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Les récepteurs de I'angiotensine Il
dans le placenta humain sont de type AT,
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(Recu le 9 septembre 1990; accepté le 4 février 1991)

Résumé — Les récepteurs membranaires d'angiotensine |l ont été mesurés au niveau du placenta
et des vaisseaux ombilicaux humains a l'aide de la 1251 [Sar’ lle8] All (antagoniste de I'angiotensine
i) et ont été classés selon leur degré d'affinité vis-a-vis de 2 autres antagonistes de I'angiotensine
Il : DuP 753 et CGP 42112A. Le premier permet de déceler la présence du sous-type AT, et le se-
cond met en évidence le sous-type AT,. La [Sar lle®] All a une affinité comparable (K4 = 1 mmol.I")
dans les différentes structures placentaires examinées. Le B, du tissu villositaire est semblable &
celui de la plaque basale mais il est environ 9 fois plus élevé que celui de la plaque choriale. Dans la
partie centrale du placenta, le nombre de sites récepteurs mesurés a une concentration de 0,15
nmol.I-' de 1251 [Sar?! lle8] All est en moyenne de 242 + 31 fmol/mg de protéines dans la plaque ba-
sale, 300 + 35 dans les villosités choriales et 36 + 8 dans la plaque choriale. La paroi de la veine et
celle des artéres du cordon ombilical contiennent respectivement 8,8 + 4,8 et 4,0 £ 1,7 fmol/mg de
protéines. Dans les tissus placentaires, seul le sous-type AT, a été observé. Tenant compte des va-
leurs du B,,,, et du nombre de sites mesurés a une concentration unique de 0,15 nmol.I-! de 125
[Sar! lle8] All, cette étude indique que les plus fortes concentrations des récepteurs de I'angioten-
sine Il se situent dans les villosités choriales.

récepteur / angiotensine Il / placenta humain / cordon ombilical

Summary — Human placenta contains only AT, angiotensin Il receptor subtype. Membrane
angiotensin Il receptors were measured in human placenta by means of 125] [Sar! lle8] All (angioten-
sin Il antagonist) and characterized by using 2 other antagonists of angiotensin Il: Dup 753 and CGP
42112A. These are specific and selective ligands which enable identification of AT, and AT, recep-
tor subtypes respectively. The [Sar' llef] All affinity is similar (K; = 1 nmol.F!) in the 3 different pla-
cental structures examined. However, the B ., of villous tissues is ~ 9 times higher than that ob-
served in chorionic plate but remains near that found in basal plate. In the central area of the
placenta, mean values of 125/ [Sar! lle8] All binding observed at a single concentration of 0.15
nmol.I-! are 242 + 31 fmol/mg proteins in basal plate, 300 + 35 in villous tissues and 36 + 8 in chori-

* Correspondance et tirés a part
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onic plate. The umbilical vein and arteries respectively have 8.8 + 4.8 and 4.0 £ 1.7 fmol/mg protein.
The subtype analysis shows that only AT, receptor is present in placental tissues. The B, values as
well as those obtained by the relative measurement performed at a fixed 1251 [Sar! lle8] All concentra-
tion of 0.15 nmol.I-! indicate that the highest concentrations of angiotensin Il receptors are found in

placental villous tissues.

receptor / antiotensin Il / human placenta / umbilical cord

INTRODUCTION

Un certain nombre de travaux ont été
consacrés a l'analyse du systeme rénine-
angiotensine au niveau des annexes
foetales. Le placenta, le cordon ombilical,
le chorion et I'amnios contiennent, non
seulement de la rénine, mais aussi de I'an-
giotensine | et de I'angiotensine Il. Celle-ci
est le composant le plus actif du systéeme
(Symonds et al, 1968; Poisner et al, 1981;
Acker et al, 1982; Egan et al, 1988; Pinet
et al, 1988; Lenz et al, 1989).

En effet, Fangiotensine |l exerce plu-
sieurs actions. Elle joue un rdle important
dans la régulation de la pression artérielle
grace a son action vasopressive trés puis-
sante et grace a sa patrticipation au main-
tien de I'équilibre hydrosodé en stimulant
la secrétion de l'aldostérone et de la vaso-
pressine (Albertini et al, 1980; Meyer,
1983; Alhenc-Gelas et al, 1985).

En outre, il a été démontré que I'angio-
tensine Il stimule la sécrétion de 'hormone
placentaire lactogéne (hPL) par des cel-
lules trophoblastiques (Petit et al, 1989), la
sécrétion de la prolactine par des cellules
adénohypophysaires (Platia et al, 1986;
Myers et Steele, 1989) et la biosynthése
des hormones stéroides par les cellules
de la granulosa (Pucell et al, 1987; Gui-
chard et al, 1988; Palumbo et al, 1989).
Dans cet esprit, I'on pense qu'en exergant
des actions diverses au niveau des an-
nexes feetales, I'angiotensine Il pourrait

contribuer efficacement au maintien de la
grossesse et a la croissance feetale (Alber-
tini et al, 1980; Alhenc-Gelas et al, 1985;
Brar et al, 1986).

Les récepteurs d'angiotensine 1l ont été
récemment observés dans le placenta
(villosités choriales), le chorion et I'amnios
(Cooke et al, 1981; Wilkes et al, 1985;
Tencé et Petit, 1989; Kurauchi et a/, 1990).
Mais I'on n'a pas dinformations précises
concernant leur classification et leur distri-
bution dans ces tissus.

Dans ce travail, nous voulons mesurer
les récepteurs membranaires de l'angio-
tensine Il dans les différentes structures du
placenta et dans les vaisseaux ombilicaux
et ensuite tenter de définir leurs sous-
types.

MATERIEL ET METHODES

L'étude porte sur 8 placentas humains issus de
grossesses suivies dans le service d'obstétrique
des cliniques universitaires Saint-Luc
(Bruxelles) et ayant évolué normalement jusqu'a
terme. Aucune parturiente n'a présenté d'hyper-
tension artérielle.

A l'accouchement, 'age gestationnel moyen
était de 38,50 % 1,73 semaines avec des ex-
trémes allant de 37 a 41 semaines. Sept gros-
sesses se sont terminées par un accouchement
spontané et une grossesse par une césarienne
pratiquée a cause dune souffrance feetale
aigiie.

Immédiatement aprés son expulsion et son
examen macroscopique en salle d'accouche-
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ment, le placenta est enveloppé dans un sachet
en plastique et gardé momentanément au réfri-
gérateur a 4 °C avant d'étre transféré quelques
min plus tard a l'unité de recherche en physiolo-
gie de la reproduction humaine. Ii est minutieu-
sement lavé a l'aide de la solution physiologique
{NaCl 0,9 % conservé a 4 °C) et ensuite déposé
dans un bac a glace pour sa dissection.

Le cordon ombilical est disséqué aux ciseaux
fins; la veine et les 2 artéres ombilicales sont
prélevées. Le placenta est libéré des mem-
branes amniotique et chorionique. Quelques
vaisseaux parcourant la face foetale du placenta
(ramifications de la veine et des artéres ombili-
cales) sont également prélevés. Au centre et au
bord de la masse placentaire, le prélévement
des tissus est fait sur la plaque choriale (face
foetale), sur la plaque basale (face maternelle)
et sur les villosités choriales, masse se trouvant
entre les 2 plaques.

Une fois prélevés, les échantillons des tissus
sont rincés séparément avec la solution physio-
logique, placés chacun dans un tube en plasti-
que et immédiatement congelés dans I'azote li-
quide. Ils sont aussidt expédiés dans une boite
contenant de la neige carbonique, au laboratoire
de CIBA-GEIGY (Bale) pour la mesure des ré-
cepteurs membranaires d'angiotensine Il. Celle-
ci est réalisée selon une technique décrite en
détail par Whitebread et al (1989).

Brievement, le tissu est homogénéisé (Poly-
tron, Kinematica, Lucerne, Suisse) dans 20
mmol.I-' NaHCO; et centrifugé a 600 g et a
4 °C pendant 20 min. Le surnageant est a son
tour centrifugé & 80 000 g pendant 20 min, le
culot est suspendu dans 1 mi de tampon Tris-
HCI (50 mmol.~! pH 7,4) contenant du NaCl
(125 mmol.I-', MgCl, (6,5 mmol.I-'), EDTA (1
mmol.I-") et la concentration de protéines est
mesurée selon la technique de Bradford (1976).
La suspension de membranes est diluée a I'aide
du méme tampon pour avoir une concentration
tissulaire en protéines comprise entre 62,5 et
250 pg/ml. Ensuite, un cocktail d'inhibiteurs des
peptidases & la concentration finale de 1 ug/mi
et I'albumine de beeuf (2 mg/ml) sont ajoutés a
la suspension de membranes (Wilkes et al,
1985).

L'étude de la liaison de la [Sar' lle8] All
radio-iodée (Anawa, Wangen, Suisse) est réali-
sée dans un volume de 250 pl comprenant 200

ul de membranes, 25 pl de traceur et 25 pl de
I'agent compétiteur non marqué. Le mélange est
incubé & 25 °C pendant 60 min et la réaction est
terminée par I'addition de tampon PBS glacé. La
[Sar! lle8] All radioactive liée aux membranes
est séparée de la [Sar! lle8] All libre sur un filtre
Whatman GF/F (Filterprep 101, Ismatec, Zurich,
Suisse). La radioactivité du filtre est comptée
dans un spectrometre gamma (Pharmacia-LKB,
Uppsala, Suéde). La liaison maximale (B,,,) et
la constante de dissociation a I'équilibre (Ky)
sont étudiées dans quelques cas (courbes de
compétition et graphiques selon Scatchard).
Une mesure relative du nombre des sites récep-
teurs est effectuée dans tous les échantilions tis-
sulaires a une concentration unique de 0,15
mmol.I-! de 125| [Sar! lle®] All. La liaison non
spécifique est déterminée en présence d'1
pumol.I-! d'angiotensine Il non marquée et reste
inférieure & 25%. La [Sar? lle8] All et I'angioten-
sine |l froides proviennent de la firme Bachem
(Bubendorf, Suisse).

Le CGP 42112A [nicotinic acid-Tyr-(N%-
benzyloxycarbonyl-Arg)Lys-His-Pro-lle-OH] et le
DuP 753 [2-butyl-4-chloro-1-[(2'-(1H-tétrazo!l-5-
yl)biphenyl-4-yllméthyl]5-(hydroxyméthy!) imida-
zol] synthétisés par Ciba-Geigy (Bale, Suisse)
sont utilisés pour différencier les sous-types du
récepteur de I'angiotensine |l. Selon le travail de
Whitebread et a/ (1989) et celui de Rogg et al
(1990), le CGP 42112A a une plus grande affini-
té pour le sous-type AT, (K4 = 0,5 nmol.I-") que
pour le sous-type AT, (K, = 3 pmol.I-1). L'affinité
du Dup 753 est plus de 1 000 fois plus élevée
pour le sous-type ATy (K4 = 31 nmol.I"') que
pour le sous-type AT, (Kq = 33 umol.i-1).

Le programme LIGAND est employé pour
'analyse des courbes de compétition (Munson
et Rodbard, 1980; Whitebread ef al, 1989) et le
test de Student pour l'étude comparative du
nombre des sites.

L'examen histologique de diverses structures
placentaires obtenues aprés dissection (n = 5
pour chacune d'elles) est pratiqué dans le but
de vérifier 'homogénéité de celles-ci. Il résulte
de cet examen que la contamination des échan-
tillons de la plaque choriale par le tissu villosi-
taire et vice-versa est de moins de 5% tandis
que dans les échantillons de la plaque basale,
I'on retrouve 50% du tissu villositaire. Celui-ci
est contaminé par la plaque basale dans une
proportion de moins de 5%.
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RESULTATS

Le nombre de sites récepteurs est exprimé
en fmol/mg protéines. Notons qu'il existe
une bonne corrélation entre la liaison spé-
cifique de la 125/ [Sar! lle8] All et la
concentration tissulaire des protéines. Au-
dela de 250 ug de protéines/ml la relation
linéaire tend a disparaitre (fig 1).

Les courbes de compétition réalisées
sur le tissu placentaire (fig 2) nous mon-
trent le degré d'inhibition des récepteurs
d'angiotensine |l par les antagonistes de
l'angiotensine Il. La [Sar! lle8] All dont
I'Cgq varie entre 1,25 et 1,61 nmol.I-! (ta-
bleau [) inhibe la totalité des sites. Le Dup
753 qui exerce un effet inhibiteur sélectif
sur le sous-type AT,, inhibe également la
totalité des sites (ICsy entre 33,0 et 38,1
nmol.I-1).  Aux faibles concentrations
(nmol.I-1, le CGP 42112A n'a aucun effet.
A des concentrations micromolaires, il in-
hibe tous les sites (ICgq entre 1,31 et 3,78
umol.I-1) comme démontré précédemment
sur les cellules musculaires lisses de
l'aorte du rat mises en culture (Whitebread
et al, 1989). Ces résultats suggérent que
les tissus placentaires examinés ne
contiennent que le sous-type ATj.

Liaison specifique de la
125¢ (Sar'l 1e8) All (PM)

t t 1 1 t
0 100 200 300 400 500 600

Concentration tissulaire des proteines (ug/ml)

Fig 1. Corrélation entre la liaison spécifique de
la 125([Sar'lle®]All et la concentration des pro-
téines dans le tissu villositaire d'un placenta hu-
main a terme.

Sur la représentation graphique selon
Scatichard (fig 3) et le tableau Il, le By, de
la plaque choriale est de 215 fmol/mg pro-
téines mais celui des villostés choriales est
environ 8-12 fois plus élevé, variant entre
1 641 et 2 582 fmol/mg protéines. La pla-
que basale a un B,y de 1 680 fmol/mg
protéines au centre et 2 196 au bord du
placenta. Dans les 3 structures du placen-
ta, les valeurs du Ky sont de l'ordre de 1
nmol.I-1. Sur les vaisseaux du cordon om-
bilical et ceux de la face foetale du placen-
ta, le Bnax et le Ky n'ont pas été détermi-
nés car la liaison spécifique y est
extrémement faible.

Tableau I. L'IC5, (en nmol.I-") pour la [Sar!lle8]All, le CGP 42112A et le Dup 753 dans les différentes

structures d'un placenta humain a terme.

Localisation [Sar'lle8JAll Dup 753 CGP 42112A
Plaque choriale 1,61 33,0 1310
Plaque basale 1,25 38,1 3780
Villosités choriales 1,3 35,2 1920

Fig 2. Inhibition de la liaison de la 25| [Sar'lle8]All aux récepteurs du placenta humain par ia
[Sar'lieBJAll froide, le Dup 753 (inhibiteur du sous-type AT,) et le CGP 42112A. Celui-ci est un inhibi-
teur sélectif du sous-type AT, mais aux plus fortes concentrations, il inhibe les 2 sous-types. d = pla-
que choriale (250 png de protéines/ml), e = plaque basale (62,5 nug de protéines/mi), f = villosités cho-
riales (62,5 ug de protéines/ml). Les tissus placentaires ont été prélevés a l'issue d'une grossesse a

terme.
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Considérant que ['affinité de la [Sar?
lle8] All est similaire dans la plaque cho-
riale, la plaque basale et les villosités cho-
riales, nous avons mesuré la proportion re-
lative des récepteurs en n'utilisant qu'une
seule concentration de traceur radioactif. A
une concentration de 0,15 nmol.l-* de 25|
[Sar! lle8] All, le nombre des sites occupés
est en moyenne de 36 + 8 fmol/mg de pro-
téines dans la plaque choriale (fig 4) : il est
5-6 fois plus grand que celui qui est obser-
vé dans les vaisseaux du cordon ombilical
et des vaisseaux de la face foetale du pla-
centa. La plaque basale et les villosités
choriales ont des concentrations relative-
ment plus élevées atteignant respective-
ment en moyenne 242 + 31 et 300 * 35
fmol/mg de protéines dans la partie cen-
trale, 250 + 32 et 343 £ 32 au bord de la
masse placentaire.

La comparaison des valeurs moyennes
ne montre pas de différence significative
entre la plaque basale et les villosités cho-
riales mais dans chacune de ces 2 struc-
tures, le nombre des sites occupés est si-
gnificativement (P < 0,001) plus élevé que
celui observé dans la plaque choriale.
Dans une méme structure, la proportion re-
lative des sites récepteurs est comparable
au centre et au bord de la masse placen-
taire (fig 4).

DISCUSSION

La mesure de récepteurs membranaires
d'angiotensine Il au niveau du placenta et
des vaisseaux ombilicaux humains a été
réalisée a l'aide d'une technique antérieu-
rement décrite par Whitebread et al
(1989). Cette méthode a été testée sur plu-
sieurs tissus de diverses espéces ani-
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Fig 4. Mesure relative des récepteurs de l'angio-
tensine |l (valeurs moyennes + erreur standard)
au niveau du placenta et des vaisseaux ombili-
caux humains, & une concentration fixe de 0,15
nmol.I-! de 125[[Sar'lleB]All. Les tissus provien-
nent des grossesses a terme. a = veine ombili-
cale, b = arteres ombilicales, ¢, = veines/face
foetale du placenta, ¢, = artéres/face feetale du
placenta, d = plaque choriale prélevée au centre
(d,) et au bord (d,) du disque placentaire, e =
plaque basale prélevée au centre (e,) et au bord
(e,) du disque placentaire, f = villosités choriales
prélevées au centre (f;) et au bord (f,) du disque
placentaire. Les chiffres entre parenthéses re-
présentent le nombre de cas.

males et a permis de découvrir et de ca-
ractériser 2 classes de récepteurs de l'an-
giotensine Il provisoirement appelés A et
B. Il a été démontré notamment chez la
ratte que les 2 sous-types existent au ni-
veau de la zone glomérulaire surréna-
lienne et au niveau du muscle utérin. Dans
I'espéce humaine, la zone glomérulaire de
la glande surrénale possede également les
2 sous-types, mais le myomeétre ne
contient que le récepteur A (Whitebread et
al, 1989).

Une certaine confusion existe dans la
littérature (Chiu et al, 1989; Chang et Lotti,

Fig 3. Représentation graphique selon Scatchard du rapport entre les concentrations de [Sar'lleS]All
liée (B) et libre (F) exprimé en fonction des concentrations de [Sar'lle®]All liée aux récepteurs du pla-
centa humain a terme. d = plaque choriale (250 ug de protéines/ml), e = plaque basale (62,5 ug de
protéines/ml}, f = villosités choriales (62,5 ug de protéines/mt).
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Tableau Il. B,,,, et K, observés dans la plaque choriale, la plaque basale et les villosités choriales du
placenta humain & terme. La [Sarllle8]All est utilisée comme radioligand.

Localisation B.ax (fmol/mg protéines) K, (nmol.i-1)
Plaque choriale (d,) 215 1.3
Plague basale
ey 1680 1,1
e, 2196 1.4
Villosités choriales
o1f, 2104 1,3
o02f, 1741 1,2
06f, 1641 1,7
01f, 1820 1,1
02f, 2151 0.9
06f, 2582 1,0

d, = Plaque choriale prélevée au centre du disque placentaire; e = plaque basale au centre (e;) st au
bord (e,) du disque placentaire; f = villosités choriales au centre {f;) et au bord (f,) du disque placen-

taire.

1990; Speth et Kim, 19390) & cause d'une
nomenclature différente des mémes sous-
types. Ainsi, Chiu et al (1989) ont confirmé
. l'existence de 2 sous-types de récepteurs
en utilisant 2 antagonistes non peptidiques
de I'angiotensine Il dans une expérience
menée sur des rats. Le sous-type 1 (cor-
respondant au sous-type B) est révélé par
le «<DUP 753» et représente 80% des sites
du cortex surrénalien. Le sous-type 2
(identique au sous-type A) est mis en évi-
dence par le «<EXP 655», un antagoniste
non peptidique différent du CGP 42112A
et se trouve en grandes concentrations
dans la zone médullaire de la surrénale ou
il atteint 90% du total des sites.

Une commission internationale a propo-
sé d'appeler le sous-type sensible au DUP
753 et celui sensible au CGP 42112A, res-
pectivement AT, et AT, (Bumpus et al,

1991). Depuis lors, cette nomemclature est
utilisée.

Sur le plan fonctionnel, Bottari et al
(1990) ont constaté que les 2 sous-types
se comportent différemment en présence
de l'angiotensine |l : le récepteur AT, se lie
a une G-protéine (guanine nuclieotide-
binding-protein) et forme un complexe
avec celle-ci alors que le récepteur AT,
reste non couplé. D'autres études indi-
quent que le récepteur AT; est respon-
sabie de la contraction vasculaire produite
par l'angiotensine Il (Criscione et al, 1990;
de Gasparo et al, 1990).

Dans le présent travail, nous notons
qu'il existe, au niveau du placenta humain,
un nombre important de récepteurs de l'an-
giotensine Il. L'affinité de la [Sar! lle8] All
pour ces récepteurs est semblable dans
les 3 structures placentaires qui ont été
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examinées. L'analyse du By, et du
nombre de sites mesurés a une concentra-
tion de 0,15 nmol.I-! de 125 [Sar! lle8] All
montre que les villosités choriales contien-
nent des concentrations de récepteurs les
plus élevées. Les vaisseaux du cordon
ombilical et ceux de la face foetale du pla-
centa lient trés faiblement la [Sar? lle8] All.

Le Scatchard réalisé sur la fixation de la
[Sar! lle8] All découvre une seule classe
de sites spécifiques dans la plaque cho-
riale, la plaque basale et dans les villosités
choriales (fig 2). Le Dup 753 nous a per-
mis, gréce a son affinité sélective, de pré-
ciser que cette classe de récepteurs pré-
sents dans le tissu placentaire appartient
au sous-type AT,. Cette observation corro-
bore les résultats de Whitebread et al
(1989), Chiu et al (1989); Chang et Lotti
(1990) et ceux de Speth et Kim (1990),
montrant bien que pour la classification
des récepteurs, lutilisation des antago-
nistes de l'angiotensine Il est mieux indi-
quée que celle de l'angiotensine Il elle-
méme.

Quelques études antérieures concer-
nant les récepteurs d'angiotensine Il dans
les villosités choriales (Cooke et al, 1981;
Wilkes et al, 1985; Tencé et Petit, 1989;
Kurauchi et al, 1990) ont révélé, sur base
de l'analyse du Scatchard, une seule
classe de récepteurs mais le typage de
ces derniers n'a pas été fait. Le By, et le
Kg4 observés sur la liaison de I'angiotensine
Il varient d'une étude a l'autre et cela, pro-
bablement en fonction de la méthode ap-
pliquée : des valeurs extrémes vont pour le
Bihax de 38,40 a 1 500 fmol/mg protéines
et pour le K4 de 0,27 a 8,97 nmol.I-!. Les
valeurs du By, que nous avons obtenues
a ce sujet sont a la limite supérieure des
chiffres qui ont été publiés dans la littéra-
ture. Ceci pourrait étre lié au fait que nous
avons utilisé comme traceur radioactif, a
[Sar! lle8] All qui est un antagoniste de
l'angiotensine ll, plus stable que celle-ci.

En conclusion, les résultats de cette
étude montrent de maniére originale que
les récepteurs de l'angiotensine Il obser-
vés au niveau du placenta humain appar-
tiennent au sous-type AT et que le plus
grand nombre de ces récepteurs (B €t
sites de liaison mesurés a une concentra-
tion de 0,15 nmol.I-1 de 125] [Sar? e8] All)
se trouvent dans les villosités choriales.
L'angiotensine 1l pourrait dés lors jouer un
role important dans la régulation de la
fonction placentaire.
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