us. Les 
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séquences consensus D TGSS des aspartyl protéases entourant le site actif sont 

conservées confirmant l'appartenance à cette famille (Salzet et Stefano, 1997). 

La seconde enzyme clé du SRA, I'ECA, a été caractérisée à partir de parties 

antérieures de 7.heromyzon fessufalum (Laurent et Salzet, 1995b ). L'enzyme identifiée 

est sous une forme transmembranaire glycosylée , présentant une masse moléculaire de 

120 kDa, qui peut être libérée sous une forme soluble de 100 kDa. Les 27 a. a. N-ter 

déterminés par dégradation d'Edman présentent une homologie de 87 io avec celle de 

Gauia porcellus- Elle présente des constantes cinétiques très proches de celles des 

Mammifères (Laurent et Salzet, 1996) et est exprimée dans les cellules gliales du 

système nerveux, dans les coelomocytes et les néphridies (Vandenbulcke et coll., 1997). 

Ces différentes molécules semblent exercer leur action lors de la diurèse faisant 

suite aux deux premiers repas de sang. 

L) .d. ' ann . turese 

Chez 7.heromyzon fessufalum, la période entre le dernier repas et la ponte des 

œufs est caractérisée par une augmentation considérable de la masse corporelle due à 

une importante rétention d'eau. Ainsi se met en place une antidiurèse, réclamant 

l'intervention de molécules spécifiques et antidiurétiques. 

Le FMRF a-amidé purifié chez 0rpobdèlla ocfoculala possède lors de son 

injection chez 7.heromyzon fessulalum une activité antidiurétique et pourrait, de ce fait, 

être l'un des responsables de cette réponse. 

Grâce à des antiséra dirigés contre des peptides de Vertébrés, une 

cartographie du ganglion supra-œsophagien de 7.heromyzon fessu!afum a été établie 

(Verger-Bocquet et coll., 1988). Un immunomarquage a été observé après utilisation 

d'anti-angiotensine II et d'anti-vasopressine mais aussi d'anti-ocytocine. L'injection de 

l'antisérum dirigé contre l'ocytocine a-amidé provoque, chez la sangsue, une perte de 

masse. Par contre, l'injection de l'ocytocine même ne produit aucun effet suggérant 
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qu'une ou plusieurs molécules reconnues par l'antisérum anti-ocytocine mais distinctes du 

peptide mammalien présentent une activité antidiurétique (Malecha et coll., 1989). 

En utilisant l'antisérum comme moyen de détection, un peptide, le Leech 

OsmoRegulator Factor ou LORF fut caractérisé à partir de système nerveux d' 

0rpobdelfa oclocufala puis de Jheromyzon fessufalum (Salzet et coll., 1996a et 1996b). 

Cet octapeptide possède une structure primaire, IPEPYVWD, unique dans le règne 

animal. Il peut également exister sous une forme amidée. Injecté à des sangsues, le 

LORF induit un gain de masse significatif reflétant une activité antidiurétique. Le 

dosage du peptide montre que la concentration est maximale lors du stade 3B, au 

moment de la rétention d'eau. Par ailleurs, plusieurs neurones des ganglions nerveux sont 

immunoréactifs à un antisérum anti-LORF. Certains d'entre eux présentent également 

une immunoréactivité anti-ocytocine (Salzet et coll., 1996b). 
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Matériel et méthodes 

ANIMAUX liT PREPARATION DES ECHANTILLONS 

ANIMAUX 

L'ensemble des expériences a été réalisé sur l'annélide 7.heromyzon fessufafum 

7.heromyzon fessufafum appartient à la super-classe des Clitellates 

(au même titre que les Oligochètes) et à la classe des Hirudinées. 

Il s'agit d'une sangsue Rhynchobdelle, c'est à dire munie d'une trompe. 

Parasite des oiseaux aquatiques, elle prélève du sang en s'introduisant 

dans leurs fosses nasales. 

Les animaux sont récoltés à Harchies en Belgique. Ils sont ensuite 

maintenus et se reproduisent au laboratoire (eau douce, 15-20°C), 

prélevant leur repas à des canards de Barbarie CGairinamoschafa f3 .). 

Ventouse __ _ 
péri buccale 

7.heromyzon lessufalum en vue ventrale. 
(Photo prêtée par J. Malecha) 
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Matériel et méthodes 

DISSECTION 

Après anesthésie au clorétone, les sangsues sont épinglées sur leur face ventrale dans du 

Ringer. Les cerveaux sont excisés et congelés dans de l'azote liquide puis stockés à -70°C. 

Le système nerveux des Hirudinées se subdivise en trois grandes parties : une partie 

antérieure contenant le cerveau, une partie moyenne où les ganglions se repartissent à raison 

d'un par métamère, une partie postérieure ou ganglion caudal. 

Le cerveau est formé d'une partie dorsale supra-œsophagienne (ganglion supra­

œsophagien) et d'une partie ventrale sous-œsophagienne (ganglion sous-œsophagien). Deux 

commissures péri-œsophagiennes relient les deux ganglions. Le cerveau comprend des groupes 

de neurones ou follicules séparés les uns des autres par des cloisons conjonctives. 

Chez Jheromyzon lessufalum, comme chez 7. rude (Hagadorn 1958, 

1962), les neurones du cerveau sont regroupés en 36 follicules. 

Chaque ganglion supra-œsophagien comprend 6 paires de follicules: 

3 en avant de la commissure dorsale, 3 autres en arrière. Sous la 

commissure se situe l'aire neurohémale en position postéro-médiane 

(Hagadorn, 1962). 

Commissure dorsale---.. 

Vaisseau sanguin 

B 
La partie sous-oesophagienne du cerveau comprend 24 follicules 

disposés en 3 groupes : 2 dorso-latéraux composés chacun de 7 

follicules (N° 7 à 13 droit et gauche) et un groupe médio-ventral de 

10 follicules (6 impairs (N° 14 à 19) et 2 pairs (N° 20 et 21)). 

Schéma du système nerveux central de 7/ieromyzon 

A : Représentation schématique du cerveau de 7. lessulafum ; vue ventrale. Seule la partie antérieure droite est 
représentée dorsalement (Follicules 4,5 et 6) (Malecha et al, 1989) ; B : schéma des ganglions cérébroïdes et de 
la masse sous-oesophagienne de 7. rude, vue latérale droite (d'après Hagadorn, 1958); C: schéma de la 
commissure dorsale, vue postéro-dorsale des ganglions cérébroïdes de 7. rude 



Matériel et méthodes 

1200 cerveaux ont été prélevés et répartis en trois lots en vue de l'extraction. 

400 .ul d'acide acétique lM 

Homogénéisation au Dounce puis 

passage aux ultrasons (3 fois 30 sec) 

lot de 400 cerveaux de 

7/leromyzon 

lessufalum 

Centrifugation 
12.000 rpm, 30 min., 4°C 

Surnageant 

-- Surnageant + 

Conservation à -80°C 

jusqu'à utilisation 

Ré-extraction du culot dans 

400 pl d'acide acétique lM 

Centrifugation 
12.000 rpm, 30 min., 4°C 
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Des ARNs totaux de 7. lessufalum ont été extraits par une technique au Guanidium-

Phénoi-Cihoroforme. 

1 ml de Solution d'extraction 1 mg de tissu 

Système 
nerveux de 

Jheromyzon 

ou 

Jheromyzon 
entière 

Homogénéisation au polytron 

100 tA d'acétate de sodium 3M 
1 ml de phénol saturé 
200 tA de Chloroforme/ Acide iso amylique 

Après 15 min. dans la glace, 

centrifugation 12.000 rpm, 30 min., 4°C 

' Précipitation à l'isopropanol de la phase aqueuse 

Centrifugation 10.000 rpm, 20 min., 4°C 

t lavage 

Reprise du culot dans H20 traitée au DEPC 

et stockage à -70°C jusqu'à utilisation 

Un dosage des ARNs est réalisé par spectrométrie à 260 nm et la qualité visualisée sur gel 

d'agarose. 
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ANTISERA ET TECHNIQUES IMMUNOLOGIQUES 

ANTISIMtm:LinS 

Antisérum anti-ocytocine 

Matériel et méthodes 

L'antisérum polyclonal anti-ocytocine a été caractérisé par Salzet et coll. (1993). Il est 

dirigé contre la partie C-terminale (C-ter) de la molécule d'ocytocine (Pro-Leu-Giy-amide, 

PLG-amide). Il ne croise ni avec l'arginine-vasopressine ni avec la lysine-vasopressine. Par 

contre, il présente une réaction croisée de 80'Yo avec le tri-peptide PLG-amide, 30'Yo avec le 

di-peptide PL et 20'Yo avec le di-peptide PI en ELISA compétitif. Il ne reconnaît pas le 

fragment N-terminal (N-ter) de l'ocytocine (acide tocinoïque), la réaction croisée n'étant que 

de 0,06'Yo. 

Antisérum anti-ECA 

L'antisérum polyclonal anti-ECA est dirigé contre la partie N-ter de I'ECA de sangsue 

(GLPELSPGF). Il présente une réaction croisée avec I'ECA de lapin (Sigma) de 20'Yo 

(Vandenbulcke et coll., 1997). 

Antisérum anti-LORF 

L'antisérum dirigé contre le LORF ne présente pas de réaction croisée avec l'ocytocine et 

est spécifique de la partie C-ter du peptide (Salzet et coll., 1996b). 
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Préparation de l'immunogène 

Le peptide correspondant aux 8 acides aminés du LORF-amide a été synthétisé et 

purifié par la société Neosystem (Strasbourg). Il a été couplé à la thyroglobuline par 

l'intermédiaire de la glutaraldhéhyde. 

5 mg de peptide + 

10 mg de thyroglobuline 

dissous dans 2 ml de tampon 

phosphate 0,1M pH 7,4 

3 heures 
sous agitation 
à l'obscurité 

Ajout progressif de 

glutaraldhéhyde (0 ,5'Yo) 

Arrêt de la réaction de couplage par ajout de métabisulfure 

de sodium (1 ml ; 7,5 mg dans 100 ml HzO) 

Ajustement du volume à 5 ml et répartition en 10 aliquotes de 

500 pl (conservation à -20°C) 
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Protocole d'immunisation 

Le protocole d'immunisation employé est celui de Vaitukaitis et coll. (1971). 

Avant toute immunisation, 20 ml de sérum pré-immun sont prélevés au lapin pour des 

contrôles ultérieurs. 

Injections intradermiques d'une 

dose d'antigène émulsionné dans 

de l'adjuvant complet de Freund 
Potentialisation de la réponse immunitaire 

par injection d'un vaccin anti-coquelucheux 

(Tetracoq, Merieux MSD) et d'un vaccin BCG 

(Monovax, Pasteur vaccins) 

15 jours + 
* 

15 jours + 
* 15 jours + * Rappels avec une dose d'antigène émulsionné dans de 

l'adjuvant incomplet de Freund, en injections intradermiques 

3 semaines J 
Injection, dans la veine marginale de l'oreille du lapin, 

d'une dose d'antigène dilué dans du liquide physiologique 

1 semaine J 
Saignée au niveau de l'oreille. 

Prélèvement d'environ 20 ml de sang 

Saignée au niveau de 

l'oreille. Prélèvement 

d'environ 20 ml de sang 

Les immunséra obtenus sont glycérolés (Volume/Volume) et conservés à 

-20°C. Lors de l'utilisation, ils sont saturés à la thyroglobuline (10 mg/ml). 
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mn IMMUN(;)tOOIQ.tmS 
Dot Immunobindinq Assay 

1994). 

Ce test immunologique reoose sur un protocole développé par Salzet et coll. (1993, 

Dépôt d'un pl d'une solution antigénique 

sur une membrane de nitrocellulose. 

l Olauffoge à 12o•c pendant 30 min. 

Saturation des sites non spécifiques par du tampon 

TBS/Tween (0,05%)/Lait écrémé (2'7'o) 

' 1 heure sous agitation 

Incubation avec l'antisérum primaire dilué au 

1/l.OOOème dans du TBS/Tween l Sous agitation à 4•c pendant /a nuit 

3 lavages de 5 min. dans du TBS/Tween 

Incubation avec l'antisérum secondaire couplé à la peroxydase 

(Pasteur diagnostic) dilué au 1/4.000ème dans du TBS/Tween 

' 1 heure sous agitation 

2 lavages de 5 min. dans du TBS/Tween puis 1 lavage de 5 min. dans du TBS 

~ 
Révélation par chémoluminescence (Kit ECL, Amershan) 

La peroxydase couplée à l'antisérum secondaire va, en présence de réactif, libérer un 

composé luminescent qui viendra impressionner un film photographique (Amersham). 
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Enzvme Linked ImmunoSorbent Assay 

Dépôt d'une solution antigénique par puit 

(Plaque 96 puits Maxisorp, Nunc) 

Matériel et méthodes 

- Sous agitation à 4•c sur la nuit 

Elimination de l'antigène et saturation des sites non spécifiques par du tampon 
TBS/Tween (0,05%)/Lait écrémé (4%) 

1 heure sous agitation 

Incubation avec l'antisérum primaire dilué au 
1/l.OOOèrne dans du TBS/Tween 

• 2 heures sous agitation 

3 lavages de 5 min. dans du TBS/Tween 

• Incubation avec l'antisérum secondaire couplé à la biotine (Pasteur diagnostic) 
dilué au 1/lO.OOOème dans du TBS/Tween 

• 30 min. sous agitation 

3 lavages de 5 min. dans du TBS/Tween 

Incubation avec le complexe d'amplification Streptavidine/Biotine dilué 
au 1/50èrne dans du TBS (Kit StreptAB complex/HRP, Dako) t 30 min. sous agitation 

3 lavages de 5 min. dans du TBS/Tween 

• Révélation avec un substrat coloré (Peroxydase substrate, 
TMB microwell, KPL) * 5min. 

Arrêt de la réaction avec de I'H 3P04 lN 
et lecture de la plaque à 450 nm 



Matériel et méthodes 

TEST BIOLOGIQUE 

Les sangsues sont réparties, avant l'injection, en différents lots en fonction de leur 

masse corporelle. 

Injection de 10 #l d'une solution de 

Ringer contenant : 

Soit du PBS (contrôle) 
Soit du PLG-amide 

à des Jheromyzon lessufalum de 

stade 3B. 

J Temps wriable à température ambiante 

«Séchage» des animaux sur 

papier absorbant 

' Pesée(+/- O,lmg) et comparaison des 

variations de masse par rapport au lot témoin 

(injecté au PBS) 
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NB : - Pour les sangsues ayant 
subi l'ablation du ganglion sous 
oesophagien, l'injection se fait 6 
jours après l'opération. 

La perte de masse 
observée dans le groupe témoin 
est due aux séchages des 
animaux réalisés avant leur 
pesée. 



IMMUNOHISTOCHIMIE 

PUPAMTIONDIS OOUPIS 

Matériel et méthodes 

Jheromyzon lessufalum Ganglions cérébroïdes de 

entière 

Fixation dans du Bouin Hollande 
sublimé 

~ 

Jheromr;zon lessufalum 

Déshydratation par des bains d'alcools croissants (96° 

puis 100° ; 3 bains de 2 heures pour chaque concentration) 

' Imprégnation par du toluène 

(3 bains de 45 min.) 

' Inclusion en paraplaste (Scherwood medical) 

' Réalisation des coupes (7JJM d'épaisseur) 

Les lames sont stockées à température ambiante jusqu'à utilisation. 
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• Elimination du paraplaste et réhydratation par des 
bains d'alcools décroissants suivi d'un bain d'eau 

courante 

Passage dans de l'alcool iodé pour éliminer les sels 
mercuriques liés au Bouin Hollande sublimé 

Incubation avec l'antisérum primaire dilué au 
1/BOOème dans du tampon Coons (500 pl/lame) 

Matériel et méthodes 

1 La nuit dans une chambre humide 
'f à température ambiante 

2 lavages de 5 min. dans du tampon Coons 

Incubation avec l'antisérum secondaire couplé à la 
peroxydase (Pasteur diagnostic) dilué au 1/50ème 

dans du tampon Coons 

1 lh30 dans une chambre humide à t température ambiante 

2 lavages de 5 min. dans du tampon Coons puis un 
rinçage bref dans de l'eau distillée 

Révélation au D.A.B. et montage des lames dans un 

NB : Des témoins sont 
réalisés en remplaçant 
l'antisérum primaire 
par le même antisérum 
saturé par l'antigène 

tampon glycériné 
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'\ Observation avec un 
microscope photonique 

Axiophot Zeiss 



Matériel et méthodes 

PUitiFICA.DON LORS DE lA CARACTERISADON DU PLG-AMIDE 

Entre chaque étape de purification, les produits sont séchés au speed vacuum. Les 

échantillons sont testés en DIA et en ELISA afin de détecter et quantifier le matériel 

immunoréactif à l'antisérum anti-ocytocine . 

Toutes les purifications par HPLC ont été réalisées grâce à un système HPLC Gold 

Beckman équipé d'une barrette de diode (Photodiode array detecter Beckman 168). L'effluent 

est contrôlé grâce à une lecture d'absorbance à 214 nm. 

FG 

Extrait peptidique 
de cerveaux 

Filtration sur gel (FG) et 
Chromatographie Liquide 

Haute Performance (HPLC) 

Pré-colonne 

Ultraspherogel 
7,5 x 40 mm (Beckman) 

RP18 (Merck) 

RP18 (Merck) 
HPLC 

Cartouche Cts Sep pak (Phase inverse ; Waters) 
préalablement conditionnée à l'acétonitrile 

+ Elution par 5 ml d'acétonitrile 50'Yo, 
Acide Tri Fluoro-Acétique (TFA) 0,1'Yo 

Colonne Elution 

Ultraspherogel 30 'Yo d'acétonitrile (ACN) 
7,5 x 300 mm, Sec 2000 à un débit de 1ml/min. 

(Beckman) 

Colonne C18 en phase inverse O'Yo à 45'Yo en 30 min. 
4,5 x 250 mm (Vydac) 45'Yo à 80'Yo en 10 min. 

à un débit de 1ml/min. 

Colonne C18 en phase inverse O'Yo à 15'Yo en 15 min. 
4,5 x 250 mm (Vydac) 15'Yo à 45'Yo en 40 min. 

à un débit de 1ml/min 

Colonne en phase inverse ODS C18 O'Yo à 60'Yo en 60 min 
Ultrasphére, 2 x 250 mm (Beckman) à un débit de 300pl/min. 

L'élution des chromatographie en phase inverse se fait avec de I'ACN, 0,1'Yo TFA. 
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Matériel et méthodes 

Digestion et détection par ELISA 

+ 1 - LORF-amide 

Angiotensine I {100 pM) 
Enzyme de Conversion de 

l'Angiotensine (lapin; Sigma) 
10pl.J 

Volume final de digestion : 100 pl 

Tampon de digestion: Tris/HCI100 pM, pH 8,4 

~ 60 min. à 37"C 

Arrêt de la digestion par ajout d'un volume de TFA 1cro 

Centrifugation 13.000 g, 10 min., 4°C 

Récupération du surnageant Plaque ELISA coatée 

••••••••••• avec d'Angiotensine II 

Sur la nuit à 4°C 

Dilution du surnageant au t sur 11 puits 

et ajout de l'antisérum anti-Angiotensine II au 1/600ème 

• Reprise d'un ELISA classique (cf. p. 10): 

Lavage 
Incubation avec l'antisérum secondaire 
Lavage 
Incubation avec complexe 
d'amplification 
Lavage 
Révélation 
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(150 ng) 



Matériel et méthodes 

Digestion et détection par électrophorèse capillaire 

+ 1 - peptide à tester 

Angiotensine I (30 JJM) 
Enzyme de Conversion de 

l'Angiotensine (Lapin; Sigma) 
12,5 J}J 

Volume final de digestion : 100 J.JI 

Tampon de digestion: Tris/HCI100JJM, pH 8,4 

45min. à3rc 

Arrêt de la digestion par ajout d'un volume de TFA 1% 
et ajout du standard interne (FMRF-amide) 

Centrifugation 13.000 g, 10 min., 4°C 

Evaporation à sec du surnageant au speed-vaccum 
et reprise dans 30 J.J1 d'eau 

Séparation des composés par électrophorèse capillaire 

CONDITIONS DE MIGRATION 

Tampon de migration: phosphate 25 mM pH 2,5 
Température: 25°C 
Voltage : 25 KV 
Durée: 17 min. 
Capillaire : silice, 57 cm de long, diamétre interne 75 JJYn 
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Polymerase Chain Reaction 

Matériel et méthodes 

5 JJI du tampon PCR {5X) 

3 JJ1 de MgCI2 25 mM 

1 JJI de dNTPs 10 mM chacun 

0,2 JJI de Taq polytmerase {lU: Appligéne) 

37 JJ1 d'H20 mQ {qsp 50 JJI) 

Programme PCR utilisé pour le clonage des différentes molécules 

Dénaturation initiale 3 min. 

Elongation totale 5min. 

Migration des produits de PCR en gel agarose 1 % TAE 

Ligation, transformation, 
séquençage 

- Les inserts d'intérêt sont ligués dans le plasmide pGEM 
(Promega). Les transformants sont sélectionné s 

par un test blanc-bleu et la de l'insel't désiré 
est vérifiée par une PCR sur laz culture bactérienne ( à 
l'aide des amorces qui ont servies à la PCR initiale ; le 

sens d'insertion de l'amplifiat peut être déterminée en 
utilisant une amorce basée sur la séquencce plosmidique 
( du côté T7 ou SP6) couplée à l'une des arnorces de la 
PCR 

- - Le séquençage (par la méthode de Sanger) est réalié à 
l'aide du kit Sequenase T7 ( version 2.0 ; USB). 69 

' Sélection des inserts par une 
PCR utilisant des amorces 

internes ('nest') 



Matériel et méthodes 

Sondes utilisées : 

Amorces communes : 
Oligo dT-adapteur: 5

' CGAGTCGACATCGATCGT(T) 16 3
. 

Amoces déduites du plasmide : 
Forward : 5

. CCCAGTCACGACGTTGTAAAGG 3' 

Reverse : 5
' AGCGGATAACAA TTTCACACAG 3' 

Amorces dégénérées : 
LORF: 

L25: 
L26: 

ECA: 

Dég. Sens!: 

Dég. Antisens 1 : 

Amorces homo Igues: 
ECA: 

Hom sens!: 

Hom sens2: 

Hom sens3: 

5
• AT(T/C/A)CCIGA(A/G)CCITA(T/C)GTITGGGA(T/C)G 3. 

5
. AT(T/C/ A)CCIGA(A/G)CCITA(T/C)GTITGGGA(T/C)GG 3. 

5
. GTITG(T 1 C)CA(T 1 C)GCITCIGCITGGGA 3. 

5
. TC(A/G)TG5A/G)AAICCIGG(A/G)TTIGCICC 3' 

5
' AAGA TTTCAGAATCAAACAA 3' 

5
' CACCATGAGATGGGACACATC 3

' 

5
' TACAAGGACCAACCCATCAGT 3

' 
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L'antidiurése 

L,AN, ' 'T· .. :I:·n··· 1·u·· ·RE· · : :s· 'E' . 
: .' ' ' ' ; ' ' ,' ; ·., : ' .,, ' ; ' ' ' 

LELORF 

A la suite de l'ablation des ganglions supra- et sous-œsophagiens, les sangsues ne 

sont plus soumises à la rétention d'eau classiquement observée lors du stade 3, ce qui 

suggère l'existence de facteurs antidiurétiques cérébraux (Malecha, 1983). 

Par ailleurs, une ou plusieurs molécules immunoréactives à l'antisérum anti­

ocytocine de Vertébrés (mais structurellement distinctes de l'ocytocine) sont impliquées 

dans le contrôle de la balance hydrique (Malecha et coll., 1989). 

Par la suite, l'utilisation de ce même antisérum a permis l'identification d'un 

octapeptide impliqué dans l'osmorégulation: Le Leech OsmoRegulator Factor (Salzet et 

coll., 1996). Ce peptide présente une structure primaire unique (IPEPYVWD) et peut 

également exister sous forme amidée (IPEPYVWD-NH2). L'injection de LORF induit 

chez la sangsue une antidiurèse se traduisant par un gain de masse de l'animal. 
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L'antidiurése 

Après avoir produit un antisérum dirigé contre le peptide non amidé, une 

distribution du LORF a été réalisée sur des parties antérieures de sangsue : une 

immunoréactivité a été décelée dans des neurones des ganglions supra-, sous­

œsophagiens et segmentaires de la chaîne nerveuse (Salzet et coll., 1996). 

L'interrogation d'une banque de données protéiques ne révèle l'existence d'aucun 

peptide apparenté au LORF. Néanmoins, la séquence de l'octapeptide est retrouvée 

partiellement ou en totalité dans la séquence N-ter d'une famille de protéines : les 

hémérythrines (fig. 14). 

LORF 

:Pilascolopsis !louldii (Sipunculien) 

Hémerythrine 
Myohemerythrine 

7/lemisle zoslericola (Sipunculien) 

Myohémérythrine 
Hémérythrine 

Jledisle diversicolor (Annélide) 

Cd-Bd 
Myohémérythrine 

7/leromyzoo lessufalum {Annélide) 

Ovohémérythrine 
OvoHl 

MGFP PSFRTFYSIIDDEHKTLF ... 

P F D ~~~;. .. ~:~,.;~.~~;_~.:~.:E S FR V F Y D N L D DE H KG L F 000 

GWE ·~··-·~·-·'~""'"'""'-···~E SFRVFYE QLDE E HKKI F ... 
GFP PSFRTFYSIIDDEHKTLF .. o 

GFE-"-··-•m"""KW:OE S FQVFYE KLDE E HKQ IF .. o 
E SFQVFYDKLDEEHKQ IF .. o 

ETFEVFYEKLDEEHKGLF ··o 

Figure 14: Alignement du LORF avec des hémérythrines connues 

A ce jour, les hémérythrines ont été uniquement identifiées dans certains 

groupes d'Invertébrés : les Annélides, les Sipunculiens et les Brachiopodes. Elles 

existent sous plusieurs isoformes et leurs fonctions biologiques exactes n'ont pas 

encore été élucidées. Structurellement, ce sont des protéines non hémiques qui fixent le 

fer et l'oxygène; de ce fait elle sont considérées comme des pigments respiratoires 

spécifiques des Invertébrés (Kiotz et coll., 1976 ; Alexander et coll., 1991). Chez 
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L'antidiurése 

7.beromyzon fessulafum, elles s'accumulent dans le cœlome durant le stade 3 (Baert et 

coll., 1992). 

L'antisérum étant dirigé contre les 8 a.a. du LORF, il se peut qu'il puisse 

reconnaître les hémérythrines ou des fragments de ces protéines. 

!!~ L,ANTISERUM ANTI-LORF 

Par Dot Immunobinding Assay (DIA), l'antisérum a été testé sur des gammes de 

peptides: LORF, LORF a-amidé et deux octapeptides déduits d'hémérythrines 

(IPEPYQWD et IPEPFRWD) (fig. 15). 

Anrisérum uti--IDRF 

IPEPYVWD 

IPEPYQWD 
JPEPFR~"D 

Figure 15: Test de reconnaissance par l'antisérum anti-LORF (dilution au 1/lOOOéme) 

L'anti-LORF reconnaît le peptide non amidé contre lequel il est produit (50 pmoles) 

mais aussi le peptide a-amidé et I'IPEPQWD (100 pmoles). La reconnaissance est 

moindre pour la seconde forme (IPEPFRWD ; 250-500 pmoles). Une saturation de 

l'antisérum par du LORF entraîne l'extinction des différents signaux. 

L'antisérum anti-LORF reconnaissant les fragments d'hémérythrines, il n'est pas 

spécifique du LORF. Nous avons donc décidé de produire un nouvel antisérum dirigé 

contre la molécule a-amidée afin de limiter cette réaction croisée. 

75 



L'antidiurése 

0 ~ L,ANTISERUMANTI-LORF a-AMIDE 

2.1 Comparaison de l'antisérum anti,LORF et anti,LORF a,amidé par DIA 

Comme l'antisérum anti-LORF, le nouvel antisérum a été expérimenté sur des 

gammes de LORF, de LORF a-amidé et des deux variants déduits d'hémérythrines ainsi 

que sur les parties N-ter et C-ter du LORF a-amidé et enfin sur ce même peptide 

tronqué des deux a. a. N-ter (fig. 16). 
__ pmol __ 

# r{l~~~ ~ ~ ry'1 

Antisérum antHDR.F 

__ pmol 

# r{l~~~ ~ ~ ry"'! 

Antisérum anti-IORF amicl~ 
Saigaée 3 

IPEPYV\VD-NH1 

IPEPY\'"\II;'D 

IPEP 

EPYVW'D 

IPEPYQVm 
IPEPFRWD 

IPEPY\'"\II;'D-NH2 

IPEPYV\VD 

IPEP 

YVWD-NH1 

EPYVWD 

IPEPYQVÇ'D 
IPEPFRW'D 

Antisérum anri-lOR.F amidE 
Saignéel 

__ pmol __ 

~&#~~#~~~~ 

ADtisérum anti-IORF amide 
Saigaée4 

Figure 16: caractérisation par DIA des antisérums anti,LORF et anti, 
LORF a.,amidé (Saignées Il, III et IV) (dilution au 1/lOOOème) 



L'antidiurése 

L'antisérum anti-LORF ne reconnaît pas le tétrapeptide N-ter et très faiblement 

le C-ter. Le peptide tronqué est détecté jusqu'à une concentration de 250 pmol. 

L'antisérum anti-LORF a-amidé ne se fixe que sur le peptide contre lequel il est 

dirigé (5 à 10 pmol en fonction de la saignée testée) et le peptide C-ter (10 à 25 pmol). 

La spécificité des deux antiséra diffère : le premier dirigé contre le LORF 

reconnaît la partie centrale de la molécule et présente une réaction croisée avec les 

hémérythrines ou des fragments de ces protéines alors que le second est plus spécifique 

du peptide amidé reconnaissant le côté C-ter amidé. 

2.2 Distribution du LORF a,amidé 

Différentes structures apparaissent immunoréactives à l'antisérum anti-LORF a­

amidé. Au niveau du cerveau, l'aire neurohémale est immunoréactive (fig. 16a) ce qui 

laisse supposer une sécrétion dans le vaisseau sanguin adjacent. Au sein du ganglion 

supra-œsophagien, plusieurs neurones des compartiments 3 et 5 sont réactifs (fig. 16a 

et b) ainsi que les cellules gliales des compartiments du ganglion sous-œsophagien (fig. 

16c). Par ailleurs, les cellules gliales des ganglions segmentaires de la chaîne nerveuse 

(fig. 17a), les coelomocytes adhérents (fig. 17b), la paroi des conduits génitaux mâles 

(plus exactement la partie apicale dirigée vers la lumière contenant les spermatozoïdes ; 

fig. 17(:) et les tubules rénaux (fig. 17d) le sont. Afin de confirmer la spécificité du 

marquage obtenu, des contrôles ont été réalisés avec l'antisérum saturé (fig. 17a' à 17d'). 

De façon intéressante, cette distribution correspond en partie à celle de I'ECA 

chez 7.heromyzon lessulalum (Vandenbulcke et coll., 1997): ainsi il y a co-localisation de 

matériets respectivement immunoréactifs à l'anti-ECA et à l'anti-LORF a-amidé au 

n.•u des cellules gliales des ganglions nerveux (fig. 18a) et des coelomocytes (fig. 18b). 
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L'antidiurése 

b' 
' 

c 
Figure 16: lmmunoréactivité à l'antisérum anti-LORF a...amidé au niveau des ganglions cérébroïdes. Au 

niveau du ganglion supra-oesophagien, l'aire neurohémale (anh) est immunoréactive ainsi que des neurones et des 
cellules gliales des compartiments 3 et 5 (a et b); Au niveau sous-oesophagien, de nombreuses cellules gliales sont 
marquées (c). (Barre= 30jlm; vs: vaisseau sanguin) 
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Figure 17: Immunoréactivité à l'antisérum anti-LORF O.-amidé. a: au niveau d'un 
ganglion de la chaîne nerveuse; b: au niveau des coelomocytes; c: au niveau des conduits 
gémtaux et d : au niveau de tubules rél).aux. Les contrôles respectifs sont présentés sur la droite (a', b', 
c' et d'). c.g. : conduit génital; g.5: seme ganglion; g.6: 6ème ganglion; c.e. :cellules cœlomiques ou 
coelomocytes ; spz : spermatozoïdes ; t.r. : tubule rénal 
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L'antidiurése 

Antisérum anti-LORF-amide Antisérum anti-ECA 

Figure 18 : Exemples de co-localisation LO RF a-amidé/ECA a: au niveau des cellules 
gliales de la chaîne nerveuse; b: au niveau des coelomocytes 
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L'antidiurése 

Le LORF est un facteur antidiurétique chez 7.heromyzon lessufalum. Plusieurs 

hypothèses peuvent être émises quant à son mode d'action : 

- le peptide possède un récepteur qui lui est propre et l'activité pourrait être 

induite par sa fixation sur ce dernier ; 

- le peptide est capable de rentrer en compétition avec des peptides diurétiques en 

se fixant sur leur(s) récepteur(s), les empêchant ainsi d'exercer leur effet; 

- le peptide est un inhibiteur de I'ECA. En empêchant la formation d'angiotensine 

II, identifiée comme facteur diurétique chez la sangsue (Salzet et coll., 1993), il 

entraînerait une antidiurèse. 

Comme nous l'avons mentionné dans l'introduction, différents inhibiteurs 

endogènes de I'ECA, purifiés à partir de venin de serpent, ont pour caractéristique 

commune de contenir, comme le LORF, une forte proportion de proline au sein de leur 

séquence primaire. Cest pourquoi nous avons testé l'hypothèse selon laquelle le LORF 

inhiberait la formation d'angiotensine II. 

~ LELORF a-AMIDEINHIBE-T-ILL'ECA? 

2.1 Développement d'une approche par ELISA 

Afin de tester l'hypothèse selon laquelle le LORF a-amidé inhiberait l'activation 

de I'ECA, un système in vitro a été développé. Le substrat, l'angiotensine I, est incubé 

avec l'enzyme en absence ou en présence de l'octapeptide. Dans un premier temps, nous 

avons utilisé l'ELISA comme moyen de détection. Pour ce faire, nous disposons de 2 

antiséra (anti-angiotensine I (AI) et anti-angiotensine II (AII)) pour mesurer soit la 

disparition du substrat, soit l'apparition du produit. 

Les 2 antiséra sont testés sur plaque ELISA (fig. 19). L'antisérum anti-AI 

reconnaît les angiotensines I et II. La saturation par l'angiotensine I entraîne une 
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L'antidiurése 

diminution du signal non spécifique du peptide coaté, sa saturation par de l'angiotensine 

II permet une reconnaissance spécifique de l'angiotensine I. 

L'antisérum anti-AII, quant à lui, est spécifique du peptide contre lequel il est 

dirigé, ne reconnaissant pas l'angiotensine I. 
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Figure 19: Comparaison de l'antisérum anti-Angiotensine I et de l'antisérum anti-Angiotensine Il. 

De par cette spécificité, nous avons choisi le second antisérum afin de mesurer 

l'angiotensine II produite lors de la digestion. Pour ce faire, les puits sont coatés avec 

de I'AII de telle sorte que I'AII produite lors de la digestion suite à l'action de I'ECA 

soit en compétition avec le peptide fixé sur la plaque : plus il y aura d'angiotensine II 

libre, moins le signal détecté sera fort. 

L'arrêt de la réaction se fait par ajout de TFA 1% qui modifie de façon 

importante le pH. Toutefois cette acidification du milieu étant incompatible avec la 

détection par anticorps, il a été nécessaire de diminuer la concentration en acide dans 

les puits en réalisant une gamme de dilution. 
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L'antidiurése 

En absence de digestion, l'antisérum reconnaît exclusivement le peptide fixé, ce 

qui se traduit par une valeur plus élevée que lorsqu'il y a compétition (après digestion) 

entre le peptide libre et le peptide fixé. 

Avec des concentrations croissantes de LORF, les valeurs diminuent 

progressivement tendant à atteindre la valeur« absence de digestion» (fig. 20), ce qui 

peut suggérer un effet inhibiteur de l'octapeptide a-amidé sur I'ECA. 
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Figure 20: Digestion d'angiotensine II (lOO pM) en absence ou en présence de LORF a-amide. a: 
courbe standard: absence de digestion et digestion en absence de LORF a.-amidé ; b: digestion en présence de 
20 pm de LORF a..amidé ; c : en présence de 50 pM de LORF a..amidé ; d : en présence de 70 pM de LORF a. 
amidé ; e: en présence de lOOpM de LORF a..amidé 



L'antidiurése 

Bien que nous ayons obtenu des résultats encourageants, le nombre important de 

digestions à réaliser et à analyser nous a contraints à conclure que cette technique de 

détection très longue présentait des inconvénients majeurs, ne serait ce que par la 

difficulté de détermination des constantes après dilution. Afin de pallier à ces défauts, 

un système d'analyse basé sur une détection par électrophorèse capillaire a été 

développé. 

2.2 Détermination de l'ICSO du LORP a~amidé par électrophorèse capillaire 

Non seulement rapide, la technique de détection par électrophorèse capillaire 

présente l'avantage d'être quantitative : la surface du pic obtenu pour un produit est 

proportionnelle à la concentration de la molécule (fig. 21). 
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Figure 21 : Gamme d'angiotensine II réalisée par électrophorèse capillaire 

Les digestions sont réalisées comme précédemment (à l'exception des paramètres 

de temps et de concentration de substrat qui ont été optimisés). L'arrêt de la réaction 

au TFA ne pose ici aucun problème du fait que les échantillons sont évaporés à sec. Par 

ailleurs, l'ajout du standard interne permet la comparaison des données les unes par 
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rapport aux autres. Dans les conditions définies de migration, chaque peptide possède 

un profil de migration qui lui est propre (fig. 22). 
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Temps de rétention 

Figure 22 : Profil de migration des différents peptides. 1 : FMRF-amide ; 2 : angiotensine I; 3: 
angiotensine II; 4: LORF a...amidé. L'ECA utilisée n'apparaît pas sur le graphique car elle est éliminée lors de la 
centrifugation avant l'évaporation 

Comme lors de la détection par ELISA, nous avons mesuré la quantité d'AI! 

formée. La détermination du temps optimal de digestion est effectuée en incubant une 

même quantité de peptide (30 JJM d'AI) avec de I'ECA pendant des temps variables (fig. 

23). Après 75 min. de digestion, la quantité d'AI! reste constante. Le temps de réaction 

utilisé au cours des différentes manipulations a, de ce fait, été arbitrairement fixé à 40 

min. ce qui correspond au temps nécessaire pour que 70% de l'AI soit digérée. 

La digestion se faisant en tampon Tris/HCI et la migration en électrophorèse 

capillaire reposant sur la charge de la molécule, il nous a semblé important de vérifier 

que la concentration ionique du tampon n'influençait pas la détection. Aucune différence 

significative est observée pour l'aire des pics et leur temps de rétention (fig. 24). 
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Figure 23 : Détermination du temps optimal de digestion. Une digestion de 30 )lM d'angiotensine I 
est réalisée pendant des temps variables. La ligne Iiorizontale en pointillés correspond à 70 % de digestion 
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Figure 24 : Influence de la concentration ionique du tampon de digestion. Différentes 
concentrations d'angiotensine I subissent une digestion de 40 min. soit dans un tampon tris/HC150 )lM soit 
dans un tampon Tris/HCllOO)lM 

Les conditions de digestion étant définies (tampon Tris/HCI 100 JJM, digestion de 

40 min., 12,5 J}J d'ACE et 30 JJM d'angiotensine I), l'effet du LORF a-amidé sur l'ACE 

fut testé (fig. 25). L'IC50 de la molécule est de 19,75 JJM. 
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Figure 25 : Digestion de 30 pM d'angiotensine 1 en présence de différentes 
concentrations de LORF <I-amidé 

Deux autres peptides ont été testés de la même façon. Bien que les valeurs 

restent à confirmer, le peptide YVWD ne semble pas actif alors que le peptide IPEP 

présenterait une IC50 d'environ 11,5 JJM (fig. 26a). Son activité, en tant qu'inhibiteur de 

I'ECA, serait sensiblement deux fois supérieure à celle du LORF a-amidé (fig. 26b). 
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Figure 26: Digestion de 30 }lM d'angiotensine 1 en présence de différentes concentrations d'IPEP (a) et 
comparaison avec le LORF <X-amide (b) 
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.!;~ RECHERCHE DU PRECURSEUR POTENTIEL DU LORF a-AMIDE 

Le LORF et le LORF a-amidé ne différent que par l'amidation C-ter. A cause de 

ceci, les deux octapeptides ne peuvent vraisemblablement pas être issus du même 

précurseur. En effet, l'a-amidation est catalysée par la peptidyl-glycine a-amidating 

monooxygenase (PAM) : à partir d'un peptide possédant en position C-ter une glycine, 

elle réalise un clivage N-oxydatif de cette extension en 2 étapes (fig. 27). L'enzyme est 

bifonctionnelle. Deux domaines enzymatiques indépendants catalysent les deux 

réactions séquentielles requises : le domaine peptidyl-glycine a-hydroxylating 

monooxygenase (PHM) catalyse une hydroxylation de la glycine C-ter pour former un 

intermédiaire a-hydroxyglyciné. Le domaine Peptidyl-a-hydroxyglycine a-amidating 

lyase (PAL) le clive pour libérer un peptide amidé et un glyoxylate. 
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Figure 27: Réaction catalysée par la PAM. Le domaine PHM catalyse la première réaction 
formant un intermédiaire U-hydroxyglyciné et le domaine PAL le clive pour libérer le peptide U-amidé 
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Comme nous l'avons noté précédemment, une séquence apparentée au LORF est 

contenue dans les hémérythrines. La forme non amidée de l'octapeptide pourrait 

provenir d'un membre (non encore identifié) de cette famille. Le LORF a-amidé, du fait 

de sa modification post-traductionnelle nécessitant une glycine en C-ter, ne peut être 

généré à partir des hémérythrines et serait issu d'un nouveau précurseur que nous avons 

recherché. 

Pour ce faire, des oligonucléotides dégénérés déduits de la séquence en acides 

aminés du LORF et intégrant la glycine nécessaire à l'amidation ont été synthétisés (fig. 

28). 
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ccx qaa ccx tat qtx tqq qat qq 
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nécessaire à a P AM 
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Figure 28: Stratégie d,élaboration des oligonucléotides en vue du clonage du précurseur du LORF 
a.-amidé. Les oligonucléotides choisis tiennent compte de la présence d'une glycine en position C-ter du peptide 
avant modification. 

Ces amorces sens ont été utilisées en PCR sur de l'ADNe de sangsue de stade 3 

contre un oligonucléotide dT antisens et ont permis l'amplification de plusieurs 

fragments d'environ 400 pb. Après séquençage de nombreux transformants, 2 clones ont 
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été différenciés. Ils correspondent à des membres de la famille des hémérythrines (fig. 

29). 

LORF 

7/leromyzon fessufalum {Annélide) 

Ovohémérythrine 
OvoHl 

Clone l 
2 

ESFKVFYE ... 
ETFEVFYEKLDEEHKGLF _ 

-------ETFEVFYEKLDEEHKGLF .. . 

-------ESFKVFYDKLDEEHKGLF .. . 

Figure 28: Alignement des clones obtenus avec des hémérythrines connues chez 7/leromyzon 

fessulalum. Le clone 1 correspond à l'OvoHl de Theromyzon tessulatum. Le clone 2 est un nouveau membre de la 
famille des hémérythrines. La séquence correspondante au LORP est figurée en vert {les acides aminés différents sont 
colorées en noir) 

Le clone 1 code pour une hémérythrine déjà connue sous le nom d'OvoH1 chez 

Jheromyzon fessufalum (Baert et coll., 1992) et le second pour un nouveau membre de 

cette famille. De façon surprenante et ce malgré l'addition des 2 bases 

supplémentaires en 3' des oligonucléotides, les deux molécules obtenues ne 

présentent pas de glycine. Dans le cas de I'OvoH1, la séquence exacte du LORF n'est 

pas retrouvée. Pour le clone 2, nous ne savons pas, à ce jour, s'il contient la séquence 

de l'octapeptide, les amorces utilisées couvrant cette zone. Néanmoins, l'absence de 

glycine permet de conclure que la protéine n'est pas le précurseur du LORF a-amidé. 
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LADIURESE 

L'ENZYME DE CONVERSION DE 

' L ANGIOTENSINE 

L'enzyme de conversion de l'angiotensine de Jheromyzon lessulalum a été 

partiellement caractérisée précédemment (Laurent et Salzet, 1995). Les 23 premiers 

acides aminés N-ter obtenus lors de cette purification présentent une forte homologie 

avec la partie N-ter de I'ECA somatique de Vertébrés. Les données biochimiques 

suggèrent que l'enzyme ne présente qu'un seul domaine catalytique comme chez les 

autres Invertébrés. Les premières investigations de clonage de l'enzyme par PCR, à 

partir d'amorces dégénérées déduites de la séquence en acides aminés, se sont révélées 

inefficaces, l'insert destiné à être amplifié ayant une taille trop élevée. 

L'alignement des séquences d'ECA de différentes espèces (des Mammifères aux 

Insectes) montre des zones de conservation importante notamment autour du site 
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catalytique. Cest pourquoi des amorces oligonucléotides (sens et antisens) dégénérées 

ont été synthétisées à partir des séquences 'VCHASAWDF' et 'GANPGFHEA' peu 

éloignées l'une de l'autre (fig. 32). 

Sens ., ,. Antisens 

~ 

Figure 32 : Stratégie de clonage de l'ECA de sangsue. Les a.a. encadrés sont retrouvés dans toutes les 
espèces. Le site catalvtique C-ter est coloré en rou!re 

Un fragment de 180pb a été amplifié à partir d'ADNe de 7heromyzon lessulalum 

de stade 3 et a servi de support à l'élaboration de trois oligonucléotides sens 

homologues. Ce jeu d'amorces couplé à un oligodT antisens a permis l'obtention d'un 

fragment d'environ lkb correspondant, après séquençage au 3' de l'ADNe de I'ECA (fig. 

33). 

Comme nous l'avons noté précédemment, il existe plusieurs formes d'ECA chez les 

Mammifères: I'ECA somatique, à deux domaines catalytiques, ancrée ou non dans la 

membrane et I'ECA germinale, transmembranaire à un domaine. Chez les Insectes, les 

ECA caractérisées sont solubles et ne contiennent qu'un site catalytique. A ce jour, nous 

ne pouvons pas conclure quant à la structure de I'ECA de sangsue. Nous pouvons 

cependant noter, grâce à l'interrogation des banques de données, qu'elle s'aligne sur les 

séquences connues (fig. 34a), présentant une homologie de 59 %avec I'ECA de 9allus 

domesù'cus (domaine C), de 55 7o avec l'ACE 1 d'Jfomo sapiens (domaine C) et d'environ 45 

7o avec les enzymes de 7Jrosophrla melanoyasler et d' Jfaemolobia irdlans (fig. 34b). 

Bien que nous n'ayons pas la totalité de l'ADNe, nous pouvons d'ores et déjà 

affirmer que I'ECA présente la signature caractéristique des 

métalloprotéases (séquence consensus : HHEMGH) ; le site actif semble conservé 

suggérant la fonctionnalité de l'enzyme. N'ayant mis en évidence aucun domaine 
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transmembranaire dans la séquence C-ter, I'ECA de sangsue, comme celles des Insectes, 

n'existerait que sous forme soluble . 

La caractérisation du 5' de l'ADNe de I'ECA de sangsue est en cours au sein du 

laboratoire. Des amorces oligonucléotidiques antisens homologues ont été synthétisées à 

partir du 3' de notre séquence; elles sont utilisées en 5' RACE-PCR sur la banque 

d'ADNe (7.heromyzon de stade 2) récemment acquise. 
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Figure 34: Comparaison de la séquence en acides aminés de 
Theromyzon tessulatum déduite de l'ADNe avec différentes séquences connues 
a : Alignement des séquences en acides aminés (Invertébrés : -Acer et Ance : 
'lJrosopiÎi/à melano<;asler; -Hi Ace: Jfaemolohia irnïans. Vertébrés: - Gd Ace: 9allus 

domeslicus; - ACE 1 et ACE 2: Jlomo sapiens). Les identités sont figurées en vert 
foncé et les similitudes en vert clair. Le consensus du site catalytique est coloré en 
violet. b : Pourcentage d'identité et de similitude entre les séquences 

ldcndté; Similitude 
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GTG TGC CAT GCG AGT GCG TGG GAC TTC TAC AAT CGC AAG GAT TTC AGA ATC AAA CAA 
V C H A S A W D F Y N R K D F R I K Q 

GAA TAC TAC CTC CAC TAC AAG GAC CAA CCC ATC AGT TTC AGA TCT GGC GCT AAT CCA 
E Y Y L H Y K D Q P I S F R S G A N P 

GGA TTT CAT GAG GCC ATT GCC GAT ATT GCA TCA CTG TCA GTG GCC ACA CCT GAA TAT 
G F H E A I A D I A S L S V A T P E Y 

ATG CAA TCC GTC AGC CTG TTG CCT AAT TTC ACT GAC GAT CCA AAT GGC GAT TTA AAC 
M Q S V S L L P N F T D D P N G D L N 

TTC TTA ATG AAC CAA GCC TTA ACG AAG GTG GCC TTC CTA CCA TTC GGT TAC CTG ATC 
F L M N Q A L T K V A F L P F G Y L I 

GAC CAG TGG AGA TGG GAC GTG TTC TCG GGA GAT ACC CCT CGA CCA AAA TAC AAC TCC 
D Q W R W D V F S G D T P R P K Y N S 

AAG TGG TGG CAC AAC AGG TGT AAG TAC CAG GGC ATA TAT CCT CCA GTG AAA AGG TCA 
K W W H N R C K Y Q G I Y P P V K R S 

GAG CAA GAT TTT GAT GCC GGT TCC AAG TTC CAT GTA CCC AAC AAC ACT CCA TAC ATC 
E Q D F D A G S K F H V P N N T P Y I 

AGG TAC TTT GTT GCT CAC GTC ATC CAA TTC CAA TTC CAT GAA GCC CTG TGC AAG GCT 
R Y F V A H V I Q F Q F H E A L C K A 

GCC AAC AAC AGC AGA CCT CTA CAT AGA TGT AAC ATC GCC AAT TCC AAG GAA GCT GGA 
A N N S R P L H R C N I A N S K E A G 

GAG AAA CTG GCT GAA TTG ATG AAA TCT GGA TCT TCA ATT CCG TGG CCT AAA GTT CTA 
E K L A E L M K S G S S I P W P K V L 

GAA AAT CTT ACT GGA TCG GAA AAA ATG TCA GCG AAA TCT CTC ATG GCC TAT TAC AAA 
E N L T G S E K M S A K S L M A Y Y K 

CCG TTG ATC GAT TGG CCT GAA AAA AGA AAA CCA AGG GCA GAA AAT TGG ATG GGA GGA 
P L I D W P E K R K P R A E N W M G G 

AAA ATG TCC TCC TGG ATC ATT TGA ACCATGAAATTATTTATTTGATTTTATGTCATTTCATAATTTT 
K M S S W I I * 

Figure 33 : Séquence nudéotidique partielle et séquence primaire déduite. L'astérisque indique 
le codon stop. Le signal de polyadenylation est souligné. Le site catalytique est coloré en vert 
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Conclusions et perspectives 

Chez 7.heromyzon lessulalum, après chaque repas, il y a mise en place de 

mécanismes osmorégulateurs. Lors du passage aux stades 1 et 2, l'animal est soumis à 

une diurèse assurant la concentration des cellules sanguines ingérées. Lors du passage 

au stade 3, une profonde antidiurése est indispensable à sa reproduction. Ces 

caractéristiques font de cette sangsue d'eau douce, un bon modèle pour l'étude de 

l'osmorégulation. 

La diurèse est sous contrôle de plusieurs peptides : la Lysine-conopressine, le 

GPDFRLF a-amidé et l'angiotensine II a-amidé. Cette dernière provient de l'hydrolyse 

de l'angiotensine I par I'ECA. L'existence d'un système rénine-angiotensine complet et 

apparemment fonctionnel a été mise en évidence biochimiquement, ce qui, à ce jour, est 

unique chez les Invertébrés. Nous nous sommes focalisés lors de cette étude sur l'une 

des enzymes de ce système: l'enzyme de conversion de l'angiotensine. 

L'enzyme de conversion de l'angiotensine 

La caractérisation à l'échelle moléculaire des enzymes de conversion de 

l'angiotensine d'Invertébré n'a été réalisée que chez les Insectes Diptères et les 
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Arachnides Acariens. L'enzyme d'Hirudinée est, de ce fait, la première ECA caractérisée 

chez les Invertébrés en dehors des Arthropodes. 

Bien que la caractérisation de l'ADNe ne soit pas complète, une séquence C-ter 

de 273 acides aminés a pu être déduite de l'ADNe cloné et analysée. 

Le messager code pour une forme soluble de l'enzyme. Aucun domaine 

transmembranaire potentiel n'est observé dans la séquence. Il est à remarquer que 

cette caractéristique est commune aux Insectes. Par contre, chez 2Joop.h1fus microplus 

(Arachnide, Acarien), l'enzyme possède une région C-ter hydrophobe vraisemblablement 

transmembranaire ce qui laisse supposer que la transition forme soluble/forme ancrée 

se soit produite avant la divergence Chélicérates et Trachéates (Coates et coll., 2000). 

Néanmoins, nous ne pouvons exclure l'éventualité de l'existence d'autres formes d'ECA 

dans notre modèle, lesquelles pourraient posséder un domaine hydrophobe comme cela a 

été suggéré par Vandenbulcke et coll. en 1997. 

Les ECA présentes chez les Insectes ne sont pas impliquées dans 

l'osmorégulation, le SRA n'existant pas chez les Arthropodes. L'enzyme est engagée dans 

d'autres mécanismes comme la reproduction et l'embryogenèse. Ainsi, une mutation du 

gène de l'Ance rend les mâles de 1Jrosop.h1fa melanogasler stériles (Takei et coll., 1995). 

Une observation similaire a été faite chez les Mammifères : l'inactivation du gène de 

I'ECA par recombinaison homologue, chez les souris mâles, réduit fortement la fertilité 

(Hagaman et coll., 1998). Au niveau embryonnaire, des modifications du gène Ance 

entraînent un phénotype létal (Takei et coll., 1995). De la même façon, l'injection 

d'inhibiteurs spécifiques de I'ECA à une larve de J/(anduca sexla inhibe le développement 

embryonnaire (Lamango et coll., 1997). Les substrats des ECA d'Insectes restent 

cependant inconnus. Bien que de nombreuses molécules soient hydrolysables par I'ECA in 

vitro , seules deux d'entre elles , à ce jour, le sont in vivo : l'angiotensine I et la 

bradykinine, lesquelles n'ayant pas été mises en évidence chez les Insectes. Dans notre 

modèle, Jheromyzon lessufalum, I'ECA paraît être impliquée dans l'osmorégulation (et 
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plus précisément dans la diurèse par production d'angiotensine II). Elle pourrait 

néanmoins exercer également d'autres fonctions. 

Nous savons, d'après l'étude de sa séquence, que le site catalytique de I'ECA de 

sangsue est potentiellement fonctionnel. Les acides aminés essentiels à l'activité sont 

conservés. Des activités ECA ont été détectées chez les Annélides et les Arthropodes 

mais pas chez les Nématodes. Au niveau génomique, 6 gènes codant des molécules 

apparentées à I'ECA ont été identifiées chez rzJrosop/;1/a melanogasler ; seules deux 

enzymes se révèlent fonctionnelles (Coates et coll., 2000). Chez Gaenor/;abchïis elegans, 

l'analyse du génome montre l'existence d'un gène unique qui code potentiellement pour 

une enzyme inactive (Isaac et coll., 2000). De récentes études de phylogénie moléculaire 

ont permis l'élaboration d'un nouvel arbre basé essentiellement sur l'analyse des ARNr 

des différents groupes bouleversant les hypothèses antérieures. Les Protostomiens 

seraient subdivisés en lophotrochozoaires (Annélides entre autres) et en ecdysozoaires 

(Arthropodes et Nématodes). La divergence entre les Annélides et les 2 autres groupes 

serait antérieure à celle des Arthropodes et des Nématodes (Adoutte et coll., 2000). 

Les données sur I'ECA de 7/;eromyzon lessulalum ne s'intègrent pas dans ce schéma 

évolutif : chez les sangsues, au minimum, un gène ECA code pour un produit actif si on se 

réfère aux résultats biochimiques obtenus auparavant (Laurent et Salzet, 1996). Ainsi, 

si l'on prend le critère de la seule ECA, la divergence Nématodes­

(Arthropodes/ Annélides) aurait précédé celle des Arthropodes et des Annélides ce qui 

montre clairement la complexité de la construction des arbres phylogénétiques et du 

choix des critères. 

Les molécules impliquées dans l'antidiurèse sont moins connues. Bien que Malecha 

ait démontré que l'antidiurése est sous le contrôle de « facteurs » cérébraux (1983) et 

que, par la suite, il ait montré que l'injection d'antisérum anti-ocytocine au cours du 

stade 3B inhibe la rétention d'eau, l'étude des peptides antidiurétiques n'était guère 
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ébauchée jusqu'à ces dernières années. Récemment en se basant sur ces données, le 

LORF et le LORF a-amidé furent caractérisés (Salzet et coll., 1996). Au cours de ce 

travail, nous avons tenté de comprendre le mécanisme d'action de ces peptides et 

entrepris la purification d'un nouveau peptide impliqué dans l'antidiurèse. 

Le LORF et les hémérythrines 

Dans le but de déterminer le mode d'action du LORF, nous avons mis au point un 

protocole expérimental original basé sur la détection de protéines par électrophorèse 

capillaire. Cette technique électrophorétique est utilisée pour la première fois en vue de 

caractériser un inhibiteur enzymatique. Quantitative, elle présente un intérêt de par sa 

rapidité d'analyse et son coût très peu élevé. 

Dans le système hétérologue développé, le LORF a-amidé n'est pas clivé par I'ECA 

mais inhibe l'activité de l'enzyme ; le peptide est donc un inhibiteur et non un substrat 

compétitif. Son IC50 est d'environ 20 pM. Cette valeur est du même ordre de grandeur 

que celles obtenues pour les « bradykinin-potentiating peptides » issus du venin de 

!13oihrops fararaca. inhibiteurs compétitifs endogènes de I'ECA, dont les IC50 fluctuent 

entre 0,7 et 76 pM (Cheung et Cushman, 1973). 

Une étude structure/fonction indique que l'activité inhibitrice du peptide 

proviendrait de sa partie N-ter riche en prolines. En effet, le tétrapeptide N-ter (IPEP) 

est sensiblement deux fois plus actif que la molécule complète (IC50 11,5 pM) alors que 

le tétrapeptide C-ter ne produit aucun effet. Etant donné que seule la région N-ter de 

l'octapeptide semble importante, le LORF et le LORF a-amidé devraient avoir les mêmes 

propriétés. Nous en avons obtenu confirmation en testant le LORF non amidé dans notre 

système (données non montrées). 

Au cours des études menées sur les peptides d'ophidiens, l'importance du 

tripeptide N-ter a été rapportée. Les conditions les plus favorables correspondent à un 

acide aminé aromatique en antépénultième et en dernière position ; une substitution de 

l'aromatique terminal par un acide dicarboxylique n'inhibe pas l'efficacité (Cushman et 

coll., 1979). Le tétrapeptide IPEP répond à ces critères; néanmoins bien que son IC50 
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demande à être confirmée, il semble qu'il ne soit pas aussi efficace que le peptide 

BBP5a de 23olhrops fararaca dont I'IC50 est de 0,7 JJM. Cette grande différence au 

niveau des constantes peut se justifier par la présence chez la molécule reptilienne d'un 

résidu pyroglutamique ; en effet, la modification de celui-ci entraîne une diminution 

d'activité, multipliant par 10 I'IC 50 initiale (Cushman et coll., 1979). 

De façon intéressante, une séquence apparentée à celle de l'octapeptide est 

retrouvée dans la partie N-ter des membres de la famille des hémérythrines; dans la 

plupart de ces molécules, la région N-ter {!PEP) est parfaitement conservée. De ce fait, 

il n'est pas impensable que les hémérythrines, dans leur intégralité, puissent réaliser une 

inhibition de I'ECA. Chez 7.heromyzon lessufalum, les isoformes d'hémérythrines 

s'accumulent lors du stade 3. Toutefois, des différences d'expression dans le temps et 

peut être même dans l'espace peuvent être observées. Ainsi, les hémérythrines peuvent, 

dans certains cas, posséder un peptide signal permettant une excrétion extracellulaire 

(Baert, communication personnelle). A ce jour, 2 isoformes ont fait l'objet d'études 

approfondies. L'ovohémérythrine semble être synthétisée de façon importante au cours 

des étapes 3A, 3B, 3C et moins en 3D; elle est retrouvée dans le liquide cœlomique et 

dans les ovaires où elle est stockée (Baert et coll., 1992). La synthèse de la 

myohémérythrine commence en fin d'étape 3B, se poursuit lors de l'étape 3C et est 

maximale durant l'étape finale de l'ovogénèse (étape 3D). Le gène de cette hémérythrine 

est largement exprimé dans l'animal. La protéine ne semble cependant pas pouvoir être 

excrétée dans le liquide coelomique du fait de l'absence de peptide signal (Coutte et 

coll., 2001). Dans les deux cas, l'expression et la détection protéique sont inexistantes 

après la ponte des cocons. 

Dans l'hypothèse où l'hémérythrine entière ne serait pas active, une maturation 

pourrait libérer un peptide identique ou apparenté au LORF dont la séquence N-ter 

serait !PEP. Nous pensons, en effet, que l'octapeptide non amidé proviendrait d'une 

isoforme non encore caractérisée. Dans tous les cas, la maturation de ce précurseur ne 

peut se faire que par un processus non classique; en effet, aucun site de clivage mono-
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basique ou dibasique n'est observé à la suite des séquences connues. La libération de 

l'octapeptide peut par contre se faire grâce à des enzymes capables de générer une 

coupure post-aspartique. 

Les caspases sont une famille de protéases à cystéine; toutes présentent la 

caractéristique de réaliser une hydrolyse après un résidu aspartique. Elles sont 

impliquées dans le processus apoptotique des cellules et sont retrouvées aussi bien chez 

les Vertébrés que chez les Invertébrés. Sept caspases fonctionnelles ont été 

caractérisées chez Vrosoph1fa melanoyasler dont une semble susceptible de couper 

aussi bien en arrière d'un résidu aspartique que glutamique (Hawskins et coll., 2000). Ces 

enzymes semblent très anciennes, et sont déjà présentes sous au moins deux formes 

chez Jfyclra vui:Jaris. (Cikala et coll., 1999). Il est, de ce fait, légitime de penser que de 

telles protéases puissent exister au sein de notre modèle. 

L'action des caspases permettrait la libération du LORF avec une extension N-ter 

hydrolysable par une aminopeptidase. Cet octapeptide pourrait alors servir de substrat 

à d'autres enzymes soit pour le désactiver soit au contraire pour augmenter son 

activité : le fragment IPEP pourrait être produit par l'action d'une prolyl endopeptidase 

qui réalise des clivages post-proline. Les données concernant cette enzyme chez les 

Invertébrés sont rares; néanmoins, nous pouvons affirmer qu'une protéase de cette 

famille existe chez Jheromyzon fessu!alum puisque nous avons cloné une partie de 

l'ADNe correspondant. 

Le LORF a-amidé ne peut en aucun cas provenir du même précurseur que la forme 

non amidée pour les raisons que nous avons indiquées précédemment. Il serait donc issu 

de la maturation d'une autre molécule encore inconnue. De même l'hypothèse d'un 

précurseur du LORF non amidé, différents des hémérythrines ne peut être 

complètement exclue. La caractérisation à l'échelle moléculaire de ce(s) précurseur(s) 

s'avère(nt) difficile du fait de l'existence même des hémérythrines. Une solution 

pourrait être d'utiliser l'anticorps anti-LORF a-ami dé pour une purification biochimique : 

si la maturation du précurseur se fait en plusieurs étapes, des fragments plus longs 
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pourraient être isolés et utilisés pour la synthèse de nouvelles amorces 

oligonucléotidiques. 

Le PLG a-amidé 

Nous avons caractérisé un nouveau facteur antidiurétique chez Jheromyzon 

fessulalum. Il est apparenté à la famille du Melanocyte Inhibiting Factor (MIF) 

uniquement connu chez les Vertébrés (Reed et coll., 1994). Il s'agit de peptides opioïdes 

non-classiques se fixant sur les récepteurs J.l. Le PLG-amide de sangsue est identique à 

MIF-1. L'activité osmorégulatrice que nous avons observée ne semble pas exister chez 

les Vertébrés. 

Le LO RF, les hémérythrines et l'ECA 

A partir de nos résultats, il est possible d'établir un mécanisme hypothétique du 

contrôle de l'osmorégulation de Jheromyzon lessu!alum. Les hypothèses concernant la 

reproduction sont extrapolées des données obtenues chez les Insectes (figure 35). 

Au cours des stades 0, 1 et 2, la sangsue est soumise à la diurèse: I'ECA 

transforme l'angiotensine I en angiotensine II, molécule diurétique. 

Après le 3éme repas , l'anatomie et la physiologie de la sangsue subissent des 

modifications importantes. L'animal grossit suite à un rétention d'eau. Les glandes 

salivaires dégénèrent (apoptose ?) et l'animal entre en phase mâle. La spermatogenèse 

se réalise au cours des étapes 3A et 3B. Au niveau du liquide cœlomique, 

l'ovohémérythrine est sécrétée dès le début du stade 3. Par action directe ou indirecte 

(production de LORF ou de peptides apparentés), elle inhibe I'ECA; et empêche ainsi la 

libération d'angiotensine II et donc la diurèse. Au niveau testiculaire, I'ECA assure le 

clivage de peptide essentiel à la spermatogenèse (Insecte, Takei et coll., 1995). 
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Au début de l'étape 3C, la spermatogenèse est terminée et les gonades mâles 

commencent à régresser. Les ovaires se développent. Au niveau du liquide cœlomique, 

I'ECA est toujours inhibée et l'ovohémérythrine débute son stockage dans les ovaires. 

Au niveau des ovaires (et dans les testicules en cours de régression), une nouvelle 

hémérythrine (myohémérythrine) est produite; de par l'absence de peptide signal, elle 

ne peut pas être sécrétée et de ce fait, s'accumule dans les organes. Comme la protéine 

du liquide cœlomique, elle pourrait exercer un contrôle de I'ECA. L'action se poursuit 

tout au long du stade 3D. 

Au stade 3E, l'animal pond des cocons et le développement embryonnaire débute 

dans les oeufs. L'ECA devient essentielle à la croissance (Insecte: Lamango et coll., 

1997). 

Suite aux résultats obtenus et aux hypothèses émises, plusieurs questions se 

posent: 

L'ECA de sangsue possède-t-elle un ou deux domaines catalytiques? 

Le clonage du 5' de l'ADNe nous permettra d'y répondre, grâce aux 

techniques de 5'RACE-PCR avec des amorces homologues déduites de la 

séquence en notre possession ; 

Existe-t-il d'autres ECA chez Theromyzon tessu/atum? 

Nous savons que les ECA sont particulièrement bien conservées au niveau 

des sites catalytiques. La réalisation d'un anticorps dirigé contre le domaine 

enzymatique devrait permettre la reconnaissance de toutes les ECA , 

anticorps que nous utiliserions en immunohistochimie. En parallèle, une sonde 

spécifique de la molécule que nous connaissons peut servir à des expériences 

d'HIS. La comparaison des résultats (immunohistochimie/HIS) devrait nous 

renseigner sur l'éventualité de la présence d'une nouvelle isoforme de 

l'enzyme dans la mesure où celle-ci serait exprimée dans un tissu différent ; 
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L'expression du gène de I'ECA est-elle constante au cours de la vie de 

l'animal ? 

Nous avons émis l'hypothèse d'une régulation au niveau de l'activité ; il est 

néanmoins possible d'observer une régulation transcriptionnelle de l'enzyme. 

Par une technique de PCR semi-quantitative, il est possible de comparer les 

taux d'expression en fonction des différents stades et dans les différents 

organes; 

Le clone 2 obtenu lors de la tentative de clonage du LORF-amide renferme-t­

i 1 la séquence du LORF ? 

De même que pour I'ECA, des amorces homologues dessinées à partir de la 

séquence connue seront utilisées en 5' RACE-PCR. 

Les hémérythrines peuvent-elles agir dans leur intégralité ? Toutes les 

hémérythrines sont-elles à même de produire des peptides présentant une 

activité? 

Notre technique basée sur la détection par électrophorèse capillaire 

étant au point, nous projetons de tester l'activité de peptides LORF à 

extension C- ou N-ter ainsi que celles d'octapeptides apparentés au LORF et 

déduits des hémérythrines connues. Leur activité sera comparée à celle du 

LORF. 

En conclusion, ce travail ouvre de nouvelles perspectives. Il semble important que 

la poursuite de cette étude ne se cantonne pas au seul mécanisme de l'osmorégulation. Si 

l'on en juge par le rôle de I'ECA chez les insectes, de nombreuses activités peuvent lui 

être attribuées. 
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Annexes 

Codes à 3 lettres et à 1 lettre utilisés pour la dénomination 
des acides aminés. 

Alanine A la A 

Arginine Arg R 
Asparagine A sn N 
Acide aspartique Asp D 
Cystéine Cys c 
Glutamine Gin Q 
Acide glutamique Glu E 
Glycine Gly G 
Histidine His H 
Iso leucine Ile I 
Leucine Leu L 
Lysine Lys K 
Méthionine Met M 
Phénylalanine Phe F 
Praline Pro p 
Sérine Ser s 
Thréonine Thr T 
Tryptophane Trp w 
Tyrosine Tyr y 

Valine Val v 



Annexes 

Préparation de tampon Sodium Phosphate 0, lM (25°C) 

pH Volume de NazHP04 lM Volume de NaHzP04 lM 
(ml) (ml) 

5,8 7,9 92,1 
6,0 12,0 88,0 
6,2 17,8 82,2 
6,4 25,5 74,5 
6,6 35,2 64,8 
6,8 46,3 53,7 
7,0 57,7 42,3 
7,2 68,4 31,6 
7,4 77,4 22,6 
7,6 84,5 15,5 
7,8 89,6 10,4 
8,0 93,2 6,8 



Dégradation d'Edman 
Séquence protéique 

Phenyl Iso Thio Cyanate 
PITC 

+ 

s 
Il 

Base de couplage 
DIPEA (gaz) 

C6H5-NH-C-t"JH~CH--·C0w 

Penyl Thio Carbamyl 

s 
'·' / c 

1 
HN-C6H5 

2-Anilino 5-Thiazolinone­
ATZ-

Acide Tri-Fluoro 
Acétique aqueux 25% 

Acide Tri-Fiuoro Acétique 
anhydre 

+ 

Phenyl Thio Hydantoin­
PTH-
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