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Partie 1 : L’aŵiŶopeptidase A ĐĠƌĠďƌale, uŶe Điďle thĠƌapeutiƋue 

poteŶtielle daŶs le tƌaiteŵeŶt de l’hǇpeƌteŶsioŶ 

 

 

Chapitre 1 : L’aŵiŶopeptidase A, uŶe aŵiŶopeptidase ŵoŶoziŶĐ ŵeŵďƌaŶaiƌe 

 

Une aminopeptidase est une enzyme qui hydrolyse un ou plusieurs résidus situés en position N-terminale 

des peptides ou des protéines. Selon le nombre de résidus hydrolysés elle est dénommée aminopeptidase (1 

résidu), dipeptidyl- aminopeptidase (2 résidus) ou tripeptidyl- aminopeptidase (3 résidus). 

Les peptidasesàŵoŶoziŶĐsàsoŶtàĐaƌaĐtĠƌisĠesàpaƌàlaàpƌĠseŶĐe,àauàseiŶàdeàleuƌàsiteàaĐtif,àd͛uŶàŵotifàdeàƌĠsidusà

ĐoŶteŶaŶtàuŶàglutaŵateà;GluͿàpeƌŵettaŶtàlaàliaisoŶàd͛uŶàatoŵeàdeàziŶĐ.àCeàGluàetàl͛atoŵeàdeàziŶĐàjoueŶtàuŶà

ƌƀleàĐlĠàdaŶsàl͛aĐteàĐatalǇtiƋueàdeàĐetteàfaŵilleàd͛eŶzǇŵes (Figure 1). 

 

I) Introduction : Les peptidases monozincs 

Le clonage de nombreuses métallopeptidases à zinc comme la thermolysine (Titani et al., 1972), 

l͛aŵiŶopeptidaseàNà (Bally et al., 1984), la stromélysine (Whitham et al., 1986) ouàeŶĐoƌeà l͛eŶdopeptidaseà

neutre (Isobe and Okuyama, 1985; Devault et al., 1987) ont mis en évidence la présence de séquences 

consensus à ces enzymes peƌŵettaŶtàd͛ĠtaďliƌàlesàpƌeŵiğƌesàĐlassifiĐatioŶsàdeàĐetteàfaŵilleàdeàpƌotĠiŶes.àLaà

découverte de la structure cristallographique de plusieurs peptidases ont montré des homologies 

stƌuĐtuƌalesàeŶtƌeàĐesàeŶzǇŵesàetàpeƌŵisàd͛affiŶeƌàlaàĐlassifiĐatioŶà(Matthews et al., 1972, Matthews et al., 

1974; Holmes et al., 1981; Jongeneel et al., 1989; Vallee et al., 1990; Rawlings et al., 1993; Bode et al., 1993; 

Gomis-Rüth et al., 1993; Baumann, 1994; Blundell, 1994; Rawlings et al., 1995).  

L͛aŶalǇseàdesàaligŶeŵeŶtsàdeàsĠƋueŶĐesàpƌotĠiƋuesàetàdesàstƌuĐtuƌesàtƌidiŵeŶsioŶŶellesàdeàĐesàeŶzǇŵesàaà

peƌŵisàd͛ideŶtifier différents motifs de liaison du zinc ainsi que des acides aminés liant également le zinc et 

situés à une distance spécifique des motifs.  Il a été établi une classification des peptidases monozincs 

(Hooper, 1994) regroupant 4 grandes familles différentiées par leur motif de liaison du zinc, séparées en 

sous-faŵillesàseloŶàlaàŶatuƌeàdeàl͛aĐideàaŵiŶĠàϯème ligand du zinc et de sa distance par rapport au motif de 

liaisons : 

- Les « zincins » possédant dans leur séquence en acide aminés le motif de liaison du zinc HEXXH. 

- Les « inverzincins » dont le motif de liaison du zinc est HXXEH. 

- Les « carboxypeptidases » dont le motif de liaison du zinc est HXXE. 

- Les « DD- carboxypeptidases » dont le motif de liaison du zinc est HXH. 
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Figure 1 : Classification des peptidases adaptée Hooper et coll. (Hooper, 1994).  
Les résidus représentés en caractères gras et soulignés constituent les ligands du zinc. «X aa» représente la distance en acides aminés entre le premier ligand 
du zinc situé dans un motif consensus et le troisième ligand du zinc. 
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II) La famille des zincins 

Cette famille est caractérisée par le motif de liaison du zinc HEXXH. Elle est divisée en 4 sous-groupes 

que sont : les gluzincins, les metzincins, les aspzincins et la peptide déformylase. 

 

1) Les gluzincins 

Le troisième ligand du zinc des gluzincins est un Glu situé en aval du motif HEXXH. La distance variable 

séparant ce Glu du motif HEXXH a permis de diviser les gluzincins en 4 sous-familles que sont : La sous-

faŵilleà deà laà theƌŵolǇsiŶe,à Đelleà deà l͛eŶdopeptidaseà Ŷeutƌe,à Đelleà deà l͛eŶzǇŵeà deà ĐoŶǀeƌsioŶà deà

l͛aŶgioteŶsiŶeàetàĐelleàdesàaŵiŶopeptidases. 

 

a) La sous-famille de la thermolysine 

La thermolysine (TLN, EC 3.4.24.27) (Matthews et al., 1972b), la pseudolysine (EC 3.4.24.26, 

Pseudomonas Elastate) (McKay et al., 1992), la bacillolysine (EC 3.4.24.28) (Frigerio et al., 1997) et 

d͛autƌesàŵĠtallopeptidasesàdeàĐette famille possèdent deux régions fortement conservées impliquées 

daŶsàlaàliaisoŶàdeàl͛atoŵeàdeàziŶĐ.àL͛atoŵeàdeàziŶĐàdeàlaàtheƌŵolǇsiŶe,àpaƌàeǆeŵple,àestàtĠtƌaĐooƌdiŶĠà

par les deux histidines (His) du motif HEXXH (His-142 et His-ϭϰϲͿ,àpaƌàuŶeàŵolĠĐuleàd͛eau ainsi que par 

un Glu (Glu-166), situé dans le motif GXXNEXXSD, 20 acides aminés en aval du motif HEXXH. Au sein 

de ce motif, un aspartate (Asp-ϭϳϬͿàpeƌŵetàlaàstaďilisatioŶàdeàl͛His-142 (Colman et al., 1972; Matthews 

et al., 1972b, 1972a; Christianson and Alexander, 1990). Ainsi appartiennent à cette famille, toute 

peptidase monozinc présentant un motif HEXXH et un motif GXXNEXXSD dont le Glu est situé à environ 

22 acides aminés en aval du motif HEXXH. 

D͛uŶàpoiŶtàdeàǀueàstƌuĐtuƌal,àtoutesàĐesàeŶzǇŵesàpƌĠseŶteŶtàdeuǆàdoŵaiŶes,àuŶàN-terminal constitué 

d͛hĠliĐes-αà età deà feuillets-βà età uŶà doŵaiŶeà C-terminal composé de 5 hélices-α.à DoŵaiŶesàNà età C-

terminaux forment une interface où se situe le site actif. 

 

b) La sous-faŵille de l’eŶdopeptidase Ŷeutƌe 

Cette sous-faŵilleàƌegƌoupeàdesàeŶzǇŵesàĐoŵŵeàl͛eŶdopeptidaseàŶeutƌeà;ECàϯ.ϰ.Ϯϰ.ϭϭͿà(Oefner et al., 

2000) ouàl͛eŶdothĠliŶeà;ECàϯ.ϰ.Ϯϰ.ϳϭͿà(Schulz et al., 2009). Le Glu, troisième ligand du zinc, se trouve à 

environ 64 acides aminés eŶàaǀalàduàŵotifàHEXXHàauàseiŶàdeàlaàsĠƋueŶĐeàĐoŶseŶsusàENXáDXGG.àL͛áspà

deàĐeàŵotifàestàĠgaleŵeŶtàiŵpliƋuĠàdaŶsàl͛aĐteàĐatalǇtiƋueàǀiaàuŶàƌelaisàdeàĐhaƌgeàaǀeĐàuŶeàdesàHisàduà

motif HEXXH (Le Moual et al., 1991, 1994; Shimada et al., 1996). 
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D͛uŶà poiŶtà deà ǀueà stƌuĐtuƌal,à Đesà eŶzǇŵesà pƌĠseŶteŶtà deuǆà doŵaiŶes,à uŶà N-terminal constitué 

d͛hĠliĐes-α,à uŶà C-teƌŵiŶalà ĐoŶstituĠà d͛hĠliĐes-αà età d͛uŶà feuillet-β.à L͛iŶteƌfaĐeà foƌŵĠeà paƌà Đesà deuǆà

domaines contient le site actif. 

 

c) La sous-faŵille de l’eŶzǇŵe de ĐoŶǀeƌsioŶ de l’aŶgioteŶsiŶe  

L͛eŶzǇŵeàdeàĐoŶǀeƌsioŶàdeà l͛aŶgioteŶsiŶeà ;ECá,àECàϯ.ϰ.ϭϱ.ϭͿà (Kim et al., 2003; Natesh et al., 2003; 

Watermeyer et al., 2006) Đoŵŵeà l͛eŶzǇŵeà deà ĐoŶǀeƌsioŶà deà l͛aŶgioteŶsiŶeà deà tǇpeà Ϯà ;ECáϮ,à EC 

3.4.17.23) (Donoghue et al., 2000; Towler et al., 2004) aiŶsiàƋueàd͛autƌesàeŶzǇŵesàdeàĐetteàfaŵille,à

présentent un Glu, troisième ligand du zinc, à environ 29 acides aminés en aval du motif HEXXH au sein 

de la séquence consensus GFHEáXGDàoùàseàtƌouǀeàĠgaleŵeŶtàl͛áspàĐooƌdiŶaŶtàlaàpƌeŵiğƌeàHisàduàŵotifà

HEXXH (Williams et al., 1994).  

D͛uŶàpoiŶtàdeàǀueàstƌuĐtuƌal,àlesàeŶzǇŵesàdeàĐetteàfaŵilleàpƌĠseŶteŶtàdeuǆàdoŵaiŶes,àuŶàN-terminal 

ĐoŶstituĠà d͛hĠliĐes-αà età deà ϯà feuillets-β,à uŶà C-teƌŵiŶalà ĐoŶstituĠà d͛hĠliĐes-αà età deà Ϯà feuillets-β.à

L͛iŶteƌfaĐeàfoƌŵĠeàpaƌàĐesàdeuǆàdoŵaiŶesàĐoŶtieŶtàleàsiteàaĐtif. 

 

d) La sous-famille des aminopeptidases 

Cette sous-faŵilleàƌegƌoupeàuŶiƋueŵeŶtàlesàaŵiŶopeptidasesàŶeàpossĠdaŶtàƋu͛uŶàseulàatoŵeàdeàzinc 

paƌàŵoŶoŵğƌeàd͛eŶzǇŵes.àC͛estàleàĐasàdeàlaàleukotƌiğŶeàáϰ-hydrolase (EC 3.3.2.6) (Thunnissen et al., 

2001),àl͛aŵiŶopeptidaseàáà;áPá,àECàϯ.ϰ.ϭϭ.ϳͿà(Yang et al., 2013) ou encore l͛aŵiŶopeptidaseàNà;áPN,à

EC 3.4.11.2) (Wong et al., 2012),à l͛aŵiŶopeptidaseà Bà ;áPB,à ECà ϯ.ϰ.ϭϭ.ϲͿà (Foulon et al., 1999). Le 

troisième ligand du zinc se trouve dans la séquence consensus LWLNEG (Medina et al., 1991; Vazeux 

et al., 1996) à environ 24 acides aminés en aval du motif HEXXH.  

L͛oƌgaŶisatioŶà stƌuĐtuƌaleà deà Đette sous-faŵilleà d͛eŶzǇŵeà seƌaà dĠtaillĠeà Đi-après mais de façon 

résumée, cette famille de protéines présente deux domaines, un N-teƌŵiŶalàĐoŶstituĠàd͛hĠliĐes-αàetà

feuillets-β,àuŶàC-teƌŵiŶalàĐoŶstituĠàpƌiŶĐipaleŵeŶtàd͛hĠliĐes-α.àLăàeŶĐoƌe,àl͛iŶteƌfaĐeàĐoŶtient le site 

actif. 

 

e) La sous-famille de la Thimet oligopeptidase 

Cette sous-famille contient des enzymes comme la Thimet oligopeptidase (EC 3.4.24.15) (Ray et al., 

2004) ou la neurolysine (EC 3.4.24.16) (Brown et al., 2001). Le Glu 3ème ligand du zinc se trouve au 

centre du motif DXVEXPSXXXE et se situe à environ 29 résidus en aval du motif HEXXH. 
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D͛uŶàpoiŶtàdeàǀueàstƌuĐtuƌal,àlesàeŶzǇŵesàdeàĐetteàfaŵilleàpƌĠseŶteŶtàdeuǆàdoŵaiŶesàaǀeĐàleàsiteàaĐtifà

ăà l͛iŶteƌface. Un domaine N-teƌŵiŶalà ĐoŶstituĠà d͛hĠliĐes-αà età d͛uŶà petità feuillet-β,à uŶà C-terminal 

ĐoŶstituĠàd͛hĠliĐes-αàetàd͛uŶàiŵpoƌtaŶtàfeuillet-β.à 

 

2) Les metzincins 

Lesà ŵetziŶĐiŶsà soŶtà l͛uŶeà desà plusà gƌaŶdesà faŵillesà deà ŵĠtallopeptidases.à Cetteà faŵilleà

d͛endopeptidases est caractérisée par le motif de liaison du zinc HEXXHXXGXXH comportant 

également le 3ème ligand du zinc situé à 11 acides aminés en aval du motif HEXXH. La glycine (Gly) de 

ce motif induit une structure en épingle à cheveux, permettant à la 3ème His de lier le zinc. Cette famille 

est subdivisée en 4 sous-familles selon le résidu directement en aval du 3ème ligand du zinc et par la 

pƌĠseŶĐeàd͛uŶàŵotifàspĠĐifiƋueàăàĐhaƋueàsous-famille. Ce motif, en aval de la séquence HEXXH, contient 

une méthionine iŶduisaŶtàlaàfoƌŵatioŶàd͛uŶeàďouĐleàappelĠeà« methionine-turn » qui donne son nom 

à cette famille de zincins. On retrouve ainsi la sous-famille des astacines (motif SBMHY) (Gomis-Rüth 

et al., 1993), la sous-famille des Serratia (motif SVMSY) (Hamada et al., 1996), la sous-famille de la 

reprolysine (motif CIMXP) (Cirilli et al., 1997) comportant les protéines de type « A Disintegrin-like And 

Metalloproteinase Domains » (ADAMs) et la sous-famille des Matrixin ou « matrix metalloproteases » 

(MMPs) (motif ABMYP) (McKay et al., 1992). 

 

3) Les aspzincins 

La deutérolysine (EC 3.4.29.34, neural proteinase II) ;BogdaŶoǀićà età al.,à ϮϬϭϲͿ ou la peptidyl-Lys 

métalloendopeptidase (EC 3.4.24.20, MEP) (Hori et al., 2001) soŶtàĐaƌaĐtĠƌisĠesàpaƌàlaàpƌĠseŶĐeàd͛un 

Asp qui joue le rôle de 3ème ligand du zinc et se trouve à environ 31 résidus en aval du motif HEXXH, 

dans la séquence consensus GTXDXXYG. 

 

4) La peptide déformylase 

Cetteà faŵilleà deà pƌotĠiŶesà ďaĐtĠƌieŶŶesà Ŷ͛appaƌtieŶtà pasà auà gƌoupeà desà peptidasesà puisƋu͛elle 

hydrolyse la liaison entre le groupement formyle (CH=O) et la méthionine N-terminale des peptides. 

Néanmoins, la peptide déformylase (EC 3.5.1.88) (Meinnel et al., 1996; Robien et al., 2004) ainsi que 

les autres protéines de cette famille sont des hydrolases monozincs possédant la séquence spécifique 

auǆàziŶĐiŶsàHEXXH.àC͛estàpouƌƋuoiàoŶàlesàĐlasseàauàseiŶàdeàĐetteàfaŵille.àáuàseiŶàdeàĐetteàsous-famille, 

le 3ème ligand du zinc est une cystéine (Cys) et se situe, cette fois-ci, à 42 résidus en amont du motif 

HEXXH (Meinnel et al., 1995). 
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III) La famille des inverzincins 

Cette famille se caractérise par la séquence consensus de liaison du zinc HXXEH (inverse de HEXXH) et 

par son 3ème ligand du zinc, un Glu, situé en aval de ce motif. Les inverzincins sont subdivisées en deux 

sous-familles, celle des insulinases et celle de la pétrilysine. Les insulinases contiennent, notamment, 

l͛eŶzǇŵeà deà dĠgƌadatioŶà deà l͛iŶsuliŶeà ;ECà ϯ.ϰ.Ϯϰ.ϱϲ,à EDI, insulysine) (Malito et al., 2008) et sont 

caractérisées par un Glu situé à 82 résidus en aval du motif HXXEH. La sous-famille de la pétrilysine 

contient, notamment, la « Coenzyme PQQ synthesis protein F » (PqqF, EC 3.4.24.-) (Wei et al., 2016) 

impliquée dans la voie de biosynthèse de la pyrroquinolone quinone et dont le Glu est situé à 76 résidus 

en aval du motif HXXEH. 

 

IV) La famille des carboxypeptidases 

Les deux premiers ligands du zinc de cette famille sont une His et un Glu situés dans la séquence 

consensus HXXE. Le troisième ligand du zinc est une His située entre 103 et 135 résidus en aval du 

motif HXXE au sein de séquences consensus qui ont permis de subdiviser cette famille en 3 sous-

familles. La première contient notamment les carboxypeptidases A (EC 3.4.17.1) (Fernández et al., 

2010b) et B (EC 3.4.17.2) (Fernández et al., 2010a) et le 3ème ligand du zinc se trouve au sein du motif 

BHSYSQ. La seconde contient notamment la carboxypeptidase T (EC 3.4.17.18) (Timofeev et al., 2013) 

et le 3ème ligand du zinc se trouve au sein du motif FHTYSE. La dernière contient notamment la 

carboxypeptidase M (EC 3.4.17.12) (Reverter et al., 2004) et possède le 3ème ligand du zinc au sein du 

motif LHGGXB. 

 

V) La famille des DD-carboxypeptidase 

Cette famille contient notamment la D-alanyl-D-alanine-cleaving carboxypeptidase (DD-

carboxypeptidase, EC 3.4.17.14) (Vallee and Auld, 1990; Silvaggi et al., 2003) qui possède la séquence 

consensus HXH, où seule une de ces His lie le zinc, une seconde His liant le zinc est située 42 résidus 

en amont de ce motif et un Asp est le 3ème ligand du zinc, situé 35 acides aminés en amont du motif 

HXH. 
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Chapitre 2 : L’aŵiŶopeptidase A 

 

I) Historique 

L͛histoiƌeà deà l͛aŵiŶopeptidaseà áà ;áPáͿà ĐoŵŵeŶĐeà paƌà laà dĠĐouǀeƌteà eŶà ϭϵϲϭà d͛uŶeà aĐtiǀitĠà

hydrolytique du substrat synthétique L-α-glutamyl-β-naphtylamide (GluNA) dans les îlots de 

LaŶgeƌhaŶsàetàdaŶsàl͛ĠpithĠliuŵàiŶteƌloďulaiƌeàpaŶĐƌĠatiƋueàduàĐoĐhoŶàd͛IŶde,àstiŵulĠeàpaƌàleàĐalĐiuŵà

etàiŶhiďĠeàpaƌàl͛aĐideàĠdĠtiƋueà;EDTáͿàaiŶsiàƋueàlesàfoƌŵesàioŶiƋuesàdesàŵĠtauǆàdeàtƌaŶsitioŶà(Glenner 

and Folk, 1961).àPaƌàlaàsuite,àl͛eŶzǇŵeàƌespoŶsable de cette activité a été partiellement purifiée à partir 

de microsomes de reins de rats (Glenner et al., 1962). Cette enzyme présentait un caractère 

aminopeptidase avec une spécificité pour les substrats ayant une extrémité N-terminale acide (Asp et 

GluͿ.àCeàŶouǀeauàtǇpeàd͛aŵiŶopeptidaseàaàĠtĠàŶoŵŵĠeàaŵiŶopeptidaseàáà;áàpouƌàaĐideͿàetàĐlassifiĠeà

EC 3.4.11.7 dans la nomenclature internationale des enzymes IUBM (EC 3 pour hydrolase, 4 pour 

liaison peptidique et 11 pour aminopeptidase). Elle est aussi connue sous le nom de glutamyl 

aminopeptidase ;PetƌoǀićàaŶdàVitale,àϭϵϵϬͿ.àL͛áPáàeǆisteàsousàfoƌŵeàŵeŵďƌaŶaiƌeàdaŶsàdeàŶoŵďƌeuǆà

organes dont le cerveau (Lojda and Gossrau, 1980; Song et al., 1993) mais aussi sous forme soluble 

dans le sérum humain (Nagatsu et al., 1970). Il a été montré in vitro sur des membranes de cerveau ou 

de rein que l͛áPáàhǇdƌolǇseàl͛áspàN-teƌŵiŶalàdeàl͛aŶgioteŶsiŶeàIIà;áŶgàII,àásp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-

Phe) donnant naissaŶĐeàăàl͛aŶgioteŶsiŶeàIIIà;áŶgàIII,àáƌg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe) (Nagatsu et al., 1970; 

Kugler, 1982).àPaƌàl͛utilisatioŶàd͛iŶhiďiteuƌsàspĠĐifiƋuesàetàsĠleĐtifsàdeàl͛áPáàouàdeàl͛áPNàin vivo, il a été 

ĐoŶfiƌŵĠàleàƌƀleàphǇsiologiƋueàdeàl͛áPáàdaŶsàlaàfoƌŵatioŶàdeàl͛áŶgàIIIàĐĠƌĠďƌaleàăàpaƌtiƌàdeàl͛áŶgàIIà(Zini 

et al., 1996). 

 

II) Clonage et structure du gène 

LeàĐloŶageàdeà l͛aŶtigğŶeàdeàdiffĠƌeŶĐiatioŶàdesà lǇŵphoĐǇtesàpƌĠ-B, BP-163, a révélé, du fait de son 

homologieàdeà sĠƋueŶĐeàaǀeĐà l͛aŵiŶopeptidaseàN,àƋu͛ilà s͛agissaitàdeà l͛aŵiŶopeptidaseàáà (Wu et al., 

1990; Li et al., 1993).àL͛áPáàaàĠtĠàĐloŶĠeàĐhezàdeàŶoŵďƌeuǆàŵaŵŵifğƌesàdoŶtà laàsouƌisà (Wu et al., 

1990),àl͛Homme (antigène de différentiation rénal GP-160) (Li et al., 1993; Nanus et al., 1993), le rat 

(Troyanovskaya et al., 2000) ou le porc (Hesp and Hooper, 1997). 

Laà stƌuĐtuƌeà pƌiŵaiƌeà deà l͛áPáà suggğƌeà Ƌueà Đetteà eŶzǇŵeà està uŶeà pƌotĠine intrinsèque de type II 

ĐoŵposĠeàd͛uŶeàpaƌtieàN-teƌŵiŶaleà iŶtƌaĐellulaiƌe,àd͛uŶàdoŵaiŶeà tƌaŶsŵeŵďƌaŶaiƌeàeŶàhĠliĐeàαàetà

d͛uŶeà paƌtieà gloďulaiƌeà eǆtƌaĐellulaiƌeà tƌğsà laƌgeà Ƌuià ĐoŶtieŶtà leà ŵotifà deà liaisoŶà auà ziŶĐà HEXXH,à

caractéristique de la famille des métalloprotéases à zinc : zincins (Jongeneel et al., 1989; Hooper, 
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1994).àL͛áPáàdeàsouƌisà;ϵϰϱàaĐidesàaŵiŶĠsͿàpaƌtageàϴϱà%àd͛ideŶtitĠàdeàsĠƋueŶĐeàpƌotĠiƋueàaǀeĐàl͛áPáà

huŵaiŶe,àϵϯ%àaǀeĐàl͛áPáàdeàƌatàetàϳϳ%àaǀeĐàl͛áPáàdeàporc. Son domaine cytoplasmique est formé de 

17 résidus contenant 2 sites potentiels de phosphorylation ; le domaine transmembranaire se 

compose de 22 acides aminés et le domaine extracellulaire est formé de 906 résidus comprenant le 

site actif, incorporant le site de liaison du zinc, 9 sites potentiels de N-glycosylation et 1 site potentiel 

de sulfatation (Wu et al., 1990) (Figure 2).  

    1-MNFAEEEPSKKYCIKGKHVAIICGVVVAVGLIVGLSVGLTRSCEQDTTPA- 50 

      PSQPPPEASTALPPQDQNVCPDSEDESGEWKNFRLPDFINPVHYDLEVKA- 100 

      LMEEDRYTGIVTISVNLSKPTRDLWLHIRETKITKLPELRRPSGEQVPIR- 150 

      RCFEYKKQEYVVIQAAEDLAATSGDSVYRLTMEFKGWLNGSLVGFYKTTY- 200 

      MEDGQIRSIAATDHEPTDARKSFPCFDEPNKKSTYSISIIHPKEYSALSN- 250 

      MPEEKSEMVDDNWKKTTFVKSVPMSTYLVCFAVHRFTAIERKSRSGKPLK- 300 

      VYVQPNQKETAEYAANITQAVFDYFEDYFAMEYALPKLDKIAIPDFGTGA- 350 

      MENWGLVTYRETNLLYDPLLSASSNQQRVASVVAHELVHQWFGNTVTMDW- 400 

      WDDLWLNEGFASFFEFLGVNHAEKDWQMLSQVLLEDVFPVQEDDSLMSSH- 450 

      PVVVTVSTPAEITSVFDGISYSKGASILRMLQDWITPEKFQKGCQIYLKK- 500 

      FQFANAKTSDFWDSLQEASNLPVKEVMDTWTSQMGYPVVTVSGRQNITQK- 550 

      RFLLDSKADPSQPPSELGYTWNIPVRWADNDNSRITVYNRLDKGGITLNA- 600 

      NLSGDAFLKINPDHIGFYRVNYEGGTWDWIAEALSSNHTRFSAADRSSFI- 650 

      DDAFALARAQLLNYKIALNLTMYLKSEEDFLPWERVISSVSYIISMFEDD- 700 

      RELYPMIETYFQGQVKPVADLLGWQDTGSHITKLLRASILGFACKMGDRE- 750 

      ALGNASQLFDSWLKGSASIPVNLRLLVYRYGMQNSGNEAAWNYTLEQYQK- 800 

      TSLAQEKEKLLYGLASVKDVKLLARYLEMLKDPNIIKTQDVFTVIRYISY- 850 

      NSYGKTMAWNWIQLNWDYLVSRFTINDRYLGRIVTIAEPFNTELQLWQMQ- 900 

      SFFAKYPNAGAGAKPREQVLETVKNNIEWLNVNRQSIREWFASLP- 945 

 

Figure 2 : “ĠƋueŶĐeàpƌotĠiƋueàdeàl͛áPáàdeàsouƌis. 

 La partie intracellulaire est surlignée en cyan, le domaine transmembranaire est surligné en rouge. La 

séquence correspondant au domaine extracellulaire est surlignée en vert. Les sites potentiels de 

phosphorylation sont surlignés en gris, le site potentiel de sulfatation est surligné en rouge, et les sites 

potentiels de N-glycosylation sont surlignés en jaune. Le motif consensus de liaison du zinc et son 

troisième ligand sont surlignés en rose et en gras. 
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L͛áPáàdeàsouƌisàestàĐodĠeàpaƌàuŶàgğŶeàappelĠàENPEPà;ƋuelleàƋueàsoitàl͛espğĐeͿàsituĠàsuƌàleàĐhƌoŵosoŵeà

3, région chromosomique homologue à la région 4q25 humaine. Il est long de plus de 110 kb et est 

diǀisĠàeŶàϮϬàeǆoŶsàsĠpaƌĠsàpaƌàdesàiŶtƌoŶsàdeàtaillesàdiǀeƌsesàallaŶtàdeàϭϬϬàpďàjusƋu͛ăàϭϬàkď.àLesàeǆoŶs 

sont de petites tailles, hormis le premier et le dernier, compris entre 56 et 171 pb. Le premier exon 

ĐoŶtieŶtà laà ƌĠgioŶà ϱ͛à ŶoŶà ĐodaŶte,à laà sĠƋueŶĐeà ĐodaŶtà leà doŵaiŶeà N-terminal, le domaine 

tƌaŶsŵeŵďƌaŶaiƌeàaiŶsiàƋu͛uŶeàpoƌtioŶàduàdoŵaiŶeàiŶtƌaĐellulaiƌe. Les autres exons codent pour le 

reste du domaine C-teƌŵiŶalàdeàl͛áPáàaǀeĐ,àŶotaŵŵeŶt,àlesàeǆoŶsàϱàetàϲàƋuiàpossğdeŶtàlaàsĠƋueŶĐeà

codant pour le motif de liaison du zinc, caractéristique des zincins (Wang et al., 1996; Li et al., 1997) 

(Figure 3).  

 

Figure 3 :  organisation du gène de l'APA de souris (Wang et al., 1996) 

 

DesàĠtudesàdeàƌeĐheƌĐheàdeàpolǇŵoƌphisŵesàoŶtàŵoŶtƌĠàƋu͛ilàeǆistaitàĐhezàdesàpatieŶtsàatteiŶtsàdeà

glomérulonéphrite, 4 polymorphismes entraînant des mutations non-conservatives : I32V (96A>G), 

R159S (477G>T), E172Q (516G>C) et Y544F (1632A>T). A ces polymorphismes spécifiquement 

ƌetƌouǀĠsàdaŶsàĐetteàpathologie,às͛ajouteŶtàlesàpolǇŵoƌphisŵesàdĠteĐtĠsàloƌsàduàsĠƋueŶçageàduàgğŶeà

ENPEPàĐhezàl͛Homme : Q213R (639A>G), V218A (654A>C), W413C (1239G>T) et S861R(2583C>G). Ils 

oŶtà ĠgaleŵeŶtà ŵoŶtƌĠà l͛eǆisteŶĐeà d͛allğlesà hĠtĠƌozǇgotesà aǀeĐà suƌà l͛uŶeà d͛elles,à laà pƌĠseŶĐeà deà

mutations non-conservatives : Q435E (1305C>G), D622N (1866G>A), A676T (2028G>A), E687D 

(2061(G>T), E686K (2058G>A), K923I (2769A>T) et R925G (2775A>G). Par mutagénèse dirigée, il a été 

ŵoŶtƌĠàƋueàlesàǀaƌiaŶtsà‘ϭϱϵ“àetàáϲϳϲTàpƌĠseŶtaieŶtàuŶeàaĐtiǀitĠàd͛hǇdƌolǇseàde,àƌespeĐtiǀeŵeŶt,àϯϯ%à

etàϮϳ%àplusàĠleǀĠeàƋueàĐelleàdeà l͛áPáàsauǀage.àLesàǀaƌiaŶtsàEϭϳϮQ,àVϮϭϴá,àWϰϭϯX,àQϰϯϱE,àEϲϴϲK,à

EϲϴϳDàetà‘ϵϮϱGàpƌĠseŶtaieŶtàuŶeàdiŵiŶutioŶàdeàl͛aĐtiǀitĠàd͛hǇdƌolǇseàpaƌàƌappoƌtàăàl͛áPáàsauǀageàdeà
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respectivement 56%, 14%, 69%, 30%, 61%, 71% et 23%. Le variant E687K ne présentait aucune activité 

aloƌsàƋueàlesàautƌesàŵutatioŶsàŶ͛aǀaieŶtàpasàd͛effetàsuƌàl͛aĐtiǀitĠàdeàl͛eŶzǇŵeàĐoŵpaƌĠeàăàl͛áPáàsauǀageà

(Tonna et al., 2008).  

EŶfiŶ,àilàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋu͛ilàeǆistaitàuŶeàŵutatioŶàŶoŶ-sens rare du Trp-ϯϭϳàdeàl͛áPáàhuŵaiŶeàiŶduisaŶtà

laàpƌoduĐtioŶàd͛uŶeàpƌotĠiŶeàtƌoŶƋuĠeàetàiŶaĐtiǀeà(Surendran et al., 2016). 

 

III) OƌgaŶisatioŶ stƌuĐtuƌale de l’APA 

 

1) Structure générale 

 

a) Propriétés physiques 

Visible en microscopie électronique (Danielsen et al., 1980),àl͛áPáàseàpƌĠseŶteàsousàfoƌŵeàdiŵĠƌiƋueà

Đhezàl͛Homme, le rongeur et le porc (Benajiba and Maroux, 1980; Herzig et al., 1992; L. Song et al., 

1994) aloƌsàƋu͛elleàestàsousàfoƌŵeàŵoŶoŵĠƌiƋueàĐhez le lapin (Gorvel et al., 1980). Une fois purifiée, 

le poids de la forme diŵĠƌiƋueàdeà l͛áPáà ǀaƌie,à seloŶà lesà espğĐes,à deàϮϰϳàăà ϯϬϬà kDaà (Benajiba and 

Maroux, 1980; Danielsen et al., 1980; Tobe et al., 1980; Lalu et al., 1984; Cooper et al., 1986; Yamada 

et al., 1988). Après séparation par SDS-PAGE, le poids moléculaire de sa forme monomérique varie, 

selon les espèces, de 120 à 170 kDa (Benajiba and Maroux, 1980; Gorvel et al., 1980; Cooper et al., 

1986; Song et al., 1993).àL͛áPáàestàseŶsiďleàauǆàdĠteƌgeŶtsàetàăàlaàpƌotĠolǇse.àChezàleàpoƌĐ,àelleàestà

hydrolysée par la trypsine entre la Lys-ϰϮàetàl͛ásp-43 (Danielsen et al., 1980). Les Cys-39 de chaque 

ŵoŶoŵğƌesàdeàl͛áPáàpoƌĐiŶeàpeƌŵetteŶtàl͛ĠtaďlisseŵeŶtàduàdiŵğƌeàd͛áPáàǀiaàuŶàpoŶtàdisulfuƌeàà(Ofner 

and Hooper, 2002) (Figure 4). 

L͛áPáà està uŶeà pƌotĠiŶeàŵeŵďƌaŶaiƌe,à ŶĠaŶŵoiŶs,à desà foƌŵesà soluďlesà oŶtà ĠtĠà ƌetƌouǀĠesà daŶsà leà

sérum (Nagatsu et al., 1970; Danielsen et al., 1980; Lalu et al., 1984, 1985; Okuyama et al., 1991) et 

l͛uƌiŶeà (Scherberich et al., 1990).à Cesà foƌŵesà d͛áPás,à uŶeà foisà puƌifiĠes,à possğdeŶtà lesà ŵġŵesà

pƌopƌiĠtĠsàphǇsiƋuesàetàeŶzǇŵatiƋuesàƋueà lesà foƌŵesàpuƌifiĠesàd͛áPáàŵeŵďƌaŶaiƌes.àLeà faitàƋueà leà

gğŶeàdeàl͛áPáàsoitàsuƌàuŶàseulàĐhƌoŵosoŵeàetàƋueàdoŵaiŶesàĐǇtoplasŵiƋues et transmembranaires 

soieŶtàĐodĠsàpaƌàuŶàseulàetàŵġŵeàeǆoŶàeǆĐlueàlaàpossiďilitĠàd͛uŶàĠpissageàalteƌŶatifàăàĐeàŶiǀeauà(Wang 

et al., 1996).àDoŶĐàl͛oƌigiŶeàdeàlaàfoƌŵeàsoluďleàdeà l͛áPáàs͛eǆpliƋueàpaƌàuŶàĐliǀageàpƌotĠolǇtiƋueàdeà

l͛áPáàŵeŵďƌaŶaiƌeàdoŶtàlesàŵĠĐaŶisŵesàƌesteŶtàăàdĠĐouǀƌiƌ. 
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Figure 4 : représentation schématique d'un homodimère d'APA 

 

b) Rôle du domaine C-terminal 

LesàĠtudesàeffeĐtuĠesàsuƌàdesàfoƌŵesàpuƌifiĠesàd͛áPá,àŶotaŵŵeŶtàăàpaƌtiƌàdeàƌeiŶàdeàpoƌĐ,àoŶtàpeƌŵisà

deàdĠĐouǀƌiƌàl͛eǆisteŶĐeàd͛uŶeàfoƌŵeàtƌoŶƋuĠeàd͛áPá,àd͛uŶàpoidsàmoléculaire de 45 kDa correspondant 

aux 339 résidus C-teƌŵiŶauǆàdeàl͛eŶzǇŵe.àCeàfƌagŵeŶtàestàissuàdeàl͛hǇdƌolǇseàdeàlaàliaisoŶàpeptidiƋueà

eŶtƌeàl͛ásŶ-602 et la Gly-ϲϬϯàpaƌàuŶeàpƌotĠaseàeŶdogğŶeàiŶĐoŶŶueàjusƋu͛ăàpƌĠseŶtà(Hesp and Hooper, 

1997).àUŶeàĠtudeàaàŵoŶtƌĠàƋue,àdaŶsàl͛áPáàdeàsouƌis,àl͛eǆpƌessioŶàeŶàĐellulesàCO“-7 du domaine N-

terminal correspondant aux 60ϮàpƌeŵieƌsàƌĠsidusàdeàl͛áPáàdeàpoƌĐàaďoutissaitàăàlaàsǇŶthğseàd͛uŶeàáPáà

iŵŵatuƌeàŶ͛aǇaŶtàpasàd͛aĐtiǀitĠàeŶzǇŵatiƋueà(Ofner and Hooper, 2002). Il existe également de façon 

eŶdogğŶe,àdaŶsàl͛hippoĐaŵpeàdeàƌat,àuŶeàfoƌŵeàtƌoŶƋuĠeàdeàl͛áPA produite par épissage alternatif 

correspondant aux 571 résidus N-teƌŵiŶauǆàdeàl͛eŶzǇŵeà(H. J. Lee et al., 2000). Dans ce cas également, 

loƌsƋu͛elle est exprimée en cellules COS-ϭ,àl͛eŶzǇŵeàtƌoŶƋuĠeàŶ͛aàpasàd͛aĐtiǀitĠà(H. J. Lee et al., 2000). 

UŶeàautƌeàĠtudeàaàŵoŶtƌĠàƋueà l͛eǆpƌessioŶàdes ϱϵϴàpƌeŵieƌsàaĐidesàaŵiŶĠsàdeà l͛áPáàdeà souƌisàeŶà

cellules CHO-Kϭà gĠŶĠƌaità uŶeàpƌotĠiŶeà iŵŵatuƌeàdĠpouƌǀueàd͛aĐtiǀitĠà eŶzǇŵatiƋueàetà ƌapideŵeŶtà

dĠgƌadĠe.à PouƌtaŶt,à l͛eǆpƌessioŶà desà ϯϰϳà ƌĠsidusà C-terminaux en trans du domaine N-terminal 

permettait la restauƌatioŶàduàpƌofilàdeàŵatuƌatioŶ,àd͛eǆpƌessioŶàetàd͛aĐtiǀitĠàdeàl͛áPáàƌeĐoŵďiŶaŶte,à

siŵilaiƌeàăàĐelleàdeà l͛áPáàsauǀageà (Rozenfeld et al., 2004). Dans les extraits de cellules CHO-K1, co-

exprimant les domaines N- et C-teƌŵiŶauǆà deà l͛áPá,à l͛iŵŵuŶodĠplĠtioŶà eŶà doŵaiŶeà C-terminal 

Ŷ͛affeĐteà pasà l͛aĐtiǀitĠà áPáà ŵesurée, suggérant que le domaine C-teƌŵiŶalà Ŷ͛iŶteƌǀieŶtà pasà daŶsà

l͛aĐtiǀitĠàeŶzǇŵatiƋueàdeàĐetteàeŶzǇŵe.àLeàdoŵaiŶeàC-teƌŵiŶalàdeàl͛áPáàdoŶĐàestàiŶdispeŶsaďleàpouƌà

leà ƌeplieŵeŶtà ŵolĠĐulaiƌeà età laà ŵatuƌatioŶà deà l͛eŶzǇŵeà età eǆeƌĐeƌaità uŶà ƌƀleà deà ĐhapeƌoŶŶeà

intramoléculaire (Rozenfeld et al., 2004).   
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2) Spécificité de substrat 

 

a) Substrats naturels 

Toutàd͛aďoƌd,à ilàaàĠtĠàdĠŵoŶtƌĠà in vitro que APA hydrolyse spécifiquement les résidus N-terminaux 

aĐidesàdeà l͛áŶgà Ià (Bausback et al., 1988),à l͛áŶgà IIà (Nagatsu et al., 1970) et de la cholecystokinine-8 

(Migaud et al., 1996).ààL͛affiŶitĠàdeàl͛áPáàpouƌàl͛áŶgàIàestàdeàϰϬàµMà(Bausback et al., 1988), comprise 

eŶtƌeàϯϱàetàϭϵϴàµMàpouƌàl͛áŶgàIIà(Kugler, 1982; Ahmad and Ward, 1990; Iturrioz et al., 2001) et de 140 

µM pour la cholecystokinine-8 (Migaud et al., 1996). Enfin, il a démontré in vivo Ƌueàseulesàl͛áŶgàIIàetà

la cholecystokinine-ϴàĐĠƌĠďƌaleàsoŶtàhǇdƌolǇsĠesàpaƌàl͛áPáà(Migaud et al., 1996; Zini et al., 1996). 

 

b) Substrats synthétiques 

L͛utilisatioŶà deà suďstƌatsà sǇŶthĠtiƋuesà aŵiŶoaĐǇl-β-ŶaphtǇlaŵideà ;aaNáͿà aà peƌŵisà d͛Ġtaďliƌà laà

spĠĐifiĐitĠàd͛hǇdƌolǇseàduàƌĠsiduàPϭàpaƌàlesàaŵiŶopeptidases.àL͛áPáàhǇdƌolǇseàdeàfaçoŶàspĠĐifiƋueàetà

sélective, les substrats synthétiques possédant une chaîne latérale acide (Danielsen et al., 1980; Lalu 

et al., 1986; Yamada et al., 1988) et que cette préférence est augmentée par le calcium (Danielsen et 

al., 1980). En effet, en se logeant au niveau du sous-siteà“ϭàdeàl͛eŶzǇŵe,àleàĐalĐiuŵà;ăàpaƌtiƌàdeàϭàŵMͿà

ǀaà poteŶtialiseƌà l͛hǇdƌolǇseà desà suďstƌatsà aĐides AspNA et GluNA et pénaliser celle des substrats 

neutres et basiques (Glenner et al., 1962; Danielsen et al., 1980; Lalu et al., 1986; Yamada et al., 1988). 

EŶà pƌĠseŶĐeà deà ĐalĐiuŵ,à leà Kŵà deà l͛áPáà pouƌà leà GluNáà ǀaƌie,à seloŶà lesà auteuƌs,à deà ϲϮà ăà ϭϵϴà µMà

(Danielsen et al., 1980; Lojda and Gossrau, 1980; Kugler, 1982; Lalu et al., 1984; Claperon et al., 2009) 

et son activité spécifique (kcatͿàǀaƌieàdeàϮϮàăàϰϬàµŵolàdeàGluNáàhǇdƌolǇsĠ/ŵiŶ/ŵgàd͛eŶzǇŵeà(Benajiba 

and Maroux, 1980; Gorvel et al., 1980; Tobe et al., 1980; Yamada et al., 1988; Herzig et al., 1992; 

Iturrioz et al., 2000)(Tableau I). 
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Tauǆàd͛hǇdƌolǇseàƌelatiǀeàdeàdiffĠƌeŶtsàsuďstƌatsàpaƌàl͛áPáà;%àGluNA) 
 Yamada et al,. 1988 Lalu et al,. 1986 Danielsen et al,. 1980 
Substrats 6 mM Ca2+ 6 mM Ca2+ Ø Ca2+ 1 mM Ca2+ 

AlaNA 4 4 1,4 0,46 
ArgNA 3 4 4,1 0,78 
AsnNA  2   
AspNA 47 21 23  
CysNA 1 0   
GlnNA  3   
GluNA 100 100 100 440 
ɶ-GluNA  0 0  
GlyNA  2   
HisNA  0   
HypNA  0   
IleNA  0   
LeuNA 1 0 0,38 0,12 
LysNA 2 3 1,8 0,54 
MetNA  5   
OrnNA  0   
PheNA 1 0   
ProNA  0   
SerNA  0   
ThrNA  0   
TrpNA  0   
TyrNA 2 0   
ValNA  0   

 

Tableau I : CoŵpaƌaisoŶà deà l͛hǇdƌolǇseà ƌelatiǀeà deà diffĠƌeŶtsà suďstƌatsà sǇŶthĠtiƋuesà paƌà l͛áPáà paƌà
rapport au substrat synthétique GluNA (Danielsen et al., 1980; Lalu et al., 1986; Yamada et al., 1988). 

 

3) Les effets des ions métalliques 

IlàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueàl͛hǇdƌolǇseàdesàsuďstƌatsàaĐides paƌàáPáàĠtaitàiŶhiďĠeàpaƌàl͛EDTáàaiŶsiàƋueàpaƌàlesà

formes ioniques des métaux de transition comme le ZN2+, le Ni2+, le Cu2+, le Hg2+, le Cd2+ et le Co2+ (Tobe 

et al., 1980). Comme mentionné ci-dessus, la forme ionique du Calcium, Ca2+,àpoteŶtialiseàl͛hǇdƌolǇseà

des substrat acidesàpaƌàl͛áPáàtoutàeŶàpĠŶalisaŶtàĐelleàdesàsuďstƌatsàŶeutƌesàouàďasiƋuesà(Glenner et al., 

1962; Danielsen et al., 1980).àIlàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueàl͛EC50 d͛aĐtiǀatioŶ deàl͛áPáàŵuƌiŶeàpaƌàleàĐalĐiuŵàĠtaità

comprise entre 25 µM et 49 µM (Iturrioz et al., 2000; Claperon et al., 2008, 2009). Plus en détail,àl͛effetà

activateur du calcium est médié paƌàuŶeàdiŵiŶutioŶàduàKŵàdeàl͛áPáàpouƌàleàsuďstƌatàGluNáàd͛uŶàfaĐteuƌà

6 sans modification du kcat.àLesàpƌeŵiğƌesàĠtudesàoŶtàsuggĠƌĠàƋueàl͛atoŵeàdeàĐalĐiuŵàseàlogeƌaitàdaŶsà

le sous-siteà “ϭà duà siteà aĐtifà deà l͛áPáà oùà ilà iŶteƌagiƌaità aǀeĐà laà ĐhaîŶeà latĠƌaleà aĐide des substrats 

(Danielsen et al., 1980). Cette localisation du calcium fut appuyée par les études démontrant que les 

résidus Asp-213 et Asp-Ϯϭϴàdeàl͛áPáàdeàsouƌis,àsituĠsàdaŶsàleàsous-site S1, permettaient la liaison du 

ĐalĐiuŵàdaŶsàleàsiteàaĐtifàdeàl͛áPáà (Claperon et al., 2008).àLaàstƌuĐtuƌeàĐƌistallogƌaphiƋueàdeàl͛áPáàaà



28 
 

permis de confirmer la localisation duàĐalĐiuŵàetàdeàsesàligaŶdsàeŶàajoutaŶtàƋueàtƌoisàŵolĠĐulesàd͛eauà

peƌŵettaieŶtàĠgaleŵeŶtàdeàĐooƌdoŶŶeƌàl͛ioŶàĐalĐiuŵà(Yang et al., 2013). Enfin, il a été montré que la 

ŵutatioŶàdeàl͛His-ϰϱϬàdeàl͛áPáàdeàsouƌisàeŵpġĐhaitàlaàliaisoŶàduàĐalĐiuŵàăàl͛eŶzǇŵe.àOƌàĐeàƌĠsiduàestà

situé suƌàlaàsuƌfaĐeàdeàl͛áPá,àăàϭϭàÅàduàsous-siteà“ϭàetàăàl͛eŶtƌĠeàd͛uŶàtuŶŶelàĐoŶduisaŶtàauàsiteàaĐtifàde 

l͛eŶzǇŵeà (Iturrioz et al., 2000; Yang et al., 2013).à Cesà effetsà suggğƌeŶtà Ƌueà l͛ioŶà ĐalĐiuŵà pouƌƌaità

accéder au sous-siteà“ϭàdeàl͛áPáàǀiaàĐeàtuŶŶelà(Iturrioz et al., 2000).  

 

4) IŶhiďiteuƌsàdeàl͛aŵiŶopeptidaseàá 

 

a) LesàiŶhiďiteuƌsàd͛aŵiŶopeptidasesàŵoŶoziŶĐ 

 

i)  Les inhibiteurs non spécifiques 

PuisƋueàl͛atoŵeàdeàziŶĐàpƌĠseŶtàdaŶsàleàsiteàaĐtifàdesàaŵiŶopeptidasesàŵoŶoziŶĐsàjoueàuŶàƌƀleàăàlaàfoisà

stƌuĐtuƌalàetàdaŶsàl͛aĐteàĐatalǇtiƋueàdeàĐesàeŶzǇŵes,àĐelles-ci sont donc sensibles aux chélatants des 

ŵĠtauǆà Đoŵŵeà l͛EDTáà (Glenner and Folk, 1961) ouà l͛oƌthophĠŶaŶtƌoliŶeà (Ronquist, 1988) qui les 

transforment en apoenzymes inactives. La puromycine est un antibiotique qui peut également inhiber 

l͛aĐtiǀitĠàdesàaŵiŶopeptidasesàŵoŶoziŶĐsà(Dewey and Kidder, 1964) avec, toutefois, un faible pouvoir 

inhibiteur (Figure 5). 

 

Figure 5 : IŶhiďiteuƌsàŶoŶàspĠĐifiƋuesàd͛aŵiŶopeptidasesàŵoŶoziŶĐs 
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ii) Inhibiteurs spécifiques 

Ilà eǆisteà deuǆà tǇpesà d͛iŶhiďiteuƌsà ĐiďlaŶtà eǆĐlusiǀeŵeŶtà leà siteà aĐtifà d͛uŶeà eŶzǇŵe,à lesà iŶhiďiteuƌsà

irréversibles et les inhibiteurs réversibles compétitifs. Les inhibiteurs irréversibles se lient de façon 

ĐoǀaleŶteà auà siteà aĐtifà deà l͛eŶzǇŵeà età l͛iŶhiďeà deà façoŶà peƌŵaŶeŶte.à Lesà iŶhiďiteuƌsà ƌĠǀeƌsiďles,à

s͛assoĐieŶtàdeàfaçoŶàŶoŶàĐoǀaleŶteàauàsiteàaĐtifàdeàl͛eŶzǇŵeàetàeŶtƌeŶtàeŶàĐoŵpĠtition avec le substrat. 

a. Les inhibiteurs irréversibles ou substrats suicides 

L͛α-chlorométhyle-aspaƌtateàetà l͛à α-bromométhyle-glutaŵateàƋuià appaƌtieŶŶeŶtà ăà laà faŵilleàdesàα-

halogĠŶoĐĠtoŶesàiŶhiďeŶtàl͛áPáàdeàfaçoŶàiƌƌĠǀeƌsiďleàaǀeĐàuŶeàaffiŶitĠàd͛eŶǀiƌoŶàϯϬϬàŶMà(Chung et al., 

1983).  

b. Les inhibiteurs réversibles compétitifs 

IlàeǆisteàdeuǆàtǇpesàd͛iŶhiďiteuƌsàƌĠǀeƌsiďlesàĐoŵpĠtitifsàdesàaŵiŶopeptidases,àĐeuǆàĐiďlaŶtàl͛Ġtat de 

transition, suivant la formation du complexe enzyme-substrat, et ceux possédant un groupement 

chélatant le zinc. 

PeŶdaŶtàl͛ĠtatàdeàtƌaŶsitioŶ,àleàsuďstƌatàpƌĠseŶteàuŶeàgĠoŵĠtƌieàtĠtƌaĠdƌiƋueàƋuiàƌeŶfoƌĐeàsaàliaisoŶà

auàseiŶàduàsiteàaĐtifàdeàl͛eŶzǇŵe.àDurant cette étape de la catalyse, il établit des liaisons hydrogènes et 

ĠleĐtƌostatiƋuesà aǀeĐà leà siteà aĐtifà deà l͛eŶzǇŵeà Ƌuià Ŷ͛eǆistaieŶtà pasà daŶsà leà Đoŵpleǆeà deàMiĐhaelisà

(complexe enzyme/substrat). Ainsi, les inhibiteurs qui miment cet état de transition sont capables 

d͛iŶhiďeƌàdeàŵaŶiğƌeàspĠĐifiƋueàlesàaŵiŶopeptidasesàeŶàĠtaďlissaŶtàplusieuƌsàliaisoŶsàhǇdƌogğŶesàetà

électrostatiques avec le site actif des enzymes (Lejczak et al., 1993; Dive et al., 2000; Georgiadis et al., 

2000). 

Les inhibiteurs possédant un groupement chélatant le zinc ciblent un ou plusieurs sous-sites du site 

aĐtifàdeà l͛eŶzǇŵeàetà lieŶtà leàziŶĐàpaƌà leuƌàgƌoupeŵeŶtàĐhĠlataŶtà (Roques and Fournie-Zaluski, 1986; 

Thorsett and Wyvratt, 1987).  

Les inhibiteurs des aminopeptidases sont soit, des composés naturels issus de micro-organismes, soit 

des composés synthétisés pour inhiber spécifiquement et sélectivement une enzyme donnée. Parce 

Ƌu͛ilsàoŶtàĠtĠà ĐoŶçusàd͛apƌğsà leà siteàaĐtifàdeà l͛eŶzǇŵeàĐiďlĠe,à lesà iŶhiďiteuƌsà sǇŶthĠtiƋuesà soŶtàplusà

spécifiques et surtout plus sélectifs que les inhibiteurs naturels. 

i.  Les inhibiteurs naturels  

LaàŵajoƌitĠàdesàŵolĠĐulesàŶatuƌelles,àiŶhiďitƌiĐesàd͛aŵiŶopeptidases,àoŶtàĠté isolées à partir de milieux 

de culture de différentes variétés de Streptomyces (Ollis and East, 1964; Umezawa, 1976; Aoyagi et al., 

1978b, 1986, 1990; Yoshida et al., 1990).àOŶtàĠtĠàŶotaŵŵeŶtà isolĠesà laàďestatiŶe,à l͛aŵastatiŶe,à laà

pƌoďestiŶe,àl͛aƌphaŵĠŶiŶeàetàl͛actinonine (Figure 6). 
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Figure 6 : Inhibiteurs naturels spécifiques d'aminopeptidases monozincs issus de micro-organismes. 

 

La bestatine ((2R,3R) 3-amino-2hydroxy-4-phénylbutanoyl-leucine)) a été la première molécule 

identifiée (Umezawa, 1976).àCetàiŶhiďiteuƌàpossğdeàuŶàpouǀoiƌàiŶhiďiteuƌàd͛eŶǀiƌoŶàϮϬϬàµMàpouƌàl͛áPáà

etàdeàϱàµMàsuƌàl͛áPN,àĐeàƋuiàleàƌeŶdàpeuàaffiŶàetàpeuàsĠleĐtif.àIlàpossğdeàdesàaĐtiǀitĠsàaŶtituŵoƌalesàetà

immunomodulatrices (Umezawa, 1976) qui seƌaieŶtà duesà ăà soŶà iŶhiďitioŶà deà l͛aŵiŶopeptidaseàWà

(APW), aminopeptidase spécifique des tryptophanes (Trp) (Tieku and Hooper, 1992). 

L͛aŵastatiŶeà;;Ϯ‘,àϯ‘Ϳàϯ-amino-2hydroxy-methylhexanoy-Val-Val-Asp) (Aoyagi et al., 1978b) possède 

uŶàpouǀoiƌàiŶhiďiteuƌàsuƌàl͛áPáàdeàϴàµMàetàdeàϬ,ϮàµMàsuƌàl͛áPNàetàlaàLTáϰHà(Ahmad and Ward, 1990) 

ce qui en fait également un inhibiteur peu spécifique et peu sélectif des aminopeptidases. 

L͛aĐtiŶoŶiŶeà;;‘Ϳàϯ-(N-hydroxy)carboxyamido-pentylpropanoyl-val-prolinol) (Ollis and East, 1964) est 

uŶàhǇdƌoǆaŵateàplusàaĐtifàsuƌàl͛áPNà;IC50 =àϮàµMͿàƋueàsuƌàl͛áPá (IC50 = 50-ϭϬϬàµMͿàouàl͛áPWà;IC50 > 1 

mM) (Tieku and Hooper, 1992),à Đeà Ƌuià leà ƌeŶdà plusà sĠleĐtifà pouƌà l͛áPNà ŵaisà toutà deà ŵġŵeà peuà

spécifique. 

La probestine ((2S, 3R) 3-amino-2hydroxy-4-phénylbutanoyl-leucine-proline-proline) correspond à la 

bestatine-proline-proline (bestatine-Pro-Pro) (Aoyagi et al., 1990; Yoshida et al., 1990). Il possède un 

pouvoir iŶhiďiteuƌàsuƌàl͛áPNàdeàϬ,ϬϱàµMàetà>àϱµMàsuƌàl͛áPáàetàl͛áPW.àIlàĐoŶstitueàaiŶsiàuŶàiŶhiďiteuƌà

ƌelatiǀeŵeŶtàspĠĐifiƋueàetàsĠleĐtifàdeàl͛áPNà(Tieku and Hooper, 1992). 
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L͛aƌphaŵĠŶiŶeà Bà ;aƌgiŶiŶe-cétométhylène-D-Tyrosine) (Aoyagi et al., 1986) possède un pouvoir 

inhibiteur de 0,3 µM sur la Leucine-áŵiŶopeptidaseà;LáP,àECàϯ.ϰ.ϭϭ.ϭͿàetà>àϲàµMàsuƌàl͛áPBàĐeàƋuiàeŶà

faitàuŶàiŶhiďiteuƌàd͛áPBàplutƀtàsĠleĐtifàdeàlaàLáPàŵaisàpeu spécifique (Ahmad and Ward, 1990). 

áuà seiŶà deà l͛áPN,à laà ďestatiŶeà Ŷeà seà lie pas comme un inhibiteur du complexe de Michaelis. Le 

groupement phénylbutanoyl vient se placer au fond du sous-site S1. Ses groupements amino, 

ĐaƌďoŶǇleàoǆǇgğŶeàetàα-hǇdƌoǆǇleàiŶteƌagisseŶtàaǀeĐàl͛áPNàǀiaàleàsolǀaŶt.àLeàgƌoupeŵeŶtàĐaƌďoǆǇlateà

C-terminal liďƌeàdeàsaàleuĐiŶeà;LeuͿàĐooƌdiŶeàleàziŶĐàetàuŶeàŵolĠĐuleàd͛eauàtaŶdisàƋueàlaàĐhaîŶeàlatĠƌaleà

de cette Leu interagit avec le sous-siteà“ϭ͛à(Wong et al., 2012). 

 

ii. Les inhibiteurs synthétiques 

Lesà pƌeŵieƌsà iŶhiďiteuƌsà sǇŶthĠtiƋuesà d͛aŵiŶopeptidasesà dĠǀeloppĠsà fuƌeŶtà dĠƌiǀĠsà d͛iŶhiďiteuƌsà

Ŷatuƌels,àĐoŵŵeàĐeuǆàdĠƌiǀĠsàdeàlaàďestatiŶe,àdaŶsàl͛oďjeĐtifàd͛aŵĠlioƌeƌàĐesàphaƌŵaĐophoƌes. Ainsi, 

leà faitàd͛aǀoiƌàajoutĠàuŶàƌĠsiduàaƌgiŶiŶeà ;áƌgͿàeŶàpositioŶàPϯ͛àdeà laàďestatiŶeàaàpeƌŵisàd͛oďteŶiƌàuŶà

composé, bestatine-L-Arg-áĐOH,àaǇaŶtàuŶàpouǀoiƌàiŶhiďiteuƌàsuƌàl͛áPNàdeàϮ.ϭàŶM,àleàƌeŶdaŶtàϭϬϬàfoisà

plus affin que la bestatine (Shimamura et al., 1984).à D͛autƌesà Ġtudesà oŶtà ŵoŶtƌĠà Ƌueà suďstitueƌà

l͛hǇdƌoǆǇleàdeàlaàďestatiŶeàsoit,àpaƌàuŶàthiol,àŶ͛aŵĠlioƌaitàpasàl͛iŶteƌaĐtioŶàaǀeĐàleàziŶĐà(Gordon et al., 

1988; Ocain and Rich, 1988) soit, par une amine, entraînait une chute du pouvoir inhibiteur vis-à-vis 

deàl͛áPN,àl͛áPBàetàlaàLáPà(Herranz et al., 1992). 

Laà ĐoŶĐeptioŶà ƌatioŶŶelleà d͛iŶhiďiteuƌsà sǇŶthĠtiƋuesà està issueà desà ĐoŶŶaissaŶĐesà aĐƋuisesà suƌà laà

spécificité des sous-sitesàduàsiteàaĐtifàdeàl͛eŶzǇŵeàetàŶotaŵŵeŶtàĐelleàduàsous-site S1. En effet, ce sous-

site accueille le résidu N-terminal du peptide à hydƌolǇseƌ,àappelĠàPϭ.àáiŶsi,àl͛iŶhiďiteuƌàĐoŶçuàsuƌàlaà

ďaseàduàƌĠsiduàPϭ,àspĠĐifiƋueàdeàl͛eŶzǇŵeàĐiďlĠe,àdoitàpossĠdeƌàuŶeàaŵiŶeàN-terminale libre pour être 

reconnu par une aminopeptidase et doit posséder un groupement capable de chélater le zinc. Ce 

groupement peut se comporter soit comme un monodentate (thiol ou carboxylate, dont un seul atome 

va interagir avec le zinc) , soit comme un bidentate (hydroxamate ou phosphonate, dont deux atomes 

vont interagir avec le zinc) (Matthews, 1988) (Figure 7).   

 

Figure 7 : Représentation des différents chélatants du zinc (mododentate ou bidentate). 
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Ainsi ont pu être développés des inhibiteurs comme le 1,5-diaminopentane-1-thiol (Lysine-thiol 

,LǇs“HͿàpouƌàl͛áPBà(Ocain and Rich, 1987), le 2-amino-4-(methylthio)butane-1-thiol (Méthionine-thiol, 

MetSH, PC18) (Réaux et al., 1999) et le 1-amino-2-phenylethane-1-thiol (Phénylalanine-thiol, PheSH) 

(Gros et al., 1988) pouƌàl͛áPNàouàl͛aĐideà4-amino-4-mercaptobutanoique (Glutamate-thiol, GluSH) pour 

l͛áPáàetàl͛áPNà(Wilk and Thurston, 1990) (Tableau II). 

 

Tableau II : inhibiteurs synthétiques thiolés d'aminopeptidases monozincs. 

 

áfiŶàdeàpouǀoiƌàl͛utiliseƌàin vivo,àleàgƌoupeŵeŶtàthiolàpeutàġtƌeàpƌotĠgĠàdeàlaàdĠgƌadatioŶàpaƌàl͛ajoutà

d͛uŶàgƌoupeŵeŶtàĐaƌďoǆaŵidophĠŶǇleà(Gros et al., 1988). Aussi et afin de passer la barrière hémato-

encéphalique (BHE), le groupement thiol peut être oxydé. Il en résulte une molécule formée de deux 

ŵoŶoŵğƌesàd͛iŶhiďiteuƌsàƌeliĠsàpaƌàuŶàpoŶtàdisulfuƌe,àĐapaďleàdeàƌeŶtƌeƌàdaŶsà leàĐeƌǀeauà (Fournié-

Zaluski et al., 1992a, 1992b). 

Enfin, ces inhibiteurs ciblant le sous-siteà“ϭàdeàl͛eŶzǇŵeàetàĐhĠlataŶtàleàziŶĐàpeuǀeŶtàseƌǀiƌàdeàďaseàpouƌà

l͛ĠtudeàdesàƌĠsidusàPϭ͛àetàPϮ͛àƋuiàĐiďleŶtàlesàsous-sitesà“ϭ͛àetà“Ϯ͛àƌespeĐtiǀeŵeŶt.àL͛ajoutàdeàĐesàƌĠsidusà

peƌŵetàd͛augŵeŶteƌàlaàspĠĐifiĐitĠàetàlaàsĠleĐtiǀitĠàdesàiŶhiďiteuƌsàpouƌàl͛eŶzǇŵeàĐiďleàĐoŵŵeàĐ͛estàleà

Đasàpouƌàl͛áPáà(David et al., 1997, 1999). 
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b) LesàiŶhiďiteuƌsàsǇŶthĠtiƋuesàdeàl͛aŵiŶopeptidaseàá 

“aĐhaŶtà Ƌueà l͛áPáà hǇdƌolǇseà spĠĐifiƋueŵeŶtà lesà ƌĠsidusà N-terminaux acides des peptides, les 

pƌeŵiğƌesàĠtudesàdeàdĠǀeloppeŵeŶtàd͛iŶhiďiteuƌàseàsoŶtàfoĐalisĠesàsuƌàl͛ajoutàd͛uŶàgƌoupeŵeŶtàthiolà

suƌà leà ĐaƌďoǆǇlateà αà deà l͛áspà ouà duàGluà doŶŶaŶtà ŶaissaŶĐeà ăà l͛ásp-thiol (AspSH, Acide 3-amino-3-

mercaptopropanoïque) et au glutamate-thiol (GluSH) (Wilk and Thurston, 1990). Leur pouvoir 

iŶhiďiteuƌàsuƌàl͛áPáàestàƌespeĐtiǀeŵeŶtàdeàϭ,ϮàµMàetàϬ,ϰàµMàŵaisàilsàiŶhiďeŶtàĠgaleŵeŶtàl͛áPNàaǀeĐà

une affinité micromolaire (similaire dans le cas du GluSH). Ils sont donc des inhibiteurs peu spécifiques 

etàpeuàsĠleĐtifsàdeàl͛áPáà(Wilk and Thurston, 1990). 

Les études suivantes ont cherché à explorer le sous-site S1 en développant des inhibiteurs présentant 

un résidu P1 et un thiol chélatant le zinc (Chauvel et al., 1994a, 1994b). Elles se sont appuyées sur le 

faitàƋueàl͛áPáàhǇdƌolǇseàpƌĠfĠƌentiellement les résidus acides mais aussi au fait que le GluNA est mieux 

hǇdƌolǇsĠàƋueàl͛áspNá.àCeĐiàsoulğǀeàlesàƋuestioŶsàdeàl͛iŶflueŶĐeàdeàlaàloŶgueuƌàdeàlaàĐhaîŶeàlatĠƌaleàduà

résidu P1, de la position de la fonction acide sur cette chaîne latérale et deà l͛augŵeŶtatioŶà deà laà

polarité de la chaîne latérale du résidu P1 sur le pouvoir inhibiteur. Ainsi, en faisant varier la nature de 

la chaîne latérale du résidu P1 (aromatique, alicyclique, aliphatique ramifiée) et la position de la 

foŶĐtioŶàaĐideà suƌà l͛iŶhibiteur, différentes séries de composés ont été synthétisées. Ils ont ensuite 

comparé le pouvoir inhibiteur de ces composés avec celui du GluSH et comparé la sélectivité de ces 

ĐoŵposĠsàpouƌàl͛áPáàǀis-à-ǀisàdeàl͛áPN.àCesàŵolĠĐulesàŶ͛oŶtàpasàpƌĠseŶtĠàuŶàpouvoir inhibiteur sur 

l͛áPáàsupĠƌieuƌàăàĐeluiàduàGlu“H.àNĠaŶŵoiŶs,àleàfaitàdeàsuďstitueƌàlaàfoŶĐtioŶàĐaƌďoǆǇlateàduàGlu“Hàpaƌà

uŶeàfoŶĐtioŶàsulfoŶate,àplusàpolaiƌe,àaàpeƌŵisàd͛augŵeŶteƌàlaàsĠleĐtiǀitĠàdeàĐeàĐoŵposĠ,àl͛ECϯϯà;;“Ϳàϯ-

amino-4-mercaptobutanesulfonateͿ,àd͛uŶàfaĐteuƌàϭϬϬàpouƌàl͛áPáà;Kià=àϮϵϬàŶMͿàpaƌàƌappoƌtàăàl͛áPNà;Kià

= 25000 nM) (Chauvel et al., 1994a, 1994b). 

áfiŶàd͛aŵĠlioƌeƌàleàpouǀoiƌà iŶhiďiteuƌàdesàĐoŵposĠsàthiolĠs,àaŶaloguesàduàƌĠsiduàPϭ,à lesàĠtudesàoŶtà

cherché à augmenter les interactions APA/inhibiteur en développant, par chimie combinatoire, des 

ŵolĠĐulesàĐapaďlesàd͛iŶteƌagiƌàaǀeĐàlesàsous-sitesà“ϭ,à“ϭ͛àetà“Ϯ͛àdeàl͛eŶzǇŵeà(David et al., 1997, 1999). 

Ces deux études ont développé des inhibiteurs pseudo-tripeptidiques à partir de dérivés sulfonamides 

(SO2NH2Ϳà età ĐaƌďoǆǇlatesà ;COOHͿà ĐouplĠsà ăà laà ĐhaîŶeà latĠƌaleà d͛uŶeà sous-uŶitĠà α-mercapto-β-

aminoacyl. A cette chaîne sont couplés des dipeptides optimisés pour interagir avec les sous-sitesà“ϭ͛à

età“Ϯ͛àdeàl͛áPá. Les meilleurs composés sont ceux possédant un Glu sulfonamidé en position P1, un 

ƌĠsiduàhǇdƌophoďeàeŶàpositioŶàPϭ͛à;tǇƌosiŶeà;TǇƌͿàouàisoleuĐiŶeà;IleͿͿàetàuŶàƌĠsiduàĐhaƌgĠàŶĠgatiǀeŵeŶtà

eŶàpositioŶàPϮ͛à;uŶàáspàouàuŶàdĠƌiǀĠàd͛áspàĐoŵŵeàlaàĐaƌďoǆǇpƌoliŶeͿàdoŶtàl͛affiŶitĠàsuƌàl͛áPáàestàdeà

l͛oƌdƌeàduàsuďŶaŶoŵolaiƌeàăàŶaŶoŵolaiƌeàetàsuƌàl͛áPNàdeàϮϬϬàŶMàăàplusàdeàϭϬàµMà(David et al., 1997, 

1999). Ainsi, ces études ont permis de développer des inhibiteurs spécifiques et hautement sélectifs 
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deàl͛APA (Tableau III). Cependant, leur inefficacité in vivo aàŶĠĐessitĠàdeàpouƌsuiǀƌeàlaàƌeĐheƌĐheàd͛uŶà

iŶhiďiteuƌàăàlaàfoisàpuissaŶtàetàsĠleĐtifàdeàl͛áPáàaĐtifàin vivo.  

ToujouƌsàdaŶsàl͛oďjeĐtifàd͛aŵĠlioƌeƌàlaàspĠĐifiĐitĠàd͛iŶhiďiteuƌsàdĠƌiǀĠs deàl͛ECϯϯ,àlesàétudes ont cherché 

ăàdĠǀeloppeƌàuŶàiŶhiďiteuƌàpossĠdaŶtàuŶàgƌoupeŵeŶtàĐhiŵiƋueàĐapaďleàd͛iŶteƌagiƌàaǀeĐàleàsous-site 

“ϭ͛à deà l͛áPá.à áiŶsià l͛ajoutà d͛uŶà gƌoupeà phĠŶǇlheǆaŶeà ;CH2CH2-phĠŶǇlͿà eŶà αà duà thiolà aà peƌŵisà deà

développer un composé, le NI929 (acide (3S,4S)-3-amino-4-mercapto-6-phényl-hexane-1-sulfonique), 

doŶtàleàpouǀoiƌàiŶhiďiteuƌàsuƌàl͛áPáàestàdeàϯϬàŶM,àĐeàƋuiàaugŵeŶteàsoŶàaffiŶitĠàpouƌàl͛eŶzǇŵeàd͛uŶà

faĐteuƌàϭϬàpaƌàƌappoƌtàăàl͛ECϯϯà(Inguimbert et al., 2005) (Tableau III).àDesàĠtudesàsoŶtàaujouƌd͛huiàeŶà

ĐouƌsàpouƌàĠǀalueƌàl͛effiĐaĐitĠàduàNI929 in vivo.   

UŶeàautƌeàstƌatĠgieàdeàdĠǀeloppeŵeŶtàd͛iŶhiďiteuƌsàaàĠtĠàdeàĐiďleƌàl͛ĠtatàdeàtƌaŶsitioŶàdeàl͛eŶzǇŵe.àEŶà

substituant le groupement carboǆǇlateà liďƌeà eŶà αà d͛uŶà áspà ouà d͛uŶà Gluà paƌà uŶà gƌoupeŵeŶtà

phosphonate (PO3H2Ϳ,àilàaàĠtĠàpossiďleàdeàdĠǀeloppeƌàdesàŵolĠĐulesàĐapaďlesàdeàŵiŵeƌàl͛iŶteƌŵĠdiaiƌeà

tĠtƌaĠdƌiƋueà deà l͛Ġtatà deà tƌaŶsitioŶà età aiŶsià iŶhiďeƌà lesà aŵiŶopeptidasesà ŵoŶoziŶĐsà doŶtà

l͛aŵiŶopeptidaseàNàŵaisàaǀeĐàuŶeàfaiďleàaffiŶitĠà;Kià>àϭϬàµMͿà(Lejczak et al., 1993).àDuàfaitàƋueàl͛áPáà

aità uŶeà spĠĐifiĐitĠà deà suďstƌatà plusà iŵpoƌtaŶteà pouƌà leà Gluà Ƌueà l͛ásp,à l͛iŶhiďiteuƌ glutamate-

phosphonate (GluPO3H2ͿàaàĠtĠàĠǀaluĠàpouƌàsaàĐapaĐitĠàăàiŶhiďeƌàl͛áPá.à“oŶàpouǀoiƌàiŶhiďiteuƌàestàdeà

ϴϮàŶMàĐeàƋuiàeŶàfaitàuŶàiŶhiďiteuƌàhauteŵeŶtàspĠĐifiƋueàetàsĠleĐtifàdeàl͛áPáà(Vazeux et al., 1997). Une 

autƌeàĠtudeàaàĐheƌĐhĠàăàdĠǀeloppeƌàleàpoteŶtielàdesàiŶhiďiteuƌsàphosphĠŶiƋuesàdeàl͛aŵiŶopeptidaseàáà

en augmentant les inteƌaĐtioŶsàeŶtƌeàl͛eŶzǇŵeàetàl͛iŶhiďiteuƌàpaƌàl͛ajoutàdeàƌĠsidusàeŶàpositioŶàPϭ͛àetà

PϮ͛àdeàl͛iŶhiďiteuƌàĐapaďleàdeàlieƌàlesàsous-sitesà“ϭ͛àetà“Ϯ ͚àdeàl͛áPáà(Dive et al., 2000; Georgiadis et al., 

2000).àáiŶsiàĐetteàĠtudeàaàpeƌŵisàdeàŵettƌeàĠǀideŶĐeàuŶàŶouǀelàiŶhiďiteuƌàdeàl͛áPá,àleàGlu-Ψ;PO2-CH2)-

Leu-ála,àpƌĠseŶtaŶtàuŶeàaffiŶitĠàsuďŶaŶoŵolaiƌeàpouƌàl͛áPáà;Kià=Ϭ,ϴàŶMͿàetàuŶeàgƌaŶdeàsĠleĐtiǀitĠ vis-

à-ǀisàdeàl͛áPNà;Kià>àϯϱϬϬϬàŶMͿ (Georgiadis et al., 2000) (Tableau III). Néanmoins, la capacité de ces 

iŶhiďiteuƌsàăàiŶhiďeƌàl͛áPáàin vivo Ŷ͛aàpasàĠtĠàdĠŵoŶtƌĠe.àà 



35 
 

 

Tableau III : IŶhiďiteuƌsàsǇŶthĠtiƋuesàdeàl'áPá,àaŶaloguesàduàĐoŵpleǆeàdeàMiĐhaelisàouàdeàl͛Ġtatàdeà
transition, ciblant soit le sous-site S1, soit les sous-sitesà“ϭàetà“ϭ͛,àsoitàles sous-sitesà“ϭ,à“ϭ͛àetà“Ϯ͛àdeà
l͛eŶzǇŵe. 
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IV) EǆpƌessioŶ tissulaiƌe et Đellulaiƌe de l’APA 

 

1) A la périphérie 

L͛áPáàestàfoƌteŵeŶtàeǆpƌiŵĠeàăàlaàpĠƌiphĠƌie,àŶotaŵŵeŶtàdaŶsàleàƌeiŶàetàl͛iŶtestiŶàgƌġleàƋuiàoŶtàseƌǀià

de sources pour de nombreuses études de purificatioŶàdeàl͛eŶzǇŵe. 

EŶà effet,à leà ƌeiŶà aà seƌǀià ăà puƌifieƌà l͛áPáà daŶsà plusieuƌsà espğĐesà Đoŵŵeà leà ƌat,à laà souƌisà ouà leà poƌĐà

(Glenner and Folk, 1961; Danielsen et al., 1980; Assmann et al., 1992; Hesp and Hooper, 1997). Dans 

leàƌeiŶ,àlaàplusàgƌaŶdeàƋuaŶtitĠàd͛áPáàdĠteĐtĠeàpaƌàiŵŵuŶohistoĐhiŵieàouàpaƌàdĠteĐtioŶàd͛aĐtiǀitĠàse 

trouve dans les glomérules et les cellules épithéliales de la bordure en brosse du tubule contourné 

proximal (Glenner and Folk, 1961; Lojda and Gossrau, 1980; Kugler, 1981; Stefanovic et al., 1991; L. 

Song et al., 1994).àL͛utilisatioŶàd͛uŶàaŶtiĐoƌpsàspĠĐifiƋueàetàsĠleĐtifàdeàl͛áPáà(L. Song et al., 1994), ainsi 

que la mesure de son activité enzymatique en présence ou en absence d͛ECϯϯààoŶtàpeƌŵisàdeàdĠtailleƌà

laàdistƌiďutioŶàdeàl͛áPáàleàloŶgàduàŶĠphƌoŶàdeàƌatà(Hus-Citharel et al., 1999). Ainsi, dans le néphron, 

l͛aĐtiǀitĠàáPáàestàplusàiŵpoƌtaŶteàauàŶiǀeauàĐoƌtiĐalàƋueàŵĠdullaiƌe.àCeàgƌadieŶtàĐoƌtiĐo-médullaire de 

la distriďutioŶàdeàl͛áPáàestàsupeƌposaďleàăàĐeluiàdesàƌĠpoŶsesàĐalĐiƋuesàiŶduitesàpaƌàl͛áŶgàIIàetàl͛áŶgàIIIà

etàăàĐeuǆàdesàdistƌiďutioŶsàƌĠŶalesàdeàl͛ECáà(Marchetti et al., 1987) etàdesàƌĠĐepteuƌsàdeàl͛aŶgioteŶsiŶeà

II de type I (AT1) (L. Song et al., 1994). 

L͛iŶtestiŶàgƌġleàestàleàseĐoŶdàoƌgaŶeàpƌĠseŶtaŶtàuŶeàfoƌteàeǆpƌessioŶàdeàl͛áPá,àŶotaŵŵeŶtàauàŶiǀeauà

deàlaàďoƌduƌeàeŶàďƌosseàdesàŵiĐƌoǀillositĠsàdeàl͛iŶtestiŶàoùàelleàƌepƌĠseŶteàϰ%àdesàpƌotĠiŶesàtotales 

(Benajiba and Maroux, 1980; Lojda and Gossrau, 1980; Mentzel et al., 1996).àáuàseiŶàdeàl͛intestin, la 

plus forte activité APA se trouve au niveau du jéjunum (Lojda and Gossrau, 1980). 

L͛áPáàestàĠgaleŵeŶtàeǆpƌiŵĠeàdaŶsàl͛eŶdothĠliuŵàdeàplusieuƌsàoƌgaŶesàĐoŵŵeàleàpouŵoŶ,àoùàsoŶà

activité est la plus forte, (Huang et al., 1994), les glandes surrénales (Del Vecchio et al., 1980),leàĐœuƌà

(Li et al., 1993).àáuàŶiǀeauàĐellulaiƌe,à l͛áPáàestàeǆpƌiŵĠeàdaŶsà lesàhĠpatoĐǇtesà (Lojda and Gossrau, 

1980), les cellules réticulaires corticales du thymus (Gossrau et al., 1987),à lesàĐellulesàβàdesà îlotsàdeà

Langerhans (Härdtner et al., 2013) età daŶsà l͛ĠpithĠliuŵà desà ĐaŶauǆà iŶteƌloďulaiƌesà paŶĐƌĠatiƋuesà

(Glenner and Folk, 1961; Lojda and Gossrau, 1980).  

 

 

 



37 
 

2) Au niveau central 

DaŶsàleàĐeƌǀeauàdeàƌat,àilàaàĠtĠàpossiďleàd͛ĠtaďliƌàlaàdistƌiďutioŶàdeàl͛áPáàeŶàŵesuƌaŶtàsoŶàaĐtiǀitĠàeŶà

pƌĠseŶĐeàouàeŶàaďseŶĐeàdeàl͛ECϯϯàdaŶsàdesàŶoǇauǆàĐĠƌĠďƌauǆàŵiĐƌodissĠƋuĠsàsuƌàdesàĐoupesàfƌoŶtalesà

de cerveau de rat congelées (Zini et al., 1997). Ainsi, les activités APA les plus fortes se trouvent dans 

l͛oƌgaŶeàǀasĐulaiƌeàdeà laà lamina terminalis ;OVLTͿ,à l͛oƌgaŶeàsuďfoƌŶiĐalà ;“FOͿ,à l͛ĠŵiŶeŶĐeàŵĠdiaŶe,à

l͛aƌeaàpostƌeŵa,àl͛hǇpophǇseàaŶtĠƌieuƌeàetàpostĠƌieuƌe,àleàŶoǇauàaƌƋuĠàetàleàŶoǇauàsupƌaoptiƋue.àDaŶsà

le noyau du tractus solitaire (NTS) et le noyau paraventriculaire on retrouve une activité APA modérée. 

L͛aĐtiǀitĠàáPáàseàƌetƌouǀeàdaŶsàdesàstƌuĐtuƌesàĐĠƌĠďƌalesàiŵpliƋuĠesàdaŶsàleàĐoŶtƌƀleàdeàlaàpƌessioŶà

aƌtĠƌielle,àdaŶsàlaàpƌiseàdeàďoissoŶàouàdaŶsàlaàsĠĐƌĠtioŶàd͛hoƌŵoŶesàhǇpophǇsaiƌes.àDeàplusàilàeǆisteà

uŶeàsupeƌpositioŶàeŶtƌeàlaàdistƌiďutioŶàdeàl͛aĐtivité APA, la localisation des terminaisons des neurones 

angiotensinergiques et la distribution des récepteurs AT1 (Figure 8).àCeĐiàsuggğƌeàƋueàl͛áPáàseƌaitàuŶà

composant du système rénine-angiotensine (SRA) cérébral et serait impliquée dans le contrôle de la 

pression artérielle, du comportement dipsique et des fonctions neuroendocrines. 
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Figure 8 : Distribution de l'APA dans le cerveau de rat (Marc et al,. 2011). 

A) VoiesàaŶgioteŶsiŶeƌgiƋuesàdaŶsàleàĐeƌǀeauàdeàƌat,àaiŶsiàƋueàlesàdiffĠƌeŶtsàsitesàd͛aĐtioŶsàdesàáŶgàIIàetà
Ang III cérébrales et les trois différents mécanismes suivant lesquels les angiotensines cérébrales 

pouƌƌaieŶtàaugŵeŶteƌàlaàpƌessioŶàaƌtĠƌielleà;“ĠĐƌĠtioŶàd͛áVPàdaŶsàlaàĐiƌĐulatioŶàsaŶguiŶe,àaĐtiǀatioŶàdeà
l͛aĐtiǀitĠàdesàpƌoŵotoŶeuƌoŶesàdaŶsàlaàŵĠdullaàƌostƌoǀeŶtƌolatĠƌaleàetàiŶhiďitioŶàduàďaƌoƌĠflğǆeàdaŶsà
le noyau du tractus solitaire). 

B) Distribution des ARNms des récepteurs AT1a, AT1b et AT2 dans le cerveau de rat (Zini et al., 1997).  

C) DistƌiďutioŶàdeàl͛aĐtiǀitĠàeŶzǇŵatiƋueàdeàl͛áPáàdaŶsàleàĐeƌǀeauàdeàƌatà(Lenkei et al., 1997). 

Abbréviations : ARC, noyau arqué ; AT1, récepteur des angiotensines de type 1 ; AT2, récepteur des 

angiotensines de type 2 ; AVP, arginine-vasopressine ; IO, olive inférieure ; LS, septum latéral ; LC, locus 

Đœƌelus ; LNR, noyau réticulé latéral ; MeA, noyau amygdaloïde médial ; ME, éminence médiane ; MED, 

noyau cérébelleux médial ; MG, complexe géniculé médial ; MPO, noyau préoptique médial ; MnPO, noyau 

préoptique médian ; NTS, noyau du tractus solitaire ; OVLT, organe vasculaire de la lamina terminalis ; Pir, 

cortex piriforme ; Ppit, hypophyse postérieure ; PV, noyau périventriculaire ; PVN, noyau paraventriculaire 

deàl͛hǇpothalaŵus ; R, noayu rouge ; RVLM, médulla rostroventrolatérale ; SFO, organe subfornical ; SON, 

noyau supraoptique ; Sth, noyau subthalamique ; Th, thalamus ; XII, noyau hypoglossal. 

 

Chezà l͛Hoŵŵe,à laàdistƌiďutioŶàĐĠƌĠďƌaleàdeà l͛áPáàestàsiŵilaiƌeàăàĐelleàduàƌat.àOŶàƌetƌouǀeàuŶe forte 

aĐtiǀitĠàdeàl͛eŶzǇŵeàauàŶiǀeauàdesàpleǆusàĐhoƌoïdesàetàdeàlaàglaŶdeàpiŶĠale.àUŶeàaĐtiǀitĠàáPáàaàaussià

été détectée dans le NTS, le septum, le bulbe olfactif, le cortex préfrontal, le noyau accubens et 

l͛hǇpothalaŵus,àauàŶiǀeauàdesàŶoǇauǆàpaƌaǀeŶtƌiculaire et supraoptique. Au sein de ces structures on 
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observe également une expression des récepteurs des angiotensines et des terminaisons des neurones 

aŶgioteŶsiŶeƌgiƋues.à Noŵďƌeà deà Đesà stƌuĐtuƌesà soŶtà iŵpliƋuĠesà daŶsà laà ƌĠgulatioŶà deà l͛ĠƋuiliďƌeà

hydriqueàetàdeàlaàpƌessioŶàaƌtĠƌielleàpaƌàuŶeàaĐtioŶàdeàl͛áŶgàII/àáŶgàIIIàsuƌàleàĐoŶtƌƀleàdeàlaàsĠĐƌĠtioŶàdeà

ǀasopƌessiŶeà;áVPͿàdaŶsàl͛hǇpothalaŵus,àduàďaƌoƌĠfleǆeàauàŶiǀeauàduàNT“àetàdeàl͛aĐtiǀitĠàsǇŵpathiƋueà

au niveau de la médulla ventrolatérale (de Mota et al., 2008). En utilisant un anticorps spécifique et 

sĠleĐtifàdeàl͛áPáà(L. Song et al., 1994),àilàaàĠtĠàpossiďleàdeàdĠŵoŶtƌeƌàĐhezàl͛Homme une localisation 

neuƌoŶaleàetàaussiàǀasĐulaiƌeàdeà l͛áPáàdaŶsàleàNT“,à leàŶoǇauàdoƌsalàǀague,à l͛hǇpoglosseàetà leàŶoǇauà

ambigu (de Mota et al., 2008). Ces structures de la médulla oblongata sont impliquées dans le contrôle 

autonome de la pressioŶà aƌtĠƌielle,à ŶotaŵŵeŶtà auà Ŷiǀeauà duà ďaƌoƌĠfleǆeà età deà l͛iŶŶeƌǀatioŶà

sǇŵpathiƋue.àCesàstƌuĐtuƌesàeǆpƌiŵeŶtàaussiàl͛á‘NŵàdesàƌĠĐepteuƌsàáTϭ,àdesàsitesàdeàliaisoŶsàdeàl͛áŶgà

IIà età deà l͛áŶgà IIIà aiŶsià Ƌueà desà teƌŵiŶaisoŶsà desà ŶeuƌoŶesà aŶgioteŶsiŶeƌgiƋuesà (Allen et al., 1988; 

MacGregor et al., 1995).à Cesà doŶŶĠesà ƌeŶfoƌĐeŶtà l͛hǇpothğseà Ƌueà l͛áPáà pouƌƌaità ġtƌeà uŶà desà

composants du SRA cérébral et être impliquée dans la régulation de la pression artérielle. 
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Chapitre 3 : Le système rénine-angiotensine cérébral 

 

Comme à la périphérie, le SRA cérébral se compose des mêmes éléments, à savoir une cascade 

eŶzǇŵatiƋueàd͛hǇdƌolǇseàeŶàƋuatƌeàĠtapesàdeàl͛aŶgioteŶsiŶogğŶeàƋuiàdoŶŶeàŶaissaŶĐeàsuĐĐessiǀeŵeŶtà

ăàl͛aŶgioteŶsiŶeàIà;áŶgàIͿ,àl͛aŶgioteŶsiŶeàIIà;áŶgàIIͿ,àl͛aŶgioteŶsiŶeàIIIà;áŶgàIIIͿàetàl͛aŶgioteŶsiŶeàIVà;áŶgà

IVͿ.àChaƋueàĠtapeàd͛hǇdƌolǇseàestàeffeĐtuĠeàpaƌàuŶeàeŶzǇŵeàspĠĐifiƋueàƋueàsoŶtàsuĐĐessiǀeŵeŶtàlaà

ƌĠŶiŶe,àl͛eŶzǇŵeàdeàĐoŶǀeƌsioŶàdeàl͛aŶgioteŶsiŶeà;ECáͿ,àl͛aŵiŶopeptidaseàáà;áPáͿàetàl͛aŵiŶopeptidaseà

N (APN). Enfin,àlesàƌĠĐepteuƌsàdeàl͛aŶgioteŶsiŶeàII/IIIàdeàtǇpeàϭà;áTϭͿàetàdeàtǇpeàϮà;áTϮͿàsoŶtàĠgaleŵeŶtà

présents (Phillips, 1987; Allen et al., 1992; Saavedra, 1992; Lenkei et al., 1997; Ferguson, 2009) (Figure 

9). 

LesàĐoŵposaŶtsàduà“‘áàpĠƌiphĠƌiƋueàŶ͛iŶteƌagisseŶtàpasàaǀeĐàĐeuǆàduàsǇstğŵeàĐérébral puisque ni la 

rénine, ni les angiotensines circulantes ne peuvent pénétrer dans le cerveau (Ganten et al., 1976; Fei 

et al., 1982). Ainsi, nous devons différencier les régions cérébrales séparées de la périphérie par la BHE 

et les organes circumventriculaires qui se trouvent en dehors de cette barrière. En effet ceux-ci, 

Đoŵŵeà l͛oƌgaŶeà suďfoƌŶiĐal,à l͛oƌgaŶeà ǀasĐulaiƌeà deà laà lamina terminalis età l͛aƌeaà postƌeŵa,à

contiennent des capillaires fenêtrés qui permettent des échanges avec la circulation sanguine (McAllen 

et al., 1990). Ainsi, dans certaines conditions physiopathologiques telles que la déshydratation, 

l͛augŵeŶtatioŶàdesàtauǆàd͛áŶgàIIàĐiƌĐulaŶteàǀaàpeƌŵettƌeàlaàpĠŶĠtƌatioŶàdeàĐeàpeptideàdaŶsàlesàoƌgaŶesà

ĐiƌĐuŵǀeŶtƌiĐulaiƌesà età l͛aĐtiǀatioŶà desà ƌĠĐepteuƌsà áTϭà pƌĠseŶtsà daŶs ces organes. Les voies 

neuronales, dont les voies angiotensinergiques, reliant les organes circumventriculaires aux noyaux 

supraoptique et paraventriculaire vont être activées et conduire ăàuŶeàaugŵeŶtatioŶàdeàl͛aĐtiǀitĠàdesà

neurones vasopressinergiques. Cesà ŶeuƌoŶesà ǀoŶtà liďĠƌeƌà l͛aƌgiŶiŶe-vasopressine (AVP) dans la 

circulation sanguine qui, au niveau du rein, va induire une diminution de la diurèse. Les organes 

ĐiƌĐuŵǀeŶtƌiĐulaiƌesà soŶtà doŶĐà uŶà lieuà d͛iŶteƌaĐtioŶà pƌiǀilĠgiĠà eŶtƌeà leà “‘áà sǇstĠŵiƋueà età leà SRA 

cérébral (Mangiapane et al., 1984; Menani et al., 1998; Fitts et al., 2000). 

 

I) L’aŶgioteŶsiŶogğŶe 

L͛aŶgioteŶsiŶogğŶeàestàpƌĠseŶtàdaŶsàleàsǇstğŵeàŶeƌǀeuǆàĐeŶtƌalà(Lynch et al., 1987) et synthétisé par 

les astrocytes (Stornetta et al., 1988; Intebi et al., 1990) mais aussi par les noyaux paraventriculaires, 

périventriculaires, supraoptiques, suprachiasmatiques (Ryan et al., 1997),à l͛oƌgaŶeà suďfoƌŶiĐal,à lesà

noyaux trigéminal mésencéphalique et externe latéral parabrachial (Yang et al., 1999), neurones du 

striatum et de la substance noire (Garrido-Gil et al., 2013, 2017). Il est libéré en grandes quantités dans 

le milieu extracellulaire (Morris and Reid, 1978) et dans le liquide céphalorachidien où il représente 
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entre 1 et 10% des protéines totales (Hilgenfeldt, 1984).àL͛aŶgioteŶsiŶogğŶeàaiŶsiàƋueàsoŶàá‘NŵàoŶtà

ĠtĠà dĠteĐtĠsà daŶsà d͛autƌesà ƌĠgioŶsà ĐĠƌĠďƌalesà Đoŵŵeà l͛hǇpothalaŵusà età laà ŵedullaà oďloŶgataà

(Bunnemann et al., 1992). Les astrocytes associés aux capillaires, les oligodendrocytes associés aux 

neurones (cellules satellites astrogliales) (Deschepper et al., 1986; Healy and Printz, 1984), et les 

cellules épendymaires (Richoux et al., 1988) ƌeĐaptuƌeŶtà l͛aŶgioteŶsiŶogğŶeàpƌĠseŶtàdaŶsàleà liƋuideà

céphalorachidien.  

L͛aŶgioteŶsiŶogğŶeàhuŵaiŶàestàuŶàpeptideàdeà485 acides aminés constitué d͛uŶàpeptideàsigŶalàdeàϯϯà

acides aminés suivit de 12 acides aminés ( Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-His-Leu-Val-Ile) (Kageyama 

et al., 1984) et se terminant par une séquence peptidique de 440 acides aminés. Lors de la sécrétion 

deà l͛aŶgioteŶsiŶogğŶe,à leàpeptideàsigŶalàestàĐliǀĠàpuisà leàpeptideàĐiƌĐulaŶtàǀaàġtƌeàhǇdƌolǇsĠàsoitàeŶà

angiotensine 1-12 (Ang 1-12, Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-His-Leu-Val-Ile), soit en Ang I (Ang 1-10, 

Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-His-Leu) par la rénine (Figure 9). La partie C-terminale de 

l͛aŶgioteŶsiŶogğŶe,àappelĠeàdes;aŶgioteŶsiŶeàIͿaŶgioteŶsiŶogğŶeà(Hackenthal et al., 1976; Ménard et 

al., 1983) possède une homologie structurale et de séquence avec la famille des sérines (Ser) protéases 

iŶhiďitoƌsà;seƌpiŶͿ.àToutefois,àl͛aŶgioteŶsiŶogğŶeàŶeàpƌĠseŶteàpasàd͛aĐtiǀitĠàd͛iŶhiďitioŶà(Hackenthal et 

al., 1976; Bouhnik et al., 1981). Elle jouerait un rôle de chaperonne, protégeant les Ang 1-12 et Ang I, 

mais aurait aussi un effet antiangiogénique (Célérier et al., 2002). 

 

II) L’aŶgioteŶsiŶe ϭ-12 

Par une enzyme et un mécanisme encore inconnus,à l͛aŶgioteŶsiŶogğŶeàestàhǇdƌolǇsĠàeŶàáŶgàϭ-12 

(Nagata et al., 2006; Ahmad et al., 2014). Sa présence a été démontrée dans le cerveau où sa 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶàestàĐiŶƋàfoisàplusàiŵpoƌtaŶteàƋueàĐelleàdeàl͛áŶgàIIà(Nagata et al., 2006). Il a été montré 

que son injection dans le PVN ainsi que dans le NTS provoquait les même effets sur la pression artérielle 

Ƌueàl͛iŶjeĐtioŶàd͛áŶgàII,àsuggĠƌaŶtàƋueàĐeàpeptideàpouǀaitàavoir un rôle dans le contrôle central de la 

pression artérielle (Chitravanshi and Sapru, 2011; Chitravanshi et al., 2012).àCepeŶdaŶt,àl͛áŶgàϭ-12 est 

ƌapideŵeŶtàhǇdƌolǇsĠeàpaƌàl͛ECáàeŶàáŶgàIIà;ásp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe) (Arnold et al., 2010) ce qui 

suggğƌeàuŶàƌƀleàdeàƌĠseƌǀoiƌàpouƌàlaàpƌoduĐtioŶàd͛áŶgàII,àiŶdĠpeŶdaŵŵeŶtàdeàlaàpƌoduĐtioŶàd͛áŶgàIIà

via la voie de la rénine (Oparil, 2007; Trask et al., 2008) (Figure 9). 
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III) La ƌĠŶiŶe et l’aŶgioteŶsiŶe I 

Deux formes de rénine (EC 3.4.23.15) ont été détectées dans le cerveau : la rénine « classique » (rénine 

A) par dosage radioimmunologique et par immunohistochimie (Ganten et al., 1976; Dzau et al., 1986) 

et une forme courte (rénine B, exclusivement cérébrale) par RT-PCR (Lee-Kirsch et al., 1999). 

La rénine A a été localisée dans les terminaisons nerveuses (Hirose et al., 1978; Husain et al., 1984; 

Paul et al., 1985) et les cellules gliales (Inagami et al., 1980; Slater et al., 1980). Plus précisément la 

ƌĠŶiŶeàestàpƌĠseŶteàdaŶsàleàĐeƌǀelet,àl͛hippoĐaŵpe,àleàŶoǇauàdoƌsalàduàŶeƌfàǀague,àleàŶoǇauàiŶfĠƌieuƌà

deàl͛oliǀe,àlaàfoƌŵatioŶàƌĠtiĐulĠe,àlaàŵedullaàƌostƌo-ǀeŶtƌolatĠƌale,àleàŶoǇauàĐeŶtƌalàdeàl͛aŵǇgdale,àleà

noyau parabrachial latéral, le noyau trigéminal mésencéphalique, les noyaux de la lame terminale et 

daŶsàl͛oƌgaŶeàsuďfoƌŶiĐalà(Lavoie et al., 2004). La rénine A reconnaît spécifiquement le motif His-Pro-

Pheà deà l͛aŶgioteŶsiŶogğŶeà età hǇdƌolǇseà laà liaisoŶà peptidiƋueà eŶtƌeà laà Phe41 età l͛His42 pour donner 

ŶaissaŶĐeàăàl͛áŶgàIà;ásp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-His-Leu) (Nakagawa et al., 2007) (Figure 9). 

LaàƌĠŶiŶeàBàestàissueàdeàl͛ĠpissageàduàgğŶeàdeàlaàƌĠŶiŶeàáàauàŶiǀeauàd͛uŶàpƌoŵoteuƌàalteƌŶatifàsitué 

daŶsàl͛iŶtƌoŶàϭà(Lee-Kirsch et al., 1999, p.). Son expression est exclusivement neuronale et son ARNm 

estàpƌĠseŶtàdaŶsàl͛hǇpothalaŵusàetàleàďulďeàƌaĐhidieŶ,àdesàstƌuĐtuƌesàiŵpliƋuĠesàdaŶsàlaàƌĠgulatioŶàdesà

fonctions cardiovasculaires et des hormones hypophysaires.  

 

IV) L’eŶzǇŵe de ĐoŶǀeƌsioŶ de l’aŶgioteŶsiŶe ;ECAͿ et l’aŶgioteŶsiŶe II 

L͛ECáà;ECàϯ.ϰ.ϭϱ.ϭͿàĐĠƌĠďƌaleàaàĠtĠàdĠteĐtĠeàpaƌàplusieuƌsàŵĠthodes,àsoitàpaƌàdosageàdeàsoŶàaĐtiǀitĠà

eŶzǇŵatiƋue,à soità paƌà iŵŵuŶohistoĐhiŵie,à soitàpaƌàautoƌadiogƌaphieà ;utilisatioŶàd͛uŶà iŶhiďiteuƌàdeà

haute affinité radiomarqué, le captopril radioiodé) (Mendelsohn, 1984; Mendelsohn et al., 1984). 

áiŶsi,à l͛ECáàestà eǆpƌiŵĠeà eŶà gƌaŶdes quantités dans les plexus choroïdes, les ganglions de la base 

;ŶoǇauà ĐaudĠ,à putaŵeŶà età gloďusà pallidusͿ,à laà suďstaŶĐeà Ŷoiƌe,à l͛oƌgaŶeà suďfoƌŶiĐalà auà Ŷiǀeauà desà

cellules neuronales, les cellules épendymaires de tous les ventricules et sur la surface luminale de 

l͛eŶdothĠliuŵ.àOŶàeŶ ƌetƌouǀeàeŶàplusàfaiďlesàƋuaŶtitĠsàdaŶsàl͛hǇpothalaŵus,àleàthalaŵus,àl͛aŵǇgdale,à

le cervelet et le tronc cérébral (Mendelsohn, 1984; Mendelsohn et al., 1984; Strittmatter et al., 1984; 

Pickel et al., 1986).à Paƌà fƌaĐtioŶŶeŵeŶtà suďĐellulaiƌe,à ilà aà ĠtĠà oďseƌǀĠà Ƌueà l͛ECáà Ġtaità ĠgaleŵeŶtà

présente au sein des synaptosomes (Yang and Neff, 1972; Paul et al., 1985).àL͛ECáàhǇdƌolǇseàl͛áŶgàIà

(Ang 1-10) entre la Phe8 etàl͛His9 pouƌàdoŶŶeƌàŶaissaŶĐeàăàl͛áŶgàIIà;áŶgàϭ-8, Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-

Phe) (Erdös, 1975) (Figure 9). De façon intéressante, il a été montré dans plusieurs régions cérébrales 

ĐoŵŵeàlaàsuďstaŶĐeàŶoiƌeàetàlesàgaŶglioŶsàdeàlaàďaseàƋueàl͛ECáàestàĐo-loĐalisĠeàaǀeĐàl͛áŶgàIIàŵaisàaussià

avec les récepteurs des angiotensines II/III deàtǇpeàϭà;áTϭͿàĐoŶfiƌŵaŶtàuŶeàiŵpliĐatioŶàdeàl͛ECáàdaŶsàlaà
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foƌŵatioŶàdeàl͛áŶgàIIàetàsuggĠƌaŶtàsoŶàiŵpliĐatioŶàdaŶsàlaàƌĠgulatioŶàdesàfoŶĐtioŶsàeffeĐtuĠesàpaƌàĐeà

peptide (Chai et al., 1993; Jöhren et al., 1997; Zhuo et al., 1998). Aussi, il a été montré que dans la 

suďstaŶĐeà Ŷoiƌeà auà seiŶà duà sǇstğŵeàŶigƌostƌiatal,à l͛ECáà Ġtaità iŵpliƋuĠeà daŶsà leàŵĠtaďolisŵeàdeà laà

substance P (Mauborgne et al., 1987). 

  

V) L’aŵiŶopeptidase A et l’aŶgioteŶsiŶe III 

Coŵŵeà eǆpliƋuĠà daŶsà leà Đhapitƌeà pƌĠĐĠdeŶt,à l͛áPáà ĐĠƌĠďƌaleà està eǆpƌiŵĠe dans les structures 

impliquées dans le contrôle central de la pression artérielle, de la prise de boisson et dans la régulation 

de la sécrétion des hormones hypophysaires (Zini et al., 1997; de Mota et al., 2008). 

L͛áPá,àhǇdƌolǇseàl͛áspàN-teƌŵiŶalàdeàl͛áŶgàIIà;áŶgàϭ-ϴͿà,àdoŶŶaŶtàŶaissaŶĐeàăàl͛áŶgàIIIà;áŶgàϮ-8, Arg-Val-

Tyr-Ile-His-Pro-Phe) (Bausback et al., 1988) (Figure 9). 

 

VI) L’aŵiŶopeptidase N et l’aŶgioteŶsiŶe IV 

L͛áPNà;ECàϯ.ϰ.ϭϭ.ϮͿàaàĠtĠàloĐalisĠeàdaŶsàdiffĠƌeŶtesàstƌuĐtuƌesàĐĠƌĠďƌalesàĐoŵŵeàsuƌàlesàŵeŵďƌaŶesà

synaptiques de striatum de porc et de rat (Matsas et al., 1985; Solhonne et al., 1987), sur les 

membranes des microvaisseaux du tissu cérébral (Gros et al., 1986; Schnabel et al., 1992), au niveau 

desàpleǆusàĐhoƌoïdes,àdeàl͛oƌgaŶeàsuďfoƌŶiĐalàetàdeàlaàŶeuƌohǇpophǇseà(Gros et al., 1986; Bourne et al., 

1989; Schnabel et al., 1992).àL͛áPNàfutàtoutàd͛aďoƌdàloĐalisĠe,àpaƌàiŵŵuŶohistoĐhiŵie,àeǆĐlusiǀeŵeŶtà

sur les vaisseaux sanguins (Hersh et al., 1987). Cependant, des études postérieures ont précisé sa 

loĐalisatioŶàdaŶsà lesàǀaisseauǆàduàpaƌeŶĐhǇŵeàĐĠƌĠďƌalàpaƌà iŵŵuŶohistoĐhiŵie.àEŶàeffet,à l͛áPNàestà

exprimée dans les cellules périendothéliales et dans les péricytes de la BHE (Kunz et al., 1994; Alliot et 

al., 1999a, 1999b).àCeĐiàsuggğƌeàƋueàl͛áPNàhǇdƌolǇseàpƌĠfĠƌeŶtielleŵeŶtàlesàpeptidesàpƌĠseŶtsàdaŶsàleà

parenchyme cérébral plutôt que ceux présents dans la circulation sanguine. Enfin, grâce à un inhibiteur 

deàhauteàaffiŶitĠàdeàl͛áPNàƌadioŵaƌƋuĠ,àlaàpƌĠseŶĐeàdeàsitesàdeàliaisoŶàdeàl͛eŶzǇŵeàaàĠtĠàdeteĐtĠeàdaŶsà

deàŶoŵďƌeuǆàŶoǇauǆàĐĠƌĠďƌauǆàdeàl͛hǇpothalaŵusàetàdeàlaàŵedullaàoďloŶgataà(Noble et al., 2001). Or 

ceux-ci participent au contƌƀleàdeàlaàpƌessioŶàaƌtĠƌielle,àauàĐoŶtƌƀleàdeàlaàpƌiseàdeàďoissoŶàaiŶsiàƋu͛ăàlaà

ƌĠgulatioŶàdeàlaàsĠĐƌĠtioŶàdesàhoƌŵoŶesàhǇpophǇsaiƌes.àáiŶsi,àĐoŵŵeàl͛áPá,àl͛áPNàpouƌƌaitàaǀoiƌàuŶà

rôle dans la régulation de ces fonctions. 

L͛áPNàhǇdƌolǇseàl͛áƌgàN-terminal deàl͛áŶgàIIIà;Ϯ-ϴͿ,àdoŶŶaŶtàŶaissaŶĐeàăàl͛áŶgàIVà;áŶgàϯ-8, Val-Tyr-Ile-

His-Pro-Phe) (Zini et al., 1996; Stragier et al., 2007) (Figure 9).àL͛áŶgàIVà;áŶgàϯ-8) est libérée dans la 

circulation sanguine et se fixe sur « l͛eŶzǇŵeàiŶsuliŶ-regulated aminopeptidase » (EC 3.4.11.13, IRAP) 
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localisée dans les vésicules de transport de glucose (GLUT-4) présentes dans les cellules répondant à 

l͛iŶsuliŶeà(Albiston et al., 2001; Mascolo et al., 2017).àL͛I‘áPàaàĠtĠàideŶtifiĠeàĐoŵŵeàleàƌĠĐepteuƌàdeà

l͛áŶgàIV.àL͛áŶgàIVàseàfiǆeàsuƌàĐetteàeŶzǇŵeàeŶàdehoƌsàduàsiteàaĐtifàetàiŶhiďeàlaàdĠgƌadatioŶàdesàsuďstƌatsà

Ŷatuƌelsàdeàl͛I‘áPàavec une affinitié de 20 nM (Albiston et al., 2001; Mascolo et al., 2017). 

 

Figure 9 : Représentation du système rénine angiotensine cérébral. 

 

VII) Les voies angiotensinergiques 

Les voies angiotensinergiques ont été détectées par immunohistochimie, grâce à des anticorps 

ĐapaďlesàdeàƌeĐoŶŶaîtƌeàaussiàďieŶàl͛áŶgàIIàƋueàl͛áŶgàIII.àIlàaàdoŶĐàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueàĐesàǀoiesàŶaisseŶtà

dans les organes circumventriculaires, au niveau du SFO et deà l͛OVLT,à età seà pƌojetteŶtà daŶsà l͛aiƌeà

pƌĠoptiƋueà auà Ŷiǀeauà duà ŶoǇauà pƌĠoptiƋueàŵĠdiaŶà ;MŶPOͿà età daŶsà l͛hǇpothalaŵusà auà Ŷiǀeauà duà

noyau supraoptique (SON) et du noayu paraventriculaire (PVN). Au niveau du PVN démarre une voie 

angiotensinergique plus longue qui emprunte le faisceau médian du télencéphale, innerve le bulbe 

rachidien (notamment le NTS) et se termine dans la moelle épinière où elle innerve les neurones 

préganglionnaires orthosympathiques (Lind and Ganten, 1990). 

LoƌsƋueàlesàǀoiesàaŶgioteŶsiŶeƌgiƋuesàsoŶtàstiŵulĠesàouàsiàl͛oŶàiŶjeĐteàpaƌàǀoieàĐeŶtƌaleàl͛áŶgàIIàouàl͛áŶgà

III,à oŶà oďseƌǀeà uŶeà augŵeŶtatioŶà duà ĐoŵpoƌteŵeŶtà dipsiƋue,à uŶeà liďĠƌatioŶà d͛áVPà deà laà

neurohypophyse dans la circulation sanguine et une augmentation de la pression artérielle (Phillips, 

1987). Cette augmentation de pression artérielle est la résultante de trois mécanismes différents qui 

sont :àl͛augŵeŶtatioŶàdeàlaàliďĠƌatioŶàd͛áVPàdaŶsàlaàĐiƌĐulatioŶàsaŶguiŶe,àl͛augŵeŶtatioŶàdeàl͛aĐtiǀitĠà
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des neurones sympathiques et une inhibition du baroréflexe au niveau du NTS (Phillips, 1987). Or une 

hyperactivité sympathique a été observée ăàuŶàstadeàpƌĠĐoĐeàdeàl͛hǇpeƌteŶsioŶàaƌtĠƌielleà(Julius et al., 

1988).àCetteàhǇpeƌaĐtiǀitĠàpouƌƌaitàpaƌtiĐipeƌàsoitàăàl͛oƌigiŶe,àsoitàauàŵaiŶtieŶàdeàĐetteàpathologie. 

 

VIII) Les récepteurs des angiotensines II, III et IV 

Il a été moŶtƌĠà paƌà desà teĐhŶiƋuesà d͛hǇďƌidatioŶà in situ età d͛autoƌadiogƌaphieà Ƌue,à Đhezà lesà

mammifères, les récepteurs des angiotensines II/III de type 1a (AT1a) étaient localisés dans plusieurs 

structures cérébrales contenant les corps cellulaires ou les terminaisons des neurones 

angiotensinergiques. Les récepteurs AT1a sont fortement exprimés dans différents noyaux comme le 

l͛oƌgaŶeàsuďfoƌŶiĐalà;“FOͿ,àl͛oƌgaŶeàǀasĐulaiƌeàdeàlaàlamina terminalis (OVLT), le PVN, le SON, le noyau 

du tractus solitaire (NTS) et le noyau parabrachial (Lenkei et al., 1997; Allen et al., 2000). Du fait de leur 

loĐalisatioŶ,à lesà ƌĠĐepteuƌsà áTϭaà eǆeƌĐeŶtà uŶà ĐoŶtƌƀleà suƌà laà pƌiseà deà sel,à l͛ĠƋuiliďƌeà hǇdƌiƋue,à laà

pression artérielle et la sécrétion des hormones hypophysaires.  

Les récepteurs des angiotensines II/III de type 1b (AT1b) ont été exclusivement détectés dans 

l͛aŶtĠhǇpophǇse,à auà Ŷiǀeauà desà Đellulesà ĐoƌtiĐotƌopesà età laĐtotƌopes,à oùà ilsà ƌĠguleŶtà l͛aĐtioŶà

stiŵulatƌiĐeà deà l͛áŶgà IIà ouà deà l͛áŶgà IIIà suƌà laà sĠĐƌĠtioŶà deà l͛hoƌŵoŶeà ĐoƌtiĐotƌopeà ;áCTHͿà età deà laà

prolactine (Lenkei et al., 1997; Allen et al., 2000).  

Les récepteurs des angiotensines II/III de type 2 (AT2) ont été détectées dans des structures cérébrales 

distinctes de celles exprimant les récepteurs AT1a. Les récepteurs AT2 sont notamment exprimés dans 

le thalamus, leà ŶoǇauà suďthalaŵiƋue,à leà ŶoǇauà deà l͛oliǀeà iŶfĠƌieuƌeà ouà leà loĐusà Đœƌelusà età soŶtà

impliqués dans le contrôle des fonctions sensorielles et motrices (Millan et al., 1991; Lenkei et al., 

1997).  
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Chapitre 4 : L’aŵiŶopeptidase A, Điďle thĠƌapeutiƋue poteŶtielle 

 

I) Recherche du peptide effecteur du SRA cérébral 

 

1) RĠgulatioŶ de l’activité aminopeptidase A dans le cerveau de modèles 

eǆpĠƌiŵeŶtauǆ d’hǇpeƌteŶsioŶ  

 

a) Le ƌat spoŶtaŶĠŵeŶt hǇpeƌteŶdu ;“HRͿ, uŶ ŵodğle d’oƌigiŶe 

génétique 

LeàƌatàspoŶtaŶĠŵeŶtàhǇpeƌteŶduàestàuŶàŵodğleàpƌoĐheàdeàl͛hǇpeƌteŶsioŶàesseŶtielleàhuŵaiŶe.àCetteà

souĐheàdeàƌatàaàĠtĠàĠtaďlieàsuiteàăàl͛oďseƌǀatioŶàdaŶsàuŶeàpoƌtĠeàdeàƌatàWistar kyoto ;WKYͿàd͛uŶàŵąleà

spoŶtaŶĠŵeŶtà hǇpeƌteŶduà età d͛uŶeà feŵelleà aǀeĐà uŶeà pƌessioŶà aƌtĠƌielleà ĠleǀĠe (supérieure à 130 

mmHg).à Cesà deuǆà ƌatsà oŶtà ĠtĠà aĐĐouplĠà età leuƌà desĐeŶdaŶĐeà sĠleĐtioŶŶĠeà suƌà l͛eǆpƌessioŶà deà

l͛hǇpeƌteŶsioŶà spoŶtaŶĠe,à doŶŶaŶtà ŶaissaŶĐeà ăà laà souĐhe de rat spontanément hypertendu (SHR) 

(Okamoto and Aoki, 1963).  Le SHR présente une hyperactivité de son SRA cérébral. En effet, comparé 

aux rats normotendus (un rat présentant une pression artérielle moyenne comprise entre 90 et 110 

ŵŵHgͿàgĠŶĠtiƋueŵeŶtàappaƌeŶtĠs,àleà“H‘àaàdesàtauǆàĐĠƌĠďƌauǆàd͛aŶgioteŶsiŶogğŶeàd͛áŶgàIIàetàd͛áŶgà

III plus élevés (Schelling et al., 1982; Phillips and Kimura, 1988; Meyer et al., 1989; Yongue et al., 1991). 

Deàplus,àlaàĐiŶĠtiƋueàdeàfoƌŵatioŶàdeàl͛áŶgàII cérébrale  et son métabolisme sont plus rapides chez le 

SHR que chez le rat normotendu (Ganten et al., 1983; Cook et al., 1990). Aussi, le cerveau du SHR 

possède une plus grande densité de sites de liaison des récepteurs AT1 (Raizada et al., 1993; K. Song 

et al., 1994).àEŶfiŶ,àl͛aĐtiǀitĠàáPáàĐĠƌĠďƌaleàĐhezàleà“H‘àestàsigŶifiĐatiǀeŵeŶtàplusàĠleǀĠeàƋueàĐhezàleà

rat normotendu , notamment dans les structures cérébrales impliquées dans le contrôle de la pression 

artérielle, de la prise de boisson et de la sécrétion des hormones hypophysaires. Les plus grandes 

augŵeŶtatioŶsàd͛aĐtiǀitĠàáPáàsoŶtàoďseƌǀĠesàdaŶsàlesàoƌgaŶesàĐiƌĐuŵǀeŶtƌiĐulaiƌes,àleà“ON,àleàŶoǇauà

arqué et le noyau latéral réticulé (Zini et al., 1997).  

 

b) Le rat DOCA-Sel, un modèle provoqué 

Le rat DOCA-selàestàuŶàŵodğleàd͛hǇpeƌteŶsioŶàaƌtĠƌielleàseĐoŶdaiƌe,àĐ͛est-à-diƌeàƋueàl͛hǇpeƌteŶsioŶàseà

ŵetà eŶà plaĐeà suiteà ăà uŶeà pathologie.à Ceà ŵodğleà s͛appaƌeŶteà Đhezà l͛Hoŵŵeà ăà l͛hǇpeƌteŶsioŶà

dépendante du sel qui touche particulièrement la population afro-américaine résistante aux 

tƌaiteŵeŶtsà ĐlassiƋues,à Ƌueà Đeà soità paƌà lesà iŶhiďiteuƌsà d͛ECáà ;eŶalapƌil,à Đaptopƌil…Ϳà ouà paƌà lesà

antagonistes des récepteurs AT1 (sartans). 
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 L͛hǇpeƌteŶsioŶà duà ƌatà DOCá-sel est induite par une surcharge en acétate de déoxycorticostérone 

;DOCáͿàassoĐiĠeàăàuŶàƌĠgiŵeàeŶƌiĐhiàeŶàselàetàăàuŶeàaďlatioŶàd͛uŶàdeàsesàdeuǆàƌeiŶs. 

LaàŵiseàeŶàplaĐeàdeàlaàƌĠteŶtioŶàsodĠeàŶĠĐessiteàl͛assoĐiatioŶ : 

• D͛uŶeàƌĠduĐtioŶàdeàl͛eǆĐƌĠtioŶàuƌiŶaiƌeàdeàsodiuŵàoďteŶueàpaƌàlaàŶĠphƌeĐtoŵieàetàlaàsuƌĐharge 

en minéralocorticoïdes. 

• D͛uŶeàaugŵeŶtatioŶàiŵpoƌtaŶteàdesàappoƌtsàeŶàsodiuŵà;Ϭ,ϵà%àdeàselàdaŶsàl͛eauàdeàďoissoŶͿ. 

áiŶsiàdaŶsàĐesàĐoŶditioŶs,àl͛hoŵĠostasieàsodĠeàŶeàpeutàġtƌeàŵaiŶteŶueàƋu͛eŶàaugŵeŶtaŶtàlaàpƌessioŶà

de perfusion rénale, entraînant donc une hypertension artérielle systémique. 

Le rat DOCA-selà pƌĠseŶteà uŶeà hǇpeƌaĐtiǀitĠà duà “‘áà ĐĠƌĠďƌalà età uŶeà ƌĠduĐtioŶà deà l͛aĐtiǀitĠà duà “‘áà

systémique (Basso et al., 1981).àIlàpƌĠseŶteàuŶeàaugŵeŶtatioŶàdeàl͛effetàpƌesseuƌàdeàl͛áŶgàIIIàetàuŶeà

plus grande densité de site de liaison des récepteurs AT1 par rapport aux rats normotendus 

génétiquement apparentés (Wilson et al., 1986; Kubo et al., 2000). Le rat DOCA-sel présente la même 

hǇpeƌaĐtiǀitĠàdeàl͛áPáàĐĠƌĠďƌaleàƋueàleà“H‘àetàĐeàdaŶsàlesàŵġŵesàstƌuĐtuƌesà (Fournie-Zaluski et al., 

2004).àáiŶsiàdaŶsàĐesàdeuǆàŵodğlesàaŶiŵauǆàd͛hǇpeƌteŶsioŶ,àl͛áPáàseŵďleàpaƌtiĐipeƌàăàl͛hǇpeƌaĐtiǀitĠà

du SRA cérébral. 

 

2) L’aŶgioteŶsiŶe III : peptide effecteur du système rénine-angiotensine cérébral 

 

a) IdeŶtifiĐatioŶ des ǀoies ŵĠtaďoliƋues de l’AŶg II et de l’AŶg III 

cérébrales 

CoŵŵeàdĠĐƌitàpƌĠĐĠdeŵŵeŶt,àl͛áPáàpuƌifiĠeàestàĐapaďleàin vitro d͛hǇdƌolǇseƌàl͛áspàN-teƌŵiŶalàdeàl͛áŶgà

IIàpouƌàfoƌŵeƌàl͛áŶgàIIIà(Khairallah et al., 1963; Nagatsu et al., 1970; Kugler, 1982; Bausback et al., 1988; 

Ahmad and Ward, 1990; Healy and Wilk, 1993; Iturrioz et al., 2001) etàl͛áPNàhǇdƌolǇseàl͛áƌgàN-terminale 

deàl͛áŶgàIIIàpouƌàdoŶŶeƌàŶaissaŶĐeàăàl͛áŶgàIVà(Palmieri et al., 1989; Ward et al., 1990). 

L͛iŶjeĐtioŶàpaƌàǀoieàiŶtƌaĐĠƌĠďƌoǀeŶtƌiĐulaiƌeà;i.Đ.ǀͿàd͛áŶgàIIàetàd͛áŶgàIIIàaàŵoŶtƌĠàƋueàlaàdeŵi-vie de ces 

peptides était respectivement de 23 et 8 secoŶdes,à iŶdiƋuaŶtà Ƌueà l͛áŶgà IIIà està ŵĠtaďolisĠeà plusà

ƌapideŵeŶtàƋueàl͛áŶgàIIà(Harding et al., 1986). Par la suite, plusieurs études ont utilisé des inhibiteurs 

non séleĐtifsàd͛aŵiŶopeptidasesà;laàďestatiŶeàetàl͛aŵastatiŶeͿàpouƌàďloƋueƌàleàŵĠtaďolisŵeàdeàl͛áŶgàIIà

etàdeàl͛áŶgàIIIàetàoďseƌǀeƌà leuƌsàĐoŶsĠƋueŶĐesà in vivo sur le métabolisme des Ang cérébrales. Ainsi, 

l͛iŶjeĐtioŶài.Đ.ǀàd͛aŵastatiŶeàouàdeàďestatiŶeàeŶtƌaîŶeàl͛augmentation de la demi-ǀieàdeàl͛áŶgàIIàetàdeà

l͛áŶgàIIIàƌadioŵaƌƋuĠesà(Abhold et al., 1987; Harding and Felix, 1987a; Dewey et al., 1988). Bien que 

ces molécules soient des inhibiteurs efficaces du métabolisme des angiotensines, elles ne constituent 
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pasàdesàďloƋueuƌsàsĠleĐtifsàduàŵĠtaďolisŵeàdeàl͛áŶgàIIàouàdeàl͛áŶgàIII.àEŶàeffet,àl͛aŵastatiŶe,àƋuiàfutà

d͛aďoƌdàĐoŶsidĠƌĠe ĐoŵŵeàuŶàiŶhiďiteuƌàd͛áPá,àiŶhiďeàϰϬàfoisàŵieuǆàl͛áPN Ƌueàl͛áPá.àD͛autƌeàpaƌt, la 

ďestatiŶeà pƌĠseŶteà uŶà tƌopà laƌgeà speĐtƌeà d͛iŶhiďitioŶà d͛aŵiŶopeptidasesà pouƌà ġtƌeà ƋualifiĠeà deà

spĠĐifiƋueà età sĠleĐtiǀeà deà l͛uŶeà d͛ellesà (Tieku and Hooper, 1992). Ces expériences, bien 

Ƌu͛eŶĐouƌageaŶtes,à Ŷeà peƌŵetteŶtà pasà de conclure sur la nature des enzymes impliquées dans le 

métabolisme des angiotensines cérébrales in vivo. Pour ce faire, les études suivantes ont permis de 

développer desàiŶhiďiteuƌsàspĠĐifiƋuesàetàsĠleĐtifs,àsoitàdeàl͛áPáàaǀeĐàl͛ECϯϯà (Chauvel et al., 1994a), 

soità deà l͛áPNà aǀeĐà leà PCϭϴà (2-amino-4-(methylthio)butane-1-thiol) età l͛ECϮϳ (2-aminopentane-1,5-

dithiol) (Fournié-Zaluski et al., 1992a; Chauvel et al., 1994b) et les ont utilisé in vivo (Zini et al., 1997; 

Réaux et al., 1999). áiŶsi,àlesàeǆpĠƌieŶĐesàsuiǀaŶtesàoŶtàĐoŶsistĠàăàl͛iŶjeĐtioŶàpaƌàǀoieài.Đ.ǀàĐhezàlaàsouƌisà

deàl͛áŶgàIIàtƌitiĠeàeŶàpƌĠseŶĐeàou eŶàaďseŶĐeàdesàiŶhiďiteuƌsàdeàl͛áPáà;ECϯϯͿàouàdeàl͛áPNà;ECϮϳàetàPCϭϴͿ,à

etàlaàŵesuƌeàdesàtauǆàd͛áŶgàIIàetàd͛áŶgàIIIàtƌitiĠesàdaŶsàl͛hǇpothalaŵusàdeàĐesàsouƌisàăàdiffĠƌeŶtsàteŵpsà

apƌğsà l͛iŶjeĐtioŶà apƌğsà sĠpaƌatioŶà paƌàHPLCà oŶtà ĠtĠà effeĐtuĠes.à Cesà Ġtudesà oŶt ŵoŶtƌĠà Ƌueà l͛ECϯϯà

entraînait une augmentation de la demi-ǀieàdeàl͛áŶgàIIàtƌitiĠeàd͛uŶàfaĐteuƌàϮ,ϲàetàuŶàďloĐageàtotalàdeàlaà

foƌŵatioŶà d͛áŶgà IIIà (Zini et al., 1996).à D͛autƌeà paƌt,à ellesà oŶtà ŵoŶtƌĠà Ƌueà lesà iŶhiďiteuƌsà d͛áPNà

eŶtƌaîŶaieŶtàl͛augŵeŶtatioŶàdeàlaàdeŵi-ǀieàdeàl͛áŶgàIIIàtƌitiĠeàd͛uŶàfaĐteuƌàϯàăàϰà(Zini et al., 1996; Réaux 

et al., 1999).àCesàĠtudesàoŶt,àpouƌà laàpƌeŵiğƌeà fois,àŵoŶtƌĠàƋu͛in vivo,à l͛áPáàestà ƌespoŶsaďleàdeà laà

foƌŵatioŶàdeàl͛áŶgàIIIàĐĠƌĠďƌaleàăàpaƌtiƌàdeàl͛áŶgàIIàaloƌsàƋueàl͛áPNàŵĠtaďoliseàl͛áŶgàIIIàeŶàáŶgàIV (Figure 

10).  

 

Figure 10 : Voies métaboliques de l'Ang II et de l'Ang III cérébrales (Gao et al., 2014). 
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b) Rôles respectifs des Ang II et Ang III cérébrales dans le contrôle 

cérébral de la pression artérielle  

DeàŶoŵďƌeusesàĠtudesàoŶtàĐheƌĐhĠàăàdĠteƌŵiŶeƌàleàƌƀleàdeàl͛áŶgàIIàetàdeàl͛áŶgàIIIàĐĠƌĠďƌaleàdaŶsàleà

ĐoŶtƌƀleàdeàlaàpƌessioŶàaƌtĠƌielle.àToutàd͛aďoƌd,àilàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueàl͛iŶjeĐtioŶàpaƌàǀoieài.Đ.ǀ,àĐhezàleàƌatà

normoteŶduà ouà leà “H‘,à d͛áŶgà IIà età d͛áŶgà IIIà eŶtƌaîŶaità uŶeà augŵeŶtatioŶà dose-dépendante de la 

pression artérielle (Wright et al., 1985; Abhold et al., 1987; Wright et al., 1989). Ensuite, il a été montré 

Ƌueàl͛iŶjeĐtioŶàpaƌàŵiĐƌoioŶtophoƌğseà;ŵiĐƌoiŶjeĐtioŶàdeàŵolĠĐuleàpaƌàuŶàfaiďleàĐouƌaŶtàĠleĐtƌiƋueͿà

d͛áŶgà IIIà eŶtƌaîŶaità uŶeàaugŵeŶtatioŶ,à supĠƌieuƌeà à ăà Đelleà iŶduiteàpaƌà l͛áŶgà II,à deà laà fƌĠƋueŶĐeàdesà

poteŶtielsàd͛aĐtioŶsàdeàŶeurones présents dans le SFO (Felix and Schlegel, 1978) et le PVN (Harding 

and Felix, 1987b) situés dans des structures cérébrales impliquées dans la régulation de la pression 

artérielle. Puis, il a été montré que suite à une stimulation par la veratridine ou à une déprivation en 

eau,àϵϯ%àdesàaŶgioteŶsiŶesàliďĠƌĠesàĐoƌƌespoŶdeŶtàăàl͛áŶgàIIIà(Harding et al., 1992).  

La demi-vie des Ang II et III cérébrales sont de 23 et 8 secondes, respectivement (Harding et al., 1986). 

áfiŶàd͛ĠtudieƌàleuƌsàƌƀlesàsuƌàleàĐoŶtƌƀleàĐeŶtƌalàdeàlaàpƌessioŶàaƌtĠƌielle,àdesàaŶaloguesàd͛áŶgàIIàetàIIIà

résistants à la dégradation par les aminopeptidases ont été développés. Ces analogues, la [D-Asp]Ang 

II et la [D-Arg]Ang III, ont été évalués et comparés aux peptides natifs (Wright et al., 1990b). Il a été 

ŵoŶtƌĠàƋueàl͛áŶgàII,àl͛áŶgàIIIàetàlaà[D-Arg]Ang III induisent une réponse pressive supérieure à celle de la 

[D-Asp] Ang II. Le fait que la [D-Asp]Ang II entraîne un effet  presseur moins important que les trois 

autƌesàpeptidesàpouƌƌaitàġtƌeàeǆpliƋuĠàpaƌàleàfaitàƋu͛ilàestàfaiďleŵeŶtàĐoŶǀeƌtiàeŶàáŶgàIIIà(Wright et al., 

1990b). 

Il a été montré Ƌueàl͛iŶhiďitioŶàdesàaŵiŶopeptidasesàĐĠƌĠďƌalesàpaƌàl͛iŶjeĐtioŶài.Đ.ǀàdeàl͛aŵastatiŶeàouà

de la bestatine induisait une augmentation de la pression artérielle chez trois souches de rats vigils, le 

SHR et deux souches de rat normotendu (Jensen et al., 1989). Cependant, le prétraitement des rats 

avec un antagoniste non sélectif des récepteurs des angiotensines II/III, le [Sar1, Thr8]Ang II (sarthan) 

eŵpġĐhaitàlaàƌĠpoŶseàpƌessiǀeàiŶduiteàpaƌàl͛iŶjeĐtioŶài.Đ.ǀàdeàl͛aŵastatiŶeàetàdeàlaàďestatiŶeà(Batt et al., 

1988).àáiŶsiàĐesàĠtudesàŵoŶtƌeŶtàƋueàl͛augŵeŶtatioŶàdeàpƌessioŶàaƌtĠƌielleàiŶduiteàpaƌàĐesàiŶhiďiteuƌsà

d͛aŵiŶopeptidasesàestàŵĠdiĠeàpaƌàleà“‘áàĐĠƌĠďƌal.àToutefois,àĐesàŵolĠĐulesàsoŶtàdesàiŶhiďiteuƌsàŶoŶà

sélectifs. Ils ne permettent donc pas de discriminer, eŶtƌeà l͛áŶgà IIàetà l͛áŶgà IIIà ĐĠƌĠďƌale, quel est le 

peptide effecteur du SRA cérébral responsable de cet effet presseur.  

L͛utilisatioŶàd͛iŶhiďiteuƌsàspĠĐifiƋuesàetàsĠleĐtifsàdeàl͛áPáà;l͛ECϯϯͿàetàdeàl͛áPNà;leàPCϭϴͿàaàpermis de 

démontrer in vivo quel était le peptide effecteur du SRA cérébral (Reaux et al., 1999). En effet, il a été 

montré que la pré-iŶjeĐtioŶài.Đ.ǀàd͛ECϯϯàĐhezàleà“H‘àďloƋueàl͛effetàpƌesseuƌàiŶduitàpaƌàl͛iŶjeĐtioŶài.Đ.ǀà

d͛áŶgàII,àsuggĠƌaŶtàƋueàlaàĐoŶǀeƌsioŶàd͛áŶgàIIàeŶàáŶgàIIIàestàŶĠĐessaiƌeàăàl͛augŵeŶtatioŶàdeàpƌessioŶà
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artérielle (Reaux et al., 1999). De plus, il a été montré chez le rat DOCA-selàetàleà“H‘àƋueàl͛iŶjeĐtioŶài.Đ.ǀà

d͛ECϯϯàeŶtƌaîŶaitàuŶeàfoƌteàdiŵiŶutioŶàdose-dépendante de la pression artérielle (Reaux et al., 1999; 

Fournie-Zaluski et al., 2004).à áà l͛iŶǀeƌse,à leà PC18 injecté par voie i.c.v chez le SHR entraîne une 

augmentation de la pression artérielle. Cet effet hypertenseur est bloqué par un antagoniste du 

ƌĠĐepteuƌàáTϭa,àleàlosaƌtaŶ,àaloƌsàƋu͛ilàŶ͛estàpasàaffeĐtĠàpaƌàuŶàaŶtagoŶisteàduàƌĠĐepteuƌàáTϮ,àleàPDà

123319. DoŶĐàleàďloĐageàĐeŶtƌalàdeàl͛hǇdƌolǇseàdeàl͛áŶgàIIIàpaƌàl͛áPNàeŶtƌaîŶeàuŶeàaĐĐuŵulatioŶàdesà

tauǆàd͛áŶgàIIIàĐĠƌĠďƌale,àiŶduisaŶtàuŶeàaugŵeŶtatioŶàdeàlaàpƌessioŶàaƌtĠƌielleàǀiaàuŶeàstiŵulatioŶàdesà

récepteurs AT1a cérébraux mais pas des récepteurs AT2 (Réaux et al., 1999).à EŶfiŶà l͛iŶjeĐtioŶà i.Đ.ǀà

d͛ECϯϯàďloƋueàtotaleŵeŶtà l͛augŵeŶtatioŶàdeàpƌessioŶàaƌtĠƌielleà iŶduiteàpaƌà l͛iŶjeĐtioŶài.Đ.ǀàdeàPCϭϴà

(Réaux et al., 1999).àCetteàĠtudeàdĠŵoŶtƌeàl͛eǆisteŶĐeàdaŶsàleàĐeƌǀeauàdeàlaàĐasĐadeàeŶzǇŵatiƋueàduà

“‘áàetàsuggğƌeàƋue,àĐoŶtƌaiƌeŵeŶtàăàlaàpĠƌiphĠƌie,àl͛áŶgàIIIàetàŶoŶàl͛áŶgàIIàestàleàpeptideàeffeĐteuƌàdeà

ce système.  

Cette hypothèse est confirmée par plusieurs études.àToutàd͛aďoƌd,àilàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàĐhezàleà“H‘àetàleàƌatà

ŶoƌŵoteŶduàƋueàl͛iŶfusioŶài.Đ.ǀàd͛áPáàeŶtƌaîŶaitàuŶeàfoƌteàaugŵeŶtatioŶàdeàlaàpƌessioŶàaƌtĠƌielle,àaloƌsà

Ƌueàl͛iŶfusioŶài.Đ.ǀàd͛áPNàiŶduisaitàuŶeàdiŵiŶutioŶàdeàlaàpƌessioŶàaƌtĠƌielle.àL͛augŵeŶtatioŶàde pression 

aƌtĠƌielleàseƌaitàdueàăàuŶeàaugŵeŶtatioŶàdeàlaàpƌoduĐtioŶàd͛áŶgàIIIàetàlaàďaisseàdeàpƌessioŶàaƌtĠƌielleà

seƌaitàdueàăàuŶeàaugŵeŶtatioŶàduàŵĠtaďolisŵeàdeàl͛áŶgàIII,àhǇdƌolǇsĠe paƌàl͛áPNàeŶàáŶgàIVà(Wright et 

al., 1990a). Plusà ƌĠĐeŵŵeŶt,à ilà aà ĠtĠà ŵoŶtƌĠà Ƌueà l͛iŶjeĐtioŶà i.Đ.ǀà d͛áPáà Đhezà leà ƌatà ŶoƌŵoteŶduà

entraînait une augmentation de la pression artérielle et que celle-ĐiàiŵpliƋuaitàl͛aĐtiǀatioŶàduàƌĠĐepteuƌà

desà aŶgioteŶsiŶesà II/IIIà deà tǇpeà ϭà áTϭà età duà ƌĠĐepteuƌà deà laà ďƌadǇkiŶiŶeà saŶsà iŵpliƋueƌà d͛effetà

dipsogénique (Nakamura et al., 2017). 

áussi,à ilàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàĐhezà leàƌatàŶoƌŵoteŶduàƋueà l͛iŶjeĐtioŶà i.Đ.ǀàd͛uŶàaŶtisĠƌuŵàĐapaďleàd͛iŶhiďeƌà

l͛áPáàƌĠduisaitàdeàϱϵà%àl͛augŵeŶtatioŶàdeàlaàpƌessioŶàaƌtĠƌielleàiŶduiteàpaƌàl͛iŶjeĐtioŶài.Đ.ǀàd͛áŶgàIIàaloƌsà

que cette injection était inefficace pour empġĐheƌàl͛augŵeŶtatioŶàdeàlaàpƌessioŶàaƌtĠƌielleàiŶduiteàpaƌà

l͛iŶjeĐtioŶài.Đ.ǀàd͛áŶgàIIIà(Song et al., 1997).  

EŶfiŶ,à lesà Ġtudesà suƌà lesà aŶaloguesà d͛áŶgà IIà età IIIà paƌtielleŵeŶtà ƌĠsistaŶtsà ăà l͛hǇdƌolǇseà paƌà lesà

aŵiŶopeptidasesà oŶtàŵoŶtƌĠ,à Đhezà leà ƌatà ŶoƌŵoteŶdu,à Ƌueà l͛iŶjeĐtioŶà i.Đ.ǀà d͛ECϯϯà ďloƋuaità l͛effetà

pƌesseuƌàiŶduitàpaƌàl͛iŶjeĐtioŶài.Đ.ǀàdeàd͛[D-ásp]àáŶgàIIàaloƌsàƋueàl͛iŶjeĐtioŶài.Đ.ǀàdeàPCϭϴàaugŵeŶtaitàlaà

duƌĠeàdeàl͛augŵeŶtatioŶàdeàpƌessioŶàaƌtĠƌielleàiŶduiteàpaƌàl͛iŶjeĐtioŶài.Đ.ǀàdeàd͛[D-Arg]Ang III(Wright et 

al., 2003). De plus, il a été montré que le blocage préalable du récepteur AT1a par le losartan empêchait 

lesàeffetsàpƌesseuƌsàiŶduitsàl͛iŶjeĐtioŶài.Đ.ǀàdeà[D-Asp]Ang II ou de [D-Arg]Ang III (Wright et al., 2003).  

áiŶsi,àauàŶiǀeauàĐĠƌĠďƌal,à l͛hǇdƌolǇseàd͛áŶgà IIàeŶàáŶgà IIIàestàŶĠĐessaiƌeàpouƌàaugŵeŶteƌà laàpƌessioŶà

aƌtĠƌielle.àDeàplus,àĐoŶtƌaiƌeŵeŶtàăàĐeàƋuiàestàĠtaďliàăàlaàpĠƌiphĠƌie,àĐ͛estàl͛áŶgàIIIàĐĠƌĠďƌaleàetàŶoŶàl͛áŶgà
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II qui exerce un effet stimulateur tonique sur le contrôle central de la pression artérielle chez les 

animaux vigilsàhǇpeƌteŶdus.àDeàplus,àl͛iŶjeĐtioŶàdaŶsàleàĐeƌǀeauàd͛uŶàiŶhiďiteuƌàspĠĐifiƋueàetàsĠleĐtifàdeà

l͛áPá,àl͛ECϯϯ,àpeƌŵetàdeàŶoƌŵaliseƌàlaàpƌessioŶàaƌtĠƌielleàdaŶsàdeuǆàŵodğlesàaŶiŵauǆàd͛hǇpeƌteŶsioŶ.à

L͛áPáàĐoŶstitueƌaitàdonc une cible thérapeutique potentielle dans le traitement de certaines formes 

d͛hǇpeƌteŶsioŶàaƌtĠƌielleàetàjustifieƌaitàleàdĠǀeloppeŵeŶtàd͛iŶhiďiteuƌsàdeàl͛áPáàpuissaŶtsàetàsĠleĐtifs,à

administrables per os et pénétrant dans le cerveau, comme antihypertenseurs à action centrale (Figure 

11). 

 

Figure 11 : Représentation du système rénine-angiotensine cérébral chez le rongeur (Llorens-Cortès, 

2014). 
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II) DĠǀeloppeŵeŶt d’uŶe pƌodƌogue de l’ECϯϯ aĐtif paƌ ǀoie oƌale 

 

1) Le RB150 

CoŵŵeàdĠĐƌitàpƌĠĐĠdeŵŵeŶt,àl͛ECϯϯàĐoŶstituaitàleàpƌeŵieƌàiŶhiďiteuƌàdeàl͛áPáàăàlaàfoisàspĠĐifiƋueàetà

sélectif, capable de normaliser la pression artérielle chez le rat hypertendu après injection par voie 

i.Đ.ǀ.àCepeŶdaŶt,àl͛iŶjeĐtioŶàpaƌàǀoieàiŶtƌaǀeiŶeuse ;i.ǀͿàdeàl͛ECϯϯàĐhezàleàƌatàDOCá-sel ou le SHR même 

ăàuŶeàfoƌteàdeàdoseàdeàϰϱàŵg/kg,àŶ͛aàpasàd͛effetàsuƌàlaàpƌessioŶàaƌtĠƌielle,àsuggĠƌaŶtàƋueàl͛iŶhiďiteuƌà

était incapable de traverser la BHE (Reaux et al., 1999; Fournie-Zaluski et al., 2004). Néanmoins, des 

études précédentes avaient montré que desàd͛iŶhiďiteuƌsàthiolĠsàdeàpeptidasesàŵoŶoziŶĐ,àĐoŵŵeàlaà

NEPàouàl͛áPN,àadŵiŶistƌĠsàsousàfoƌŵeàdeàpƌodƌogueàissuesàdeàlaàdiŵĠƌisatioŶàdeàĐesàiŶhiďiteuƌsàǀiaàuŶà

pont disulfure étaient capable de traverser la BHE (Fournié-Zaluski et al., 1992a, 1992b). Ainsi, une 

pƌodƌogueàdeàl͛ECϯϯ,àleà‘BϭϱϬ,àaàĠtĠàdĠǀeloppĠ.àLeà‘BϭϱϬàestàfoƌŵĠàdeàdeuǆàŵolĠĐulesàd͛ECϯϯàƌeliĠesà

par un pont disulfure (Fournie-Zaluski et al., 2004). 

 

2) Mode d’aĐtioŶ du RBϭ5Ϭ 

Le mécanisme permettant la pénétration du RB150 dans le cerveau est à ce jour inconnu et nécessite 

d͛ġtƌeàĠluĐidĠ.à Ilà pouƌƌaità iŵpliƋueƌàuŶàŵĠĐaŶisŵeàutilisĠàpaƌàdeàŶoŵďƌeuǆà ĐoŵposĠsàŵiŵaŶtàdesà

acides aminés, appelé « cerebrovascular large neutral amino acid transporter » (LAT1) permettant de 

faire pénétrer les petites molécules couplées par un pont disulfure à une L-Cys (Uchino et al., 2002). 

NĠaŶŵoiŶs,àleàĐaŶalàLáTϭàpeƌŵetàleàtƌaŶspoƌtàd͛aĐidesàaŵiŶĠsàaliphatiƋuesà;ǀaliŶeà;ValͿ,àLeuàetàIleͿàetà

aromatiques (Trp et Tyr) or le RB150 est un composé acide. Il pourrait donc utiliser un transporteur de 

la même famille que LAT1, les transporteursà deà solutĠs,à Đapaďleà d͛effeĐtueƌà leà passageà deà petitesà

molécules acides. Du fait de son caractère acide, le RB150 pourrait traverser la BHE au moyen des 

tƌaŶspoƌteuƌsà d͛aĐidesà aŵiŶĠsà aĐidesà Đoŵŵeà lesà ĐaŶauǆà deà laà faŵilleà desà « Exitatory AminoAcid 

Transporter » (EAAT) (Pardridge, 2007; Fahlke et al., 2016) . Une fois dans le cerveau, le pont disulfure 

està diƌeĐteŵeŶtà ƌĠduità paƌà lesà ƌĠduĐtasesà ĐĠƌĠďƌalesà età doŶŶeà deuǆà ŵolĠĐulesà aĐtiǀesà d͛ECϯϯà

permettaŶtàd͛iŶhiďeƌàeffiĐaĐeŵeŶtàl͛áPá. 

 

3) Normalisation de la pression artérielle chez le rat hypertendu, preuve du concept du 

RB150 

IlàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueàl͛adŵiŶistƌatioŶàpaƌàǀoieài.ǀàouàoƌaleàduà‘BϭϱϬàĐhezàleàƌatàDOCá-sel vigil (15 mg/kg) 

entraînait une inhibition duƌaďleàdeàϲϮà%àdeà l͛aĐtiǀitĠàdeà l͛áPáàĐĠƌĠďƌale,àattestaŶtàdeàsoŶàpassageà
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daŶsà leàĐeƌǀeauàetàdeàsaà ƌĠduĐtioŶàeŶàdeuǆàŵolĠĐulesàaĐtiǀesàd͛ECϯϯ.àL͛iŶhiďitioŶàdeà l͛aĐtiǀitĠàáPáà

eŵpġĐheàlaàfoƌŵatioŶàd͛áŶgàIIIàĐĠƌĠďƌaleàetàeŶtƌaîŶeàuŶeàdiŵiŶutioŶàdeàlaàpƌession artérielle des rats 

DOCA-sel de 30 mmHg pendant plusieurs heures (Fournie-Zaluski et al., 2004; Bodineau et al., 2008). 

CesàeffetsàoŶtàĠgaleŵeŶtàĠtĠà ƌetƌouǀĠsà Đhezà leà “H‘àǀigilàoùà l͛adŵiŶistƌatioŶàper os de RB150 (100 

ŵg/kgͿàeŶtƌaîŶeàuŶeàdiŵiŶutioŶàdeàϰϬà%àdeàl͛aĐtiǀitĠàáPáàĐĠƌĠďƌaleàetàuŶeàdiŵiŶutioŶàdeàlaàpƌessioŶà

aƌtĠƌielleàdesà“H‘àd͛eŶǀiƌoŶàϮϬàŵŵHgàpeŶdaŶtàplusieuƌsàheuƌesà(Marc et al., 2012). Ainsi, ces études 

démontrent que le RB150, administré par voie orale chez deux modèles expérimentaux 

d͛hǇpeƌteŶsioŶ,àestàĐapaďleàdeàtƌaǀeƌseƌàlesàďaƌƌiğƌesàintestinale, hépatique, hémato-encéphalique et 

pénétrer dans le cerveau où il réduit par les réductases cérébrales et donne naissance à deux molécules 

d͛ECϯϯà Đapaďlesà d͛iŶhiďeƌà l͛áPáà ĐĠƌĠďƌale.à áiŶsià leà ‘BϭϱϬàestà Đapaďleà deà ďloƋueƌà l͛aĐtiǀitĠà duà “‘áà

cérébral et de normaliser la pression artérielle chez le rat hypertendu vigil pendant plusieurs heures.  

De plus, les rats DOCA-sel et SHRs présentent une hyperactivité de leur SRA cérébral qui entraîne une 

augŵeŶtatioŶàdeà laà sĠĐƌĠtioŶàd͛áVPà (Nishimura et al., 1998) etàuŶeàaugŵeŶtatioŶàdeà l͛aĐtiǀitĠàdesà

neurones sympathiques (Masuyama et al., 1986).àL͛adŵiŶistƌatioŶàoƌaleàdeà‘BϭϱϬàĐhezàleàƌatàDOCá-

selà diŵiŶueà laà sĠĐƌĠtioŶà d͛áVPà daŶsà laà ĐiƌĐulatioŶà saŶguiŶe,à Đeà Ƌuià augŵeŶteà laà diuƌğseà et,à paƌà laà

diminution du volume sanguin, contribue à la normalisation de la pression artérielle (Bodineau et al., 

2008) (Figure 12).à Leà ‘BϭϱϬà ƌepƌĠseŶteà doŶĐà leà pƌototǇpeà d͛uŶeà Ŷouǀelleà Đlasseà d͛ageŶtsà

antihypertenseurs à action centrale. Cette molécule, ainsi que ses dérivés, pourraient être utiles pour 

le traitement de patients hypertendus présentant de faibles taux de rénine plasmatique et des taux 

d͛áVPà plasŵatiƋueà ĠleǀĠsà età Ƌuià soŶtà ƌĠsistaŶtsà auǆà tƌaiteŵeŶtsà aŶtihǇpeƌteŶseuƌsà aĐtuelleŵeŶtà

utilisés. 

 

III) Etudes cliniques du RB150/QGC001  

Afin de démontrer le potentiel thérapeutique du RB150 (renommé QGC001 par la société Quantum 

GeŶoŵiĐsͿ,àuŶeàĠtudeàpƌĠalaďleàd͛ĠǀaluatioŶàdeàlaàtolĠƌaŶĐeàetàdeàlaàtoǆiĐitĠàduàpƌoduitàaàĠtĠàeffeĐtuĠeà

(essai clinique phase Ia) (Balavoine et al., 2014). Il a été montré chez le volontaire sain que 

l͛adŵiŶistƌatioŶà aigüeà deà QGCϬϬϭ,à jusƋu͛ăà ϮϬϬϬà ŵg,à Ġtaità ĐliŶiƋueŵeŶtà età ďiologiƋueŵeŶtà ďieŶà

tolérée. De plus, comme dans les modèles animaux normotendus, les volontaires sains ne présentaient 

aucune baisse de pression artérielle,àauĐuŶeàŵodifiĐatioŶàdeàleuƌà“‘áàsǇstĠŵiƋueàŶiàd͛augŵeŶtatioŶ 

deà leuƌà sĠĐƌĠtioŶà d͛áVPà (Balavoine et al., 2014). Ceci confirmant que le QGC001 est un 

antihypertenseur et non un hypotenseur. Par la suite, une étude clinique phase Ib portant sur les effets 

d͛uŶeàadŵiŶistration chronique de QGC001 chez le volontaire sain a montré que la prise de produit 

peŶdaŶtàϳàjouƌsàpaƌàǀoieàoƌale,àjusƋu͛ăàϳϱϬàŵgàdeuǆàfoisàpaƌàjouƌ,àĠtaitàĐliŶiƋueŵeŶtàetàďiologiƋueŵeŶtà
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bien tolérée. Ces résultats ont conforté ceux obtenus lors de la phase Ia et ont permis de commencer 

uŶeàĠtudeàdeàlaàpƌeuǀeàdeàĐoŶĐeptàdeàl͛effiĐaĐitĠàduàQGCϬϬϭàĐhezàdesàpatieŶtsàhǇpeƌteŶdusà;phaseà

IIaͿàƋuiàestàaĐtuelleŵeŶtàaĐheǀĠeàetàeŶàĐouƌsàd͛analyse. 

 

 

Figure 12 : Modeàd͛aĐtioŶàduà‘BϭϱϬ 

Le système rénine-angiotensineà ĐĠƌĠďƌal,à ǀiaà l͛áŶgà III,à ĐoŶtƌƀleà laà pƌessioŶà aƌtĠƌielleà paƌà tƌoisà ŵĠĐaŶisŵesà
différents :àϭͿàuŶeàaugŵeŶtatioŶàdeàlaàliďĠƌatioŶàd͛áVPàdaŶsàlaàĐiƌĐulatioŶàsaŶguiŶeàauàŶiǀeauàdeàl͛hǇpophǇseà
postérieure (PPit). 2) une activation des pré-motoneurones sympathiques au niveau de la médulla rostro-ventro-

latérale (RVLM). 3) une inhibition du baroréflexe au niveau du noyau du tractus solitaire (NTS). Le RB150, 

pƌodƌogueàdeàl͛ECϯϯ,àsuiteàăàl͛adŵiŶistƌatioŶàpaƌàǀoieàoƌale,àtƌaǀeƌseàlaàďaƌƌiğƌeàhĠŵatoeŶĐĠphaliƋueàetàpénètre 

dans le cerveau. Là, son pont disulfure est réduit par les réductases cérébrales permettant la libération de deux 

ŵolĠĐulesàaĐtiǀesàd͛ECϯϯàƋuiàǀoŶtàiŶhiďeƌàl͛áPáàetàaiŶsiàeŵpġĐheƌàl͛hǇdƌolǇseàdeàl͛áŶgàIIàeŶàáŶgàIII.àIlàeŶàƌĠsulteà
une diminution de laàpƌessioŶàaƌtĠƌielleàǀiaàuŶeàƌĠduĐtioŶàdeàlaàliďĠƌatioŶàd͛áVPàetàdeàl͛aĐtiǀitĠàdesàŶeuƌoŶesà
sympatiques. 
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Chapitre 5 : DĠǀeloppeƌ de Ŷouǀeauǆ iŶhiďiteuƌs de l’aŵiŶopeptidase A paƌ de 

nouvelles études structure-fonction 

 

I) Introduction 

Comme décrit dans le Đhapitƌeà pƌĠĐĠdeŶt,à l͛áPáà ĐĠƌĠďƌaleà ĐoŶstitueà uŶeà Điďleà thĠƌapeutiƋueà

poteŶtielleàpouƌàleàtƌaiteŵeŶtàdeàl͛hǇpeƌteŶsioŶàaƌtĠƌielle.àDeàĐeàfait,àlesàiŶhiďiteuƌsàdeàl͛áPáàĐapaďles 

deà tƌaǀeƌseƌà lesà ďaƌƌiğƌesà ďiologiƋuesà jusƋu͛ăà pĠŶĠtƌeƌà daŶsà leà Đeƌǀeauà pouƌà ďloƋueƌà l͛áPáà

ĐoŶstitueƌaieŶtà deà Ŷouǀellesà Đlassesà d͛ageŶtsà aŶtihǇpeƌteŶseuƌsà ăà aĐtioŶà ĐeŶtƌaleà età pouƌƌaieŶtà

peƌŵettƌeàdeàtƌaiteƌàdesàfoƌŵesàd͛hǇpeƌteŶsioŶàaƌtĠƌielleàƌĠsistaŶtesàauǆàtƌaiteŵeŶtsàeǆistaŶts. 

Afin de développer de telles molécules, notre laboratoire a entrepris de nombreuses études structure-

foŶĐtioŶà duà siteà aĐtifà deà l͛áPá.à Cesà Ġtudesà oŶtà euà pouƌà ďutà deà dĠfiŶiƌà lesà ĠlĠŵeŶtsà stƌuĐtuƌauǆà età

foŶĐtioŶŶelsàĐoŶstituaŶtàleàsiteàaĐtifàdeàl͛eŶzǇŵeàpeƌŵettaŶtàd͛appoƌteƌàlesàĐoŶŶaissaŶĐesàŶĠĐessaiƌesà

à la ĐoŶĐeptioŶàd͛uŶàphaƌŵaĐophoƌeàd͛iŶhiďiteuƌàdeàl͛áPá. 

JusƋu͛ăàl͛ideŶtifiĐatioŶàdeàlaàpƌeŵiğƌeàstƌuĐtuƌeàĐƌistallogƌaphiƋueàd͛uŶeàaŵiŶopeptidaseàŵoŶoziŶĐàeŶà

2001, la Leukotrièene-A4-hydrolase (LTA4H), puis de la résolution de la structure cristallographique de 

l͛áPáàhuŵaiŶeàeŶàϮϬϭϯ,àlesàĠtudesàstƌuĐtuƌe-foŶĐtioŶàduàsiteàaĐtifàdeàl͛eŶzǇŵeàĠtaieŶtàfoŶdĠesàsuƌàlaà

base des alignements de séquence entre aminopeptidases monozincs et sur les informations 

stƌuĐtuƌalesà età eŶzǇŵatiƋuesà oďteŶuesà d͛apƌğsà lesà stƌuĐtuƌesà ĐƌistallogƌaphiƋuesà d͛eŶzǇŵesà deà laà

famille des zincins comme la thermolysine (TLN). 

La TLN a été la première peptidase de la famille des zincins à être cristallisée (Colman et al., 1972; 

Matthews et al., 1972b, 1972a).àIlàs͛agitàd͛uŶeàŵĠtallopƌotĠaseàăàziŶĐàďaĐtĠƌieŶŶeàĐoŵposĠeàd͛uŶàloďeà

N-teƌŵiŶalàŵajoƌitaiƌeŵeŶtàĐoŶstituĠàdeàďƌiŶsàβàeŶàfeuilletsàetàd͛uŶàloďeàC-teƌŵiŶalàĐoŶstituĠàd͛hĠliĐesà

α.àL͛iŶteƌfaĐeàeŶtƌeàĐesàdeuǆàloďesàaĐĐueilleàleàsiteàaĐtifàdeàlaàTLNàetàestàaƌtiĐulĠàautouƌàd͛uŶàatoŵeàdeà

ziŶĐàĐooƌdiŶĠàpaƌàlesàƌĠsidusàduàŵotifàHEXXHàseàtƌouǀaŶtàauàseiŶàd͛uŶeàhĠliĐeàαàliaŶtàlesàdeuǆàloďes.à

Par la suite, de nouvelles études de co-cristallisation de la TLN avec différents inhibiteurs 

correspondant aux différentes étapes de la catalyse ont permis de proposer un modèle du mécanisme 

de la catalyse de la TLN (Monzingo and Matthews, 1984; Tronrud et al., 1986, 1987; Bartlett and 

Marlowe, 1987; Holden et al., 1987). Puis, des études structures-fonctions par mutagénèse dirigée 

effectuées sur la TLN ont permis de valider ce mécanisme catalytique transposable à toutes les 

peptidases monozincs de la famille des zincins (Beaumont et al., 1995; Marie-Claire et al., 1997, 1998). 

EŶsuite,à laà dĠĐouǀeƌteà deà laà stƌuĐtuƌeà ĐƌistallogƌaphiƋueà deà laà LTáϰHà aà peƌŵisà d͛oďteŶiƌà desà

informations structurales communes à toutes les aminopeptidases monozincs (Thunnissen et al., 



56 
 

2001).  La LTA4H est une enzyme bifonctionnelle de la famille des aminopeptidase monozinc. En effet, 

elle possède une activité aminopeptidase mais aussi une activité époxyde hydrolase qui lui permet de 

convertir,à auà seiŶà deà laà ĐasĐadeà deà l͛aĐideà aƌaĐhidoŶiƋue,à leà LTáϰà eŶà LTBϰ,à uŶà ĐoŵposĠà pƌo-

inflammatoire (Shimizu et al., 1984). La LTA4H présente une structure en trois domaines arrangés en 

triangle avec : un domaine N-terminal composé de bƌiŶsàβàoƌgaŶisĠsàeŶàdeuǆàfeuillets,àuŶàdoŵaiŶeà

ĐatalǇtiƋueàaĐĐessiďleàdepuisàl͛eǆtĠƌieuƌàdeàl͛eŶzǇŵeàĐoŵposĠàd͛hĠliĐesàαàetàd͛uŶàdoŵaiŶeàC-terminal 

ĐoŵposĠàd͛hĠliĐesàα.àLeàdoŵaiŶeàĐatalǇtiƋueàpossğdeàuŶeàstƌuĐtuƌeàsiŵilaiƌeàăàĐeluiàdeàlaàTLNàŵalgƌĠà

seulemeŶtàϳà%àd͛hoŵologieàdeàsĠƋueŶĐeàeŶtƌeà lesàdeuǆàeŶzǇŵes.à LeàĐƌistalàdeà laàTLNàaàpeƌŵisàdeà

valider les études structure-fonction par mutagénèse dirigée dont celle déterminant les résidus liant 

le zinc (Medina et al., 1991), celle identifiant le Glu catalytique (Wetterholm et al., 1992), celle 

identifiant un Tyr impliquĠeàdaŶsàl͛ĠtatàdeàtƌaŶsitioŶà(Vazeux et al., 1997) et celle identifiant un Glu 

impliƋuĠà daŶsà l͛aĐtiǀitĠà eǆopeptidaseà deà l͛eŶzǇŵeàetà appaƌteŶaŶtà auàŵotifà GXMENà ĐoŶseŶsusà desà

aminopeptidases monozincs (Rudberg et al., 2002). Ainsi, la structure cristallographique de la LTA4H a 

seƌǀiàdeàpatƌoŶàpouƌàleàdĠǀeloppeŵeŶtàdeàŵodğlesàtƌidiŵeŶsioŶŶelsàd͛aŵiŶopeptidasesàŵoŶoziŶĐs 

jusƋu͛ăàlaàƌĠsolutioŶàdeàlaàstƌuĐtuƌeàĐƌistallogƌaphiƋueàdeàĐesàeŶzǇŵes. 

 

II) Etudes structurales sur des aminopeptidases monozincs 

 

1) L’aŵiŶopeptidase B 

 

a) Généralités 

L͛aŵiŶopeptidaseàBà;áPB,àECàϯ.ϰ.ϭϭ.ϲ,àaƌaŵǇlaseàIIͿàestàuŶeàeŶzǇŵeàƋuiàhǇdƌolǇseàeǆĐlusiǀeŵeŶtàlesà

résidus N-terminaux basiques des peptides comme cela a été mis en évidence dans plusieurs tissus de 

rats (Hopsu et al., 1964).à Ilà aàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueà leà ĐhloƌeàaugŵeŶtaità l͛aĐtiǀitĠàeŶzǇŵatiƋueàdeà l͛áPBà

(Hopsu et al., 1966).à“uiteàăàlaàpuƌifiĐatioŶàdeàl͛áPBàăàpaƌtiƌàdeàtestiĐulesàdeàƌatà(Cadel et al., 1995) et 

le clonage de son ADNc (Cadel et al., 1997),àilàaàĠtĠàĠtaďliàƋueàl͛áPBàestàĐoŶstituĠeàdeàϲϰϴàaĐidesàaŵiŶĠsà

pour un poids moléculaire de 72 kDa. Le séquençage de la protéine a révélé la présence du motif de 

liaisoŶàduàziŶĐàHEXXHàetàd͛uŶàGlu,àtƌoisiğŵeàligaŶdàduàziŶĐ,àă 18 acides aminés en aval de la séquence 

consensus permettant de classer cette enzyme dans les gluzincins aminopeptidases (Hooper, 1994). 

CoŵŵeàlaàLTáϰH,àaǀeĐàlaƋuelleàelleàpaƌtageàeŶǀiƌoŶàϯϳà%àd͛ideŶtitĠàdeàsĠƋueŶĐeàĐhezàlesàŵaŵŵifğƌesà

(Luan et al., 2012),àl͛áPBàpossğdeàĠgaleŵeŶtàuŶeàaĐtiǀitĠàĠpoǆǇdeàhǇdƌolase.àCetteàaĐtiǀitĠàluiàpeƌŵetà

de convertir le LTA4 en LTB4 mais avec une activité 10 fois inférieure à celle de la LTA4H (Cadel et al., 

1997).àL͛áPBàhuŵaiŶeàestàloĐalisĠeàsuƌàleàĐhƌoŵosoŵeà1q32.2 (Piesse et al., 2002). 
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Chez le rat, l͛áPBàestàeǆpƌiŵĠeàdaŶsà leà Đoƌteǆà ĐĠƌĠďƌal,à l͛ĠpididǇŵe,à leà Đœuƌ,à leà ƌeiŶ,à l͛iŶtestiŶ,à lesà

poumons, les muscles et la rate (Foulon et al., 1996).àL͛áPBàest exprimée dans les testicules, au niveau 

des cellules de Sertoli et des cellules somatiques péritubulaires (Foulon et al., 1997).àáussi,àl͛áPBàestà

exprimée dans les cellules germinales au niveau réseau trans-Golgien et dans les granules 

proacrosomiques des spermatides (Cadel et al., 1997).à Ilà aà ĠgaleŵeŶtà ĠtĠà ŵoŶtƌĠà Ƌueà l͛áPBà està

présente dans des vésicules de sécrétion de cellules hypophysaires et dans les milieux de sécrétion de 

cellules germinales (Gainer et al., 1984; Castro et al., 1989; Belhacene et al., 1993). Par ailleurs la 

pƌĠseŶĐeàdeàl͛áPBàaàĠtĠàoďseƌǀĠe dans des vésicules de sécrétion au niveaux des glandes surrénales et 

des tissus neuroendocrines (Hwang et al., 2007). Enfin, il a été montré dans les cellules PC 12, une 

lignée de phĠoĐhƌoŵoĐǇtoŵeàtuŵoƌauǆ,àƋueà l͛áPBàĠtaitàsĠĐƌĠtĠeàpaƌà laàǀoieàĐoŶstitutiǀeàetà laàǀoieà

régulée (Balogh et al., 1998). 

Ilà aàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueà l͛áPBàpouƌƌaitàaǀoiƌàuŶà ƌƀleà ƌĠgulateuƌàdeà laàpƌoduĐtioŶàdeà ĐollagğŶeàdaŶsà lesà

fibroblastes cardiaques (Lijnen et al., 2005).à L͛áPBàestà ĠgaleŵeŶtà iŵpliƋuĠeàdaŶsà laàpƌoduĐtioŶàdeà

ŶeuƌopeptidesàpuisƋu͛elleàestàĐapaďleàdeàgĠŶĠƌeƌàdeàl͛eŶkĠphaliŶeàŵatuƌeàăàpaƌtiƌàd͛iŶteƌŵĠdiaiƌesà

peptidiƋuesà;l͛áƌg-enképhaline et la Lys-enképhaline) (Cohen, 1987; Cadel et al., 1995; Yasothornsrikul 

et al., 1998; Hwang and Hook, 2008). EŶfiŶ,à l͛áPBà pouƌƌaità aǀoiƌà uŶà ƌƀleà daŶsà laà suƌǀieà età leà

développement tumoral (Luan et al., 2012). 

 

b) ModĠlisatioŶ de l’APB 

Du fait queàl͛áPBàdeàƌatàpaƌtageàϯϯ%àd͛ideŶtitĠàdeàsĠƋueŶĐeàetàϰϴà%àd͛hoŵologieàaǀeĐàlaàLTáϰHàdeàƌat,à

ilà aà ĠtĠà possiďleà deà ĐoŶstƌuiƌeà uŶà ŵodğleà tƌidiŵeŶsioŶŶelà deà l͛áPBà paƌà hoŵologieà foŶdĠeà suƌà laà

structure cristallographique de la LTA4H (Thunnissen et al., 2001; Pham et al., 2007).àD͛apƌğsàleàŵodğleà

tƌidiŵeŶsioŶŶel,àl͛áPBàpƌĠseŶteàuŶeàstƌuĐtuƌeàtƌiaŶgulaiƌeàeŶàϯàdoŵaiŶesàĐoŵposĠsàd͛uŶàdoŵaiŶe N-

teƌŵiŶalà ĐoŵposĠà deà ďƌiŶsà βà organisés en deux feuillets,à uŶà doŵaiŶeà ĐatalǇtiƋueà eŶà hĠliĐesà αà

comportant un atome de zinc et un domaine C-teƌŵiŶalàeŶàhĠliĐesàα.àDaŶsàĐeàŵodğle,à leàsiteàaĐtifà

s͛aƌtiĐuleà autouƌà deà l͛atoŵeà deà ziŶĐ.à Celui-Đià paƌtiĐipeà ăà laà ƌĠaĐtioŶà eŶzǇŵatiƋueà d͛hǇdƌolǇseà eŶà

établissant des liaisons avec ses trois ligands (His-325, His-329 et Glu-348). Ces liaisons rendent le zinc 

ĠleĐtƌophileàĐeàƋuiàluiàpeƌŵetàdeàpolaƌiseƌàuŶeàŵolĠĐuleàd͛eauàƌespoŶsaďleàdeàl͛attaƋueàŶuĐlĠophileà

sur le groupement carbonyle de la liaison peptidique à hydrolyser (Pham et al., 2007) (Figure 13). 



58 
 

 

Figure 13 : ModğleàtƌidiŵeŶsioŶŶelàdeàl͛áPBàdeàƌatà(Pham et al., 2007). 

Le domaine N-terminal est représenté en vert, le domaine catalytique en rouge et le domaine C-terminal est 

représenté en violet.  

 

 

c) Etudes structure-fonction 

LesàƌĠsidusàdeàl͛áPBàdeàƌatàliaŶtàl͛atoŵeàdeàziŶĐàoŶtàĠtĠàĠtudiĠsàpar des études structure-fonction par 

mutagénèse dirigée. Ainsi, les résidus His-325 et His-329 du motif HEXXH et le Glu-348 situé à 23 

résidus en aval du motif ont été substitués par différents codons. Il a été montré que chaque mutation 

Ŷ͛iŵpaĐtaità pasà l͛eǆpƌessioŶà deà l͛áPBàŵaisà Ƌueà seulesà lesàŵutatioŶsà sileŶĐieusesà eŶtƌaîŶaieŶtà uŶeà

ĐoŶseƌǀatioŶàdeàl͛aĐtiǀitĠàdeàl͛eŶzǇŵe,àĐoŶfiƌŵaŶtàdoŶĐàl͛iŵpliĐatioŶàdeàĐesàƌĠsidusàdaŶsàlaàliaisoŶàduà

zinc (Pham et al., 2007). Il a également été montré que les mutations faux-sens du résidu Glu-326 du 

ŵotifàHEXXHàeŶtƌaîŶaieŶtàuŶeàaďolitioŶàdeà l͛aĐtiǀitĠàdeà l͛eŶzǇŵeàsaŶsà toutefoisàŵodifieƌà soŶàpƌofilà

d͛eǆpƌessioŶ.àCeàƌĠsiduàĐoƌƌespoŶdàauàGlu-143 de la TLN et au Glu-ϯϴϲàdeàl͛áPáàde souris démontrés 

comme étant la base catalytique de la réaction enzymatique de chacune de ces protéines. Il a donc été 

proposé que le Glu-ϯϮϲàjoueƌaitàleàŵġŵeàƌƀleàĐatalǇtiƋueàauàseiŶàdeàl͛áPBà(Pham et al., 2007).  

L͛áPBà pƌĠseŶteà ĠgaleŵeŶtà laà sĠƋueŶĐeà ĐoŶseŶsusà desà aŵiŶopeptidasesà GXMEN.à áiŶsi,à par 

mutagénèse dirigée, il a été démontré que les substitutions faux-sens des résidus Met-300, Glu-301 et 

Asn-ϯϬϮàdeàl͛áPBàdeàƌatàeŶtƌaîŶaieŶtàuŶeàpeƌteàdeàl͛aĐtiǀitĠàdeàl͛eŶzǇŵeàsaŶsàŵodifieƌàsoŶàeǆpƌessioŶà

(Pham, 2007). Grâce aux études structure-foŶĐtioŶàpƌĠĐĠdeŶtesàŵeŶĠesàsuƌàlaàLTáϰH,àl͛áPNàetàl͛áPá,à

un rôle pour chacun de ces trois résidus a été proposé. Ainsi la Met-300 pourrait être impliquée dans 

leàŵĠĐaŶisŵeàĐatalǇtiƋueàdeàl͛áPB,àduàfaitàdeàsesàpƌopƌiĠtĠsàŶucléophiles, et dans la reconnaissance 
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du substrat comme la Met-Ϯϲϯàdeà l͛áPNàd͛E.Coli (Ito et al., 2006) ou la Met-ϯϱϰàdeà l͛áPNàhuŵaiŶe 

(Wong et al., 2012). Les résidus Glu-301 et Asn-302 pourraient être impliqués dans la stabilisation de 

l͛ĠtatàdeàtƌaŶsitioŶàaiŶsiàƋueàdaŶsàleàĐaƌaĐtğƌeàaŵiŶopeptidase/eǆopeptidaseàdeàl͛áPBàeŶàiŶteƌagissaŶtà

aǀeĐàl͛aŵiŶeàN-terminale des substrats comme cela a été montré pour la LTA4H (Thunnissen et al., 

2001) etàl͛áPáà(Vazeux et al., 1998; Iturrioz et al., 2001; Yang et al., 2013). De façon intéressante, la 

substitution du résidu Gly-Ϯϵϴàdeàl͛áPBàdeàƌatàpaƌàuŶeàalaŶiŶeà;álaͿ,àuŶeàLeu,àuŶeàphĠŶǇlalaŶiŶeà;PheͿ,à

uŶeà Valà ouà uŶeà thƌĠoŶiŶeà ;ThƌͿà eŶtƌaîŶeà laà pƌoduĐtioŶà d͛eŶzǇŵesà ƌeĐoŵďiŶaŶtesà iŶaĐtiǀes.à Laà

suďstitutioŶàdeàĐetteàGlǇàeŶà“eƌàŶ͛eŶtƌaîŶeàpasàdeàŵodifiĐatioŶàduàpƌofilàeŶzǇŵatiƋueàdeà l͛eŶzǇŵeà

ƌeĐoŵďiŶaŶteàĐoŵpaƌĠeàăàl͛áPBàsauǀage.àEŶfiŶ,à laàsuďstitutioŶàduàƌĠsiduàGlǇ-298 en Pro induit une 

ŵodifiĐatioŶàduàpƌofilàdeà l͛eŶzǇŵeà (Pham, 2007).àEŶàeffet,à l͛áPB mutée présente une spécificité de 

suďstƌatàŵodifiĠe,àl͛eŶzǇŵeàŵutĠeàdeǀieŶtàspĠĐifiƋueàdesàƌĠsidusàPƌoàetàálaàeŶàplusàdesàƌĠsidusàLǇsàetà

áƌg.à Elleà Ŷ͛està plusà aussià seŶsiďleà ăà l͛ioŶà ĐhloƌeàpuisƋueà soŶàaďseŶĐeàŶ͛eŶtƌaîŶeàpasàd͛iŶaĐtiǀitĠàdeà

l͛eŶzǇŵeàetàeŶfiŶàleàpƌofilàd͛iŶhiďitioŶàdeàĐetteàáPBàŵutĠeàestàdiffĠƌeŶtàdeàl͛áPBàsauǀage.àáiŶsi,àilàaàĠtĠà

proposé que la substitution de la Gly-ϮϵϴàeŶàPƌoàstaďiliseàleàsiteàaĐtifàdeàl͛áPBàdaŶsàuŶeàĐoŶfoƌŵatioŶà

optiŵisĠeà pouƌà l͛hǇdƌolǇseà deà laà liaisoŶà peptidiƋueà eŶà aďseŶĐeà d͛ioŶà Đhloƌeà auà dĠtƌiŵeŶtà deà laà

spécificité de substrat (Pham, 2007). Ainsi, le résidu Gly-Ϯϵϴà deà l͛áPBà deà ƌatà està iŵpliƋuĠà daŶsà laà

spĠĐifiĐitĠàdeàsuďstƌatàdeàl͛eŶzǇŵeà(Pham et al., 2011). 

Il a également été montré que le résidu Asp-ϰϬϱàdeàl͛áPBàdeàƌatàĠtait impliqué dans la spécificité de 

suďstƌatàďasiƋueàdeàl͛eŶzǇŵeàeŶàiŶteƌagissaŶtàaǀeĐàleàgƌoupeŵeŶtàaŵiŶeàdeàlaàĐhaîŶeàlatĠƌaleàduàƌĠsiduà

P1 des substrats (Fukasawa et al., 2006). 

DaŶsàl͛áPBàhuŵaiŶe,àilàaàĠté montré que le résidu glutamine (Gln)-169 était impliqué dans la spécificité 

deà suďstƌatà ďasiƋueà deà l͛eŶzǇŵeà eŶà ŵaiŶteŶaŶtà uŶeà aƌĐhiteĐtuƌeà ĐoƌƌeĐteà duà sous-site S1 et en 

ĐhĠlataŶtàl͛atoŵeàdeàĐhloƌeàpƌĠseŶtàauàseiŶàduàsiteàaĐtifà(Ogawa et al., 2014). Il a également été montré 

que le résidu Phe-Ϯϵϳàdeàl͛áPBàhuŵaiŶeàĠtaitàiŵpliƋuĠàdaŶsàl͛oƌgaŶisatioŶàstƌuĐtuƌaleàduàsous-site S1 

eŶàĐooƌdiŶaŶtàl͛atoŵeàdeàĐhloƌeà(Ohnishi et al., 2015). 

Enfin cinq résidus Tyr hautement conservés parmi les aminopeptidases ont été étudiés par 

ŵodĠlisatioŶàŵolĠĐulaiƌeàetàŵutagĠŶğseàdiƌigĠe.àToutàd͛aďoƌd,àilàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueàleàƌĠsiduàTǇƌ-229 

deàl͛áPBàdeàƌatàĠtaitàiŵpliƋuĠàdaŶsàl͛aĐteàĐatalǇtiƋueàeŶàstaďilisaŶtàleàƌĠsiduàGlu-301 par une liaison 

hydrogène entre son groupement hydroxyle et le carboxylate du Glu (Cadel et al., 2015). Ensuite il a 

été montré que le résidu Tyr-Ϯϴϭàdeàl͛áPBàdeàƌatàpeƌŵettaitàuŶeàaƌĐhiteĐtuƌeàoptiŵaleàduàsiteàaĐtifàdeà

l͛eŶzǇŵeàeŶàiŶteragissant avec le groupement carbonyle du résidu Arg-285 . Ces deux résidus, situés 

daŶsàuŶeàďouĐle,àpeƌŵettƌaieŶtàuŶeàstƌuĐtuƌatioŶàĐoƌƌeĐteàduàďƌiŶàβàĐoŶteŶaŶtàleàƌĠsiduàGlu-301 du 

motif GXMEN (Cadel et al., 2015).  Puis il a été montré que les mutations du résidu Tyr-ϰϭϰàdeàl͛áPBà
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pƌoǀoƋuaieŶtàuŶeàiŶhiďitioŶàdeàl͛aĐtiǀitĠàeŶzǇŵatiƋueàdeàl͛áPB.àL͛aŶalǇseàduàŵodğleàtƌidiŵeŶsioŶŶelà

deà l͛áPBà aà ƌĠǀĠlĠà Ƌueà Đeà ƌĠsiduà seà tƌouǀeà ăà ϰ.ϭϭà Åà deà l͛atoŵeà deà ziŶĐà età pouƌƌaitàŵaiŶteŶiƌà uŶeà

ĐoŶfoƌŵatioŶàadĠƋuateàdeàl͛eŶzǇŵe,àpeƌŵettaŶtàuŶàpositioŶŶeŵeŶtàĐoƌƌeĐtàduàziŶĐ.àIlàaàĠgaleŵeŶtà

été montré que les mutations du résidu Tyr-ϰϬϵà iŶaĐtiǀaieŶtà l͛áPB.à Lesà aŶalǇsesà stƌuĐtuƌalesà oŶtà

montré que la Tyr-409 se trouvait très proche de la Tyr-414 (1,84 Å) concluant que ces résidus 

pourraient établir une liaison hydrogène via leur fonction hydroxyle (Cadel et al., 2015). Enfin, il a été 

montré que le résidu Tyr-441 pourrait effectuer une liaison hydrogène entre son groupement 

hǇdƌoǆǇleàetàleàgƌoupeŵeŶtàĐaƌďoŶǇleàdeàl͛ásp-363 situé à 3,63 Å. Cette Tyr serait impliquée dans le 

ŵaiŶtieŶàdeàl͛iŶtĠgƌitĠàstƌuĐtuƌale duàsiteàaĐtifàdeàl͛áPBà(Cadel et al., 2015) (Figure 14). 

 

Figure 14 : Sites actifs de l'APB de rat et l'APB humaine (Pham et al., 2011, 2007; Ohnishi et al., 2015). 

áͿà‘epƌĠseŶtatioŶàdesàligaŶdsàduàziŶĐ,àduàglutaŵateàĐatalǇtiƋueàetàduàƌĠsiduàdoŶŶeuƌàdeàpƌotoŶàdeàl͛áPBàdeàƌat.à
L͛ioŶà )Ŷ2+ est représenté en gris. Les trois ligands du zinc, His-324, His-329 et Glu-348 sont représentés, 

respectivement, en orange, vert et bleu. Le résidu catalytique, Glu-325, est représenté en jaune. Le résidu Tyr-

413, donneur de proton, est représenté en vert clair. (Pham et al., 2007). 

BͿàà‘epƌĠseŶtatioŶàduàsiteàaĐtifàdeàl͛áPBàdeàƌatàdaŶsàleƋuelàaàĠtĠàiŶtƌoduitàleàsuďstƌatàtƌipeptidiƋueàáƌg-Ala-Arg 

(Pham, 2007; Pham et al., 2011).  

CͿà‘epƌĠseŶtatioŶàduàsiteàaĐtifàdeàl͛áPBàhuŵaiŶeàdaŶsàleƋuelàaàĠtĠàiŶtƌoduitàleàsuďstƌatàtƌipeptidiƋueàáƌg-Ser-Arg 

(Ohnishi et al., 2015).  
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2) L’aŵiŶopeptidase N 

 

a) Généralités 

L͛aŵiŶopeptidaseàNà ;áPN,à ECàϯ.ϰ.ϭϭ.ϮͿà aà toutàd͛aďoƌdàĠtĠàdĠfiŶieà ĐoŵŵeàuŶeàCǇs-Gly dipeptidase 

(Olson and Binkley, 1950; Binkley et al., 1957) présente dans la bordure en brosse des cellules rénales 

(Hughey et al., 1978; Grau et al., 1979).  

L͛áPNàestàeǆpƌiŵĠeàdeàfaçoŶàuďiƋuitaiƌeàăàlaàpĠƌiphĠƌie,àŶotaŵŵeŶtàdaŶsàleàƌeiŶàetàl͛iŶtestiŶ où elle 

représente plus de 5 % des protéines membranaires (George and Kenny, 1973). Elle est également 

présente dans le foie (Aoyagi et al., 1978a; Hersh et al., 1987), dans la bile où elle est libérée à partir 

de la membrane des canaux biliaires (Roman and Hubbard, 1984a, 1984b), le plasma (Tokioka-Terao 

et al., 1984), le placenta (Kurauchi et al., 1986), le cerveau (Gros et al., 1985) et dans le striatum 

(Matsas et al., 1985). 

L͛áPNàeuĐaƌǇoteàaàtoutàd͛aďoƌdàĠtĠàĐloŶĠeàăàpaƌtiƌàdeàd͛iŶtestiŶàhuŵaiŶà(Olsen et al., 1988). Elle est 

localisée sur le chromosome 15q25-26 et se compose de 967 acides aminés divisés en un court 

segment N-terminal intracytoplasmique de 9 à 10 résidus, un domaine transmembranaire de 23 à 24 

ƌĠsidusàetàd͛uŶàdoŵaiŶeàC-terminal extracellulaire composé de 933 à 935 résidus contenant le site actif 

et le motif de liaison du zinc HEXXH (Olsen et al., 1988). Selon sa localisation tissulaire, le poids 

ŵolĠĐulaiƌeàdeàl͛áPNàǀaƌieàdeàϭϬϬàăàϭϲϬàkDaàetàseàpƌĠseŶteàsousàfoƌŵeàhoŵodiŵĠƌiƋueàĐhezàtousàlesà

mammifères, sauf chez le lapin où elle est monomérique (Feracci and Maroux, 1980; Tokioka-Terao et 

al., 1984).àL͛áPNàestàaĐtiǀĠeàpaƌàleàĐoďaltà(Lalu et al., 1986).àEŶàutilisaŶtàdesàsuďstƌatsàsǇŶthĠtiƋuesàβ-

ŶaphtǇlaŵides,àilàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueàl͛áPNàpƌĠseŶte une large spécificité de substrat. En effet, elle est 

Đapaďleàd͛hǇdƌolǇseƌàlesàaĐidesàN-teƌŵiŶauǆàŶeutƌes,àďasiƋuesàetàaƌoŵatiƋueàăàl͛eǆĐeptioŶàdeàlaàPƌo.à

Toutefois, elle présente une plus forte spécificité pour le résidu N-terminal Ala (Lalu et al., 1986; Ward 

et al., 1990). 

In vitro,àl͛áPNàhǇdƌolǇseàdesàsuďstƌatsàŶatuƌelsàĐoŵŵeàlaàsuďstaŶĐeàPà(Bausback and Ward, 1986), la 

neurotensine (Churchill et al., 1987), la bradykinine (Bathon et al., 1992), la neurokinine A (Wang et 

al., 1991),àl͛áŶgàIIIà(Bausback and Ward, 1986; Palmieri et al., 1989; Ward et al., 1990) et la des-Asp1-

Ang I (Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-His-Leu) (Palmieri et al., 1989). 

In vivo,àl͛áPNàhǇdƌolǇseàlaàMet5 et la Leu5 enképhaline (Gros et al., 1985; Bausback and Ward, 1986; 

Palmieri et al., 1989; Ward et al., 1990). Dans le systğŵeàŶeƌǀeuǆàĐeŶtƌal,àl͛áPNàhǇdƌolǇseàĠgaleŵeŶtà

l͛áƌg1 deàl͛áŶgàIIIà(Zini et al., 1996) avec une affinité allant de 2 µM à 112 µM (Palmieri et al., 1989; 

Wright et al., 1991) pouƌàdoŶŶeƌàŶaissaŶĐeàăàl͛áŶgàIVàƋuiàestàelle-ŵġŵeàhǇdƌolǇsĠeàpaƌàl͛áPNà(Chansel 

et al., 1998). 
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OutƌeàsoŶà iŵpliĐatioŶàdaŶsà leà“‘áàĐĠƌĠďƌalàetà sǇstĠŵiƋue,à l͛áPNàestàĠgaleŵeŶtà iŵpliƋuĠeàdaŶsà lesà

pƌoĐessusàĐaŶĐĠƌeuǆ.àToutàd͛aďoƌd,àilàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueàl͛áPNàestàeǆpƌiŵĠeàdaŶsàdeàŶoŵďƌeuǆàtǇpesà

de tumeurs comme le mélanome, les tumeurs hépatiques, rénales, pancréatiques, gastriques, 

thyroïdiennes, les tumeurs du colon et de la prostate (Bogenrieder et al., 1997; Ikeda et al., 2003; 

Kehlen et al., 2003; Tokuhara et al., 2006; Kawamura et al., 2007; Máté et al., 2015; Inagaki et al., 2010; 

Q. Zhang et al., 2015; Sanz et al., 2015; Nohara et al., 2016). Ensuite, il a étĠàŵoŶtƌĠàƋueàl͛áPNàagità

ĐoŵŵeàuŶà ƌĠgulateuƌàdeà laàŵoƌphogeŶğseàdeà l͛eŶdothĠliuŵàduƌaŶtà l͛aŶgiogeŶğseà (Bhagwat et al., 

2001). Les expériences de knock-outàdeàl͛áPNàpaƌàdesàá‘NsàiŶteƌfĠƌaŶtsàeŶàĐellulesàHUVECàoŶtàŵoŶtƌĠà

uŶeàfoƌteàďaisseàdeàl͛iŶduĐtioŶàdeàl͛aŶgiogeŶğseà(Kehlen et al., 2003).àL͛áPNàpouƌƌaitàġtƌeàƌĠgulĠeàpaƌà

leàfaĐteuƌàdeàĐƌoissaŶĐeàdeà l͛eŶdothĠliuŵàǀasĐulaiƌeà ;VEGFͿàetà leàfaĐteuƌàdeàĐƌoissaŶĐeàďasiƋueàdesà

fibroblastes (bFGF). Il a également été montrĠà Ƌueà l͛áPNà està leà ƌĠĐepteuƌà d͛uŶà peptideà seà liaŶtà

eǆĐlusiǀeŵeŶtà ăà l͛eŶdothĠliuŵà desà ǀaisseauǆà aŶgiogĠŶiƋuesà oùà elleà està suƌeǆpƌiŵĠe,à leà peptideà

asparagine-glycine-arginine (NGR) (Pasqualini et al., 1995).à L͛áPNà està aiŶsià deǀeŶueà uŶeà Điďleà

thérapeutique potentielle dans le développement de traitements anticancéreux comme le cancer de 

la plèvre, le cancer colorectal, etc. (Santoro et al., 2010; Gregorc et al., 2010, 2011). Néanmoins, les 

mécanismes cellulaiƌesàetàŵolĠĐulaiƌesàĐoŶtƌƀlĠsàpaƌàl͛APN restent à ce jour méconnus. 

 

b) Structure cristallographique et études structure-fonction 

LesàstƌuĐtuƌesàĐƌistallogƌaphiƋuesàdeàl͛áPNàpoƌĐiŶeà (Chen et al., 2012) etàdeàl͛áPNàhuŵaiŶeàoŶtàĠtĠà

récemment publiées (Wong et al., 2012). La structure cristallographique de la partie extracellulaire de 

l͛áPNà huŵaiŶeà ŵoŶtƌeà Ƌueà l͛eŶzǇŵeà pƌĠseŶteà uŶeà stƌuĐtuƌeà eŶà tƌoisà doŵaiŶes : un domaine N-

teƌŵiŶalàĐoŵposĠàdeàďƌiŶsàβàoƌgaŶisĠsàeŶàdeuǆàfeuillets,àuŶàdoŵaiŶeàĐatalǇtiƋueàfoƌŵĠàd͛hĠliĐesàαà

ĐoŵpƌeŶaŶtàleàsiteàaĐtifàetàl͛atoŵeàdeàziŶĐàliĠàauǆàƌĠsidusàduàŵotifàHEXXHàetàuŶàdoŵaiŶeàC-terminal 

oƌgaŶisĠàŵajoƌitaiƌeŵeŶtàeŶàhĠliĐesàαàetàaǀeĐàuŶàpetitàfeuilletàdeàďƌiŶsàβ.àLeàdoŵaiŶeàC-terminal de 

l͛áPNà diŵĠƌiseà aǀeĐà leà doŵaine C-teƌŵiŶalà d͛uŶà autƌeà ŵoŶoŵğƌeà d͛áPNà ǀiaà desà iŶteƌaĐtioŶsà

hǇdƌophoďes,àhǇdƌogğŶesàetàsaliŶes,àfoƌŵaŶtàuŶeàiŶteƌfaĐeàdeàĐoŶtaĐtàd͛eŶǀiƌoŶàϴϰϬàÅ2. Le site actif 

estàeŶfouiàăàl͛iŶtĠƌieuƌàdeàl͛eŶzǇŵeàetàpƌojetteàsuƌàuŶeàlaƌgeàĐaǀitĠàiŶteƌŶeà;eŶǀiƌoŶàϮϴϬϬàÅ3), ce qui le 

rend inaccessible au milieu extracellulaire (Wong et al., 2012) (Figure 15). 
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Figure 15 : Structure Cristallographique de l'APN humaine (Wong et al., 2012). 

Le domaine N-terminal est coloré en bleu, le domaine catalytique en vert et le domaine C-terminal est coloré 

eŶàjauŶeàaǀeĐàsoŶàfeuilletàβàeŶàŵageŶta. 

 

LaàstƌuĐtuƌeàĐƌistallogƌaphiƋueàdeàl͛áPNàhuŵaiŶeàŶatiǀeàaàpeƌŵisàĠgaleŵeŶtàdeàŵettƌeàeŶàĠǀideŶĐeàlesà

ligands du zinc que sont les résidus His-388, His-393 du motif HEXXH et Glu-411. Co-cristallisée avec 

l͛áŶgàIV,àilàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueàl͛aŵiŶeàliďƌeàdeàlaàValàN-terminale du peptide interagissait avec le Glu-355 

du motif GXMEN et avec le Glu-411 et la Gln-213 (Wong et al., 2012). Il a également été montré que le 

Glu-ϯϴϵà Ġtaità leà Gluà ĐatalǇtiƋue,à ƌespoŶsaďleà deà laà polaƌisatioŶà d͛uŶeàŵolĠĐuleà d͛eauà peƌŵettaŶtà

l͛attaƋueàŶuĐlĠophileàsuƌàlaàliaison peptidique à hydrolyser. Ces observations confirment les résultats 

desàĠtudesàpoƌtĠesàsuƌàl͛áPNàdeàporc montrant que le Glu-ϯϱϬàĠtaitàiŵpliƋuĠàdaŶsàl͛aĐteàĐatalǇtiƋueà

(Luciani et al., 1998; Chen et al., 2012). Ensuite, il a été montré que le résidu Tyr-ϰϳϳàstaďiliseàl͛oǆǇaŶioŶà

gĠŶĠƌĠàpeŶdaŶtà l͛ĠtatàdeàtƌaŶsitioŶà (Wong et al., 2012). La chaîne latérale de la Val N-terminale de 

l͛áŶgàIVàseàlogeàdaŶsàuŶeàpoĐheàŶeutƌeàfoƌŵĠeàdesàƌĠsidusàGlŶ-211, Gln-213, Ala-351, Met-354, Phe-

472 et de la chaîne latérale de la Phe-896 venant recouvrir cette cavité formant le sous-site S1. La Phe-

896 est situĠeàauàseiŶàd͛uŶeàďouĐleàdoŶtàlesàƌĠsidusàĠtaďlisseŶtàdesàiŶteƌaĐtioŶsàaǀeĐàd͛autƌesàƌĠsidusà

deàl͛áPN.àEŶàeffet,àlaàPhe-896 établit une liaison de type stacking avec la Phe-472, la Ser-895 et la Gly-

ϴϵϰà ĠtaďlisseŶtà uŶeà liaisoŶà hǇdƌogğŶeà aǀeĐà l͛ásŶ-350 et la Ser-469, respectivement. Dans cette 

ĐoŶfiguƌatioŶ,àduà faitàdeà l͛oƌgaŶisatioŶàetàdeà laà Đhaƌgeàduàsous-siteà“ϭ,à ilà aàĠtĠàĐoŶĐluàƋueà l͛áƌgàN-

teƌŵiŶaleàdeàl͛áŶgàIIIàŶeàpouǀaitàpasàiŶteƌagiƌàauàŶiǀeauàdeàĐeàsous-site.àLeàƌĠsiduàPϭ͛àdeàl͛áŶgàIV,àuŶeà

Tyr, établitàaǀeĐàl͛áPNàdesàiŶteƌaĐtioŶsàdeàtǇpeàstaĐkiŶgàaǀeĐàlesàĐhaîŶesàlatĠƌalesàdesàƌĠsidusàVal-385 

et His-ϯϴϴàetàuŶeà iŶteƌaĐtioŶàdeà tǇpeà liaisoŶàhǇdƌogğŶeàŵĠdiĠeàpaƌàuŶeàŵolĠĐuleàd͛eauàeŶtƌeà soŶà
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groupement hydroxyle et le groupement carboxylate du résidu Glu-41ϴàdeàl͛áPN.àLesàautƌesàƌĠsidusàdeà

l͛áŶgàIVàŶ͛ĠtaďlisseŶtàƋuaŶtàăàeuǆàauĐuŶeàiŶteƌaĐtioŶàaǀeĐàlesàƌĠsidusàduàsiteàaĐtifàdeàl͛áPNà(Wong et 

al., 2012).  

La co-ĐƌistallisatioŶà deà l͛áPNà huŵaiŶeà aǀeĐà l͛aŵastatiŶeà ;LeuβN[αOH]-Val-Val-Asp) a permis de 

montrer que :à l͛eǆtƌĠŵitĠà LeuβN[αOH]à effeĐtuaità lesàŵġŵesà iŶteƌaĐtioŶsà aǀeĐà l͛áPNà Ƌueà laà Valà N-

teƌŵiŶaleàdeàl͛áŶgàIV ; que le groupement α-hydroxyle chélate le zinc ;àƋueàlaàValàPϭ͛àĠtaďlitàlesàŵġŵesà

iŶteƌaĐtioŶsàaǀeĐàl͛áPNàƋueàlaàTǇƌàeŶàpositioŶàPϭ͛àdeàl͛áŶgàIVàetàƋueàlesàƌĠsidusàPϮ͛àetàPϯ͛àdeàl͛aŵastatiŶeà

oĐĐupaieŶtàlesàŵġŵeàpositioŶsàƋueàlesàƌĠsidusàPϮ͛àetàPϯ͛àdeàl͛áŶgàIVà(Wong et al., 2012). 

La co-ĐƌistallisatioŶàdeàl͛áPNàhuŵaiŶeàaǀeĐàlaàďestatiŶeà;PheβN[αOH]-LeuͿàaàŵoŶtƌĠàƋueàl͛iŶhiďiteuƌà

ne se liait pas à l͛eŶzǇŵeà Đoŵŵeà pouƌƌaità leà faiƌeà uŶà suďstƌat.à EŶà effet,à l͛eǆtƌĠŵitĠà duà ƌĠsiduà

PheβN[αOH]àestàeŶfouiàtƌğsàpƌofoŶdĠŵeŶtàdaŶsàleàsous-siteà“ϭàetàŶ͛iŶteƌagitàaǀeĐàl͛áPNàƋueàpaƌàdesà

liaisons hǇdƌogğŶesàŵĠdiĠesàpaƌàdesàŵolĠĐulesàd͛eau.àDeàplus,à Đ͛està leàgƌoupeŵent carboxylate C-

terminal de la Leu qui chélate le zinc et non son groupement hydroxyle comme cela est généralement 

établi pour les inhibiteurs de ce type. Cependant, la chaîne latérale de la Leu occupe et interagit avec 

le sous-siteà“ϭ͛àdeàl͛áPNàdeàlaàŵġŵeàfaçoŶàƋueàlaàTǇƌàPϭ͛àdeàl͛áŶgàIVàetàƋueàlaàValàPϭ͛àdeàl͛aŵastatiŶe.à

áiŶsi,àlaàďestatiŶeàƌesteàuŶàiŶhiďiteuƌàĐoŵpĠtitifàdeàl͛áPNà(Wong et al., 2012).  

DeàfaçoŶàiŶtĠƌessaŶte,àilàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàdaŶsàleàĐƌistalàdeàl͛áPNàĐoŵpleǆĠàăàlaàďestatiŶeàƋueàlaàďouĐleà

flexible comportant la Gly-894, la Ser-895 et la Phe-896 se repositionne et remodèle le sous-site S1 

afiŶàdeàpeƌŵettƌeàl͛aŶĐƌageàduàƌĠsiduàPheβN[αOH]à(Wong et al., 2012). Ceci suggérant que cette boucle 

peut,àseloŶàleàsuďstƌatàouàl͛iŶhiďiteuƌ,às͛adapteƌàetàpeƌŵettƌeàuŶeàoƌgaŶisation adéquate du sous-site. 

áiŶsi,à Đelaà suggğƌeà Ƌu͛eŶà pƌĠseŶĐeà d͛áŶgà III,à l͛aƌĐhiteĐtuƌeà duà sous-site doit être différente afin 

d͛aĐĐeuilliƌàuŶàƌĠsiduàďeauĐoupàplusàlaƌgeàĐoŵŵeàl͛áƌgàN-terminale du peptide (Figure 16). 
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Figure 16 : “iteàaĐtifàdeàl͛áPNàhuŵaiŶeàĐoŵpleǆĠàaǀeĐàl͛áŶgàIVà(Wong et al., 2012). 
 
áͿàDeŶsitĠàĠleĐtoŶiƋueàdeàl͛áŶgàIV,àlesàatoŵesàdeàcarbones, azote et oxygène sont colorés respectivement en 
gris, bleu et rouge. 
BͿà“upeƌpositioŶàdesàsitesàaĐtifsàdeàl͛áPNàĐoŵpleǆĠsà;eŶàǀeƌtͿàouàŶoŶà;eŶàŵageŶtaͿàaǀeĐàl͛áŶgàIV.àL͛atoŵeàdeàziŶĐà
est représenté en jaune. 
CͿàVueàduàsiteàaĐtifàdeàl͛áPNàhuŵaiŶeàĐoŵpleǆĠeàaǀeĐàl͛áŶgàIV.àLesàƌĠsidusàĐoloƌĠsàeŶàǀeƌtàsoŶtàsituĠsàdaŶsàleà
domaine catalytique, les résidus colorés en jaune sont situés dans le domaine C-terminal. 

 
 

3) L’aŵiŶopeptidase A 

a) La stƌuĐtuƌe ĐƌistallogƌaphiƋue de l’aŵiŶopeptidase A huŵaiŶe 

‘ĠĐeŵŵeŶt,àlaàstƌuĐtuƌeàĐƌistallogƌaphiƋueàdeàlaàpaƌtieàeǆtƌaĐellulaiƌeàdeàl͛áPáàhuŵaiŶeàaàĠtĠàƌĠsolueà

(Yang et al., 2013).à Elleà ŵoŶtƌeà Ƌueà l͛eŶzǇŵeà pƌĠseŶteà uŶeà stƌuĐtuƌeà siŵilaiƌeà ăà Đelleà desà

aminopeptidases monozincs soit : un domaine N-teƌŵiŶalà ĐoŵposĠà deà ďƌiŶsà βà oƌgaŶisĠsà eŶà deuǆà

feuillets,àuŶàdoŵaiŶeàĐatalǇtiƋueàĐoŵposĠàd͛hĠliĐesàαàĐoŶteŶaŶtàleàsiteàaĐtifàoùàseàsitue l͛atoŵeàdeàziŶĐà

et un domaine C-teƌŵiŶalà ĐoŵposĠà d͛uŶà feuilletà deà ďƌiŶsà βà età d͛hĠliĐesà α.à Laà stƌuĐtuƌeà

ĐƌistallogƌaphiƋueà ŵoŶtƌeà Ƌueà l͛áPáà foƌŵeà uŶà hoŵodiŵğƌeà paƌà l͛iŶteƌaĐtioŶà desà doŵaiŶesà C-

teƌŵiŶauǆàdeàdeuǆàŵoŶoŵğƌes.àL͛iŶteƌfaĐeàfoƌŵĠe par ces deux doŵaiŶesàpossğdeàuŶeàaiƌeàd͛eŶǀiƌoŶà

1600 Å2 soità pƌesƋueà deuǆà foisà plusà Ƌueà l͛iŶteƌfaĐeà deà diŵĠƌisatioŶà deà l͛áPNà (Yang et al., 2013). 

NĠaŶŵoiŶs,à ilàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueà l͛áPáàs͛hoŵodiŵĠƌiseàgƌąĐeàăàuŶàpoŶtàdisulfuƌeàsituĠàăà l͛eǆtƌĠŵitĠà

extracellulaire N-terminale de chaque monomère (Ofner and Hooper, 2002).àOƌàĐetteàpaƌtieàdeàl͛áPáà

Ŷ͛està pasà ǀisiďleà daŶsà laà stƌuĐtuƌeà ĐƌistallogƌaphiƋueà età l͛iŶteƌfaĐeà d͛hoŵodiŵĠƌisatioŶà oďseƌǀĠe 
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pourrait être un artéfact dû aux conditions de cristallisation. La résolution de la totalité de la structure 

deàl͛áPáà;paƌtieàiŶtƌaĐellulaiƌe,àtƌaŶsŵeŵďƌaŶaiƌeàetàeǆtƌaĐellulaiƌeͿàpouƌrait permettre de conclure 

sur la nature de cette homodimérisation.  

áàl͛iŶstaƌàdeàl͛áPN,àleàsiteàaĐtifàdeàl͛áPáàseàtƌouǀeàeŶfouiàăàl͛iŶtĠƌieuƌàdeàl͛eŶzǇŵeàetàpƌojetteàsuƌàuŶeà

large cavité accessible au solvant (Yang et al., 2013).àNĠaŶŵoiŶs,àleàsiteàaĐtifàdeàl͛áPáàestàplusàĠtƌoità

ƋueàĐeluiàdeàl͛áPNàeǆĐluaŶtàaiŶsiàl͛aĐĐğsàauǆàsuďstƌatsàǀoluŵiŶeuǆà(Wong et al., 2012; Yang et al., 2013). 

CetteàĐoŶtƌaiŶteàĐoŶfoƌŵatioŶŶelleàseƌaitàuŶàdesàĠlĠŵeŶtsàpeƌŵettaŶtàăà l͛áPáàd͛ġtƌeàplusàsĠleĐtiǀeà

Ƌueàl͛áPNàdaŶsàlaàŶatuƌeàdeàsesàsuďstƌats (Figure 17). 

 

Figure 17 : Structure cristallographique de l'APA humaine (Yang et al., 2013). 

Représentation des structures cristallographiques du diŵğƌeàetàduàŵoŶoŵğƌeàd͛áPá.àLeàdoŵaiŶeàN-terminal est 

représenté en jaune, le domaine catalytique en magenta, le domaine C-terminal est représenté en cyan et 

ĐoŵpƌeŶdàleàfeuilletàβàƌepƌĠseŶtĠàeŶàoƌaŶge. 

 

b) Etudes structure-fonction par modélisation moléculaire et 

mutagenèse dirigée 

EŶà l͛aďseŶĐeà deà doŶŶĠesà stƌuĐtuƌalesà suƌà l͛áPá,à lesà pƌeŵiğƌesà Ġtudesà stƌuĐtuƌe-fonction se sont 

appuǇĠesà suƌà lesà aligŶeŵeŶtsà deà sĠƋueŶĐesà d͛aŵiŶopeptidasesà ŵoŶoziŶĐ.à áiŶsi,à ilà aà d͛aďoƌdà ĠtĠà

dĠŵoŶtƌĠàƋueàl͛His-389 du motif HEXXH deàl͛áPáàdeàsouƌisàĠtaitàĐƌuĐiale pouƌàl͛aĐtiǀitĠàdeàl͛eŶzǇŵeà

(Wang and Cooper, 1993). Ensuite, le Glu-408 a été démontré comme étant le troisième ligand du zinc 

aǀeĐàl͛His-ϯϴϵàetàl͛His-385 (Wang and Cooper, 1993; Vazeux et al., 1996). Le Glu-386 a été caractérisé 

ĐoŵŵeàĠtaŶtàleàGluàĐatalǇtiƋueàpeƌŵettaŶtàlaàpolaƌisatioŶàdeàlaàŵolĠĐuleàd͛eauàƋuiàeffeĐtueàl͛attaƋueà

nucléophile sur la liaison peptidique à hydrolyser (Vazeux et al., 1996). Le rôle de ces deux Glu est 



67 
 

appuyé par les études de co-cristallisation de la thermolysine avec différents inhibiteurs et qui ont 

peƌŵisàd͛ĠtaďliƌàleàŵodğleàdeàŵĠĐaŶisme catalytique commun aux peptidases monozincs (Matthews, 

1988). 

Paƌàlaàsuite,àlesàaligŶeŵeŶtsàdeàsĠƋueŶĐeàd͛aŵiŶopeptidasesàŵoŶoziŶĐsàoŶtàŵoŶtƌĠàƋu͛uŶeàTǇƌàsituĠeà

ăà ϲϯà ƌĠsidusà eŶà aǀalà duàŵotifà HEXXHàpouƌƌaità ĐoƌƌespoŶdƌeà ăà l͛His-231 de la thermolysine, résidu 

iŵpliƋuĠàdaŶsàlaàstaďilisatioŶàdeàl͛Ġtat de transition durant la catalyse enzymatique (Matthews, 1988). 

Ainsi, les études structure-fonction par mutagénèse dirigée sur la Tyr-ϰϳϭàdeàl͛áPáàdeàsouƌisàoŶtàpeƌŵisà

deàĐoŶfiƌŵeƌàsoŶàƌƀleàdeàstaďilisateuƌàdeàl͛ĠtatàdeàtƌaŶsitioŶ,àgƌąĐeàăàl͛utilisatioŶàd͛iŶhiďiteuƌsàŵiŵaŶtà

ouàŶoŶàl͛ĠtatàdeàtƌaŶsitioŶà(Vazeux et al., 1997). 

L͛Ġtudeà desà aligŶeŵeŶtsà deà sĠƋueŶĐesà d͛aŵiŶopeptidasesàŵoŶozincs aà peƌŵisà laà dĠĐouǀeƌteà d͛uŶà

motif strictement conservé dans cette famille, situĠàăàuŶeàtƌeŶtaiŶeàd͛aĐidesàaminés en amont du motif 

HEXXH, le motif GXMEN. Par mutagénèse dirigée, il a été montré que le Glu-352 du motif GXMEN de 

l͛áPáàdeàsouƌisà iŶteƌagitàaǀeĐà l͛aŵiŶeà liďƌeàdeà l͛áŶgà IàaloƌsàƋu͛ilàestà iŶĐapaďleàdeà lieƌà l͛eǆtƌĠŵitĠàN-

teƌŵiŶaleàďloƋuĠeàdeàl͛áŶgàIàN-acétylée. Cette étude conclut que ce Glu est impliqué dans la liaison de 

l͛aŵiŶeàN-terminale libre des substrats et des inhibiteurs (Vazeux et al., 1998) et est confortée par les 

travaux effectués sur le Glu-ϯϱϬàdeàl͛áPNàpoƌĐiŶe,àĐoŶfĠƌaŶtàleàŵġŵeàƌƀle à ce résidu (Luciani et al., 

1998).àUŶàautƌeàƌĠsiduàdeàĐeàŵotifàGXMEN,àl͛ásŶ-353 a été également démontré comme effectuant 

desà iŶteƌaĐtioŶsà aǀeĐà l͛amine libre N-terminale des substrats et des inhibiteurs par une étude 

structure-fonction par mutagénèse dirigée, en étudiant les paramètres enzymatiques des enzymes 

mutées pour ce résidu et les pouvoirs inhibiteurs de molécules mimant le complexe de Michaelis ou 

l͛ĠtatàdeàtƌaŶsitioŶà(Iturrioz et al., 2001). 

Grâce à la résolution de la structure cristallographique de la LTA4H (Thunnissen et al., 2001), il a été 

possiďleàdeàĐoŶstƌuiƌeàuŶàŵodğleàtƌidiŵeŶsioŶŶelàdeàl͛áPáàdeàsouƌisàpaƌàhoŵologieàgƌąĐeàăàl͛ideŶtitĠà

de séquence entre les deux enzymes (31%) et les données fonctionnelles obtenues sur le site actif de 

l͛áPá.àCeàŵodğleàĐoŵpƌeŶdàlesàƌĠsidusàϳϵàăàϱϱϵàdeàl͛áPáàdeàsouƌisàetàĐoŶstitueàlaàŵajeuƌeàpaƌtieàduà

doŵaiŶeàeǆtƌaĐellulaiƌeàdeàl͛áPá.àUŶàiŶhiďiteuƌàŵiŵaŶtàl͛ĠtatàdeàtƌaŶsitioŶàdeàlaàĐatalǇseàeŶzǇŵatiƋue,à

l͛iŶhiďiteuƌàglutaŵate-phosphonate (GluPO3H2), a été introduit dans le modèle afin de visualiser les 

iŶteƌaĐtioŶsàpossiďlesàeŶtƌeà leà suďstƌatàetà leà siteàaĐtifàdeà l͛eŶzǇŵeàauà Đouƌsàdeà laà ĐatalǇse.à Ilà aà ĠtĠà

ŵoŶtƌĠà Ƌueà l͛oƌgaŶisatioŶà duà Đoŵpleǆeà áPá/GluPO3H2 était similaire à celle du complexe 

LTA4H/bestatine et que les interactions suggérées par les études structure-fonction par mutagénèse 

diƌigĠeàseàƌetƌouǀaieŶtàdaŶsàleàŵodğle.àEŶàeffet,àl͛ioŶàziŶĐàseàtƌouǀeàĐooƌdiŶĠàpaƌàlesàƌĠsidusàHis-385, 

His-389, Glu-ϰϬϴ,àuŶeàŵolĠĐuleàd͛eauàetàuŶàoǆǇgğŶeàduàgƌoupeŵeŶtàphosphoŶateàduàGluPO3H2. Dans 

le modèle, le Glu-ϯϴϲàestà daŶsàuŶeàpositioŶàoptiŵaleàpouƌàpolaƌiseƌà laàŵolĠĐuleàd͛eauà ĐatalǇtiƋueà
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ƌespoŶsaďleà deà l͛attaƋueà ŶuĐlĠophile.à Laà TǇƌ-471 est, quant à elle, engagée dans deux liaisons 

hydrogènes avec le groupement phosphonate du GluPO3H2 doŶtàlaàgĠoŵĠtƌieàtĠtƌaĠdƌiƋueàŵiŵeàl͛Ġtatà

de transition. Enfin, le Glu-ϯϱϮàiŶteƌagitàďieŶàaǀeĐàl͛aŵiŶeàliďƌeàN-terminale du GluPO3H2 et aussi avec 

laàŵolĠĐuleàd͛eauà ĐatalǇtiƋueàƋu͛ilà pouƌƌaità polaƌiseƌàeŶà ĐoŵplĠŵeŶtàduàGlu-386 (Rozenfeld et al., 

2002). 

 L͛utilisatioŶàdeàĐeàŵodğleàaàpeƌŵisàdeàǀisualiseƌàl͛áƌg-ϮϮϬ,àetàuŶàásp,àl͛ásp-227, interagissant via un 

pont-salin et situés dans une boucle proche du Glu-Ϯϭϱ.àL͛aŶalǇseàdesàáPásàŵutĠesàpouƌàĐesàdeuǆà

résidus ont montré la production d͛eŶzǇŵesà iŵŵatuƌes,à sĠƋuestƌĠesà daŶsà leà ƌĠtiĐuluŵà

endoplasmique. Ainsi, il a été conclu que ces résidus présentaient un rôle structural crucial dans la 

stabilisation du domaine N-teƌŵiŶalàdeàlaàpaƌtieàeǆtƌaĐellulaiƌeàdeàl͛eŶzǇŵeà(Rozenfeld et al., 2002).  

ToujouƌsàsuƌàlaàďaseàduàŵodğleàtƌidiŵeŶsioŶŶelàdeàl͛áPáàdeàsouƌisàĐoŵpleǆĠàaǀeĐàleàGluPO3H2, il a été 

dĠŵoŶtƌĠàpaƌàŵutagĠŶğseàdiƌigĠe,àl͛iŵpliĐatioŶàduàƌĠsiduàGlu-215 dans le caractère exopeptidase de 

l͛eŶzǇŵeàetàdaŶsàl͛iŶduĐtioŶàdeàla catalyse. En effet, le Glu-215 iŶteƌagitàaǀeĐàl͛eǆtƌĠŵitĠàN-terminale 

duàsuďstƌatàetàiŶduitàuŶàĐhaŶgeŵeŶtàĐoŶfoƌŵatioŶŶelàdeàl͛eŶzǇŵeàpeƌŵettaŶtàauàGlu-ϯϱϮàd͛iŶteƌagiƌà

aǀeĐàl͛aŵiŶeàliďƌeàN-teƌŵiŶaleàduàsuďstƌatàd͛uŶeàpaƌt,àet,àĐoŶjoiŶteŵeŶtàaǀeĐàleàGlu-386, de polariser 

laàŵolĠĐuleàd͛eauàĐatalǇtiƋueàd͛autƌeàpaƌt. 

Ensuite, il a été démontré le rôle des résidus Asp-213 et Asp-218 dans la liaison du calcium dans le site 

aĐtifà deà l͛áPáà deà souƌis.à EŶà effet,à leàŵodğleà tƌidiŵeŶsioŶŶelàŵoŶtƌaità Ƌueà l͛atoŵeà deà Đalcium est 

coordiné par les chaînes latérales acides de ces deux Asp ainsi que par le groupement carbonyle du 

Glu-ϮϭϱàetàtƌoisàŵolĠĐulesàd͛eau.àLesàĠtudesàstƌuĐtuƌe-fonction par mutagénèse dirigée ont montré 

que les mutations conservatives de ces Asp permettaient une activation par le calcium des APA mutées 

siŵilaiƌeàăàl͛áPáàsauǀage,àaloƌsàƋueàlesàŵutatioŶsàŶoŶàĐoŶseƌǀatiǀesàeŵpġĐhaieŶtàleàĐalĐiuŵàd͛aĐtiǀeƌà

l͛áPá.àDeàplus,àilàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueàlesàŵutatioŶsàdeàĐesàƌĠsidusàiŶduisaieŶtàuŶeàpeƌteàdeàlaàspĠĐifiĐité 

deàsuďstƌatàdeàl͛áPáàpouƌàƌĠsidusàN-terminaux acides en présence de calcium. Ainsi, les résidus Asp-

213 et Asp-ϮϭϴàsoŶtàďieŶàlesàƌĠsidusàliaŶtàl͛ioŶàĐalĐiuŵàdaŶsàleàsiteàaĐtifàdeàl͛áPáàetàpaƌtiĐipeŶtàăàlaà

spĠĐifiĐitĠàdeàl͛áPáàpouƌàlesàsuďstƌatsàetàlesàiŶhibiteurs acides en présence de calcium (Claperon et al., 

2008). 

EŶfiŶ,àleàŵodğleàtƌidiŵeŶsioŶŶelàdeàl͛áPáàdeàsouƌisàaàŵoŶtƌĠàƋueàleàgƌoupeŵeŶtàhǇdƌoǆǇleàduàƌĠsiduà

Thr-ϯϰϴàpouǀaitàiŶteƌagiƌàaǀeĐàleàgƌoupeŵeŶtàĐaƌďoǆǇlateàdeàlaàĐhaîŶeàlatĠƌaleàduàGluàdeàl͛iŶhiďiteuƌà

GluPO3H2. Les études structure-fonction par mutagénèse dirigée sur cette Thr ont montré que les 

ŵutatioŶsàdeàĐeàƌĠsiduàĐhaŶgeaieŶtàlaàspĠĐifiĐitĠàdeàdeàsuďstƌatàdeàl͛áPáàeŶàaďseŶĐeàdeàĐalĐiuŵàƋuià

deǀeŶaità spĠĐifiƋueàdesà suďstƌatsàďasiƋues.à L͛ajoutàdeà ĐalĐiuŵàauàŵilieu réactionnel permettait de 

ƌestauƌeƌà laà spĠĐifiĐitĠà deà l͛áPáà pouƌà lesà suďstƌatsà aĐides.à Paƌà ĐoŶtƌe,à lesà Ġtudesà desà pouǀoiƌsà
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iŶhiďiteuƌsà deà diffĠƌeŶtsà iŶhiďiteuƌsà d͛aŵiŶopeptidasesàŵoŶtƌaieŶtà Ƌueà lesàŵutaŶtsà deà laà Thƌ-348 

pƌĠseŶtaieŶtà leàŵġŵeàpƌofilàd͛iŶhiďitioŶàƋueàl͛áPáàsauǀageàeŶàpƌĠseŶĐeàouàeŶàaďseŶĐeàdeàĐalĐiuŵ.à

áiŶsiàĐetteàĠtudeàaàpeƌŵisàdeàdĠŵoŶtƌeƌàl͛iŵpliĐatioŶàduàƌĠsiduàThƌ-348 dans la spécificité de substrat 

aĐideàdeàl͛áPáà(Claperon et al., 2009). 

LesàƌĠsultatsàdeàl͛eŶseŵďleàdeàĐesàĠtudesàoŶtàĠtĠàǀalidĠsàpaƌàlaàstƌuĐtuƌeàĐƌistallogƌaphiƋueàdeàl͛áPá 

humaine (Yang et al., 2013) et ont permis de réaliser une cartographie fonctionnelle du site actif de 

l͛eŶzǇŵe,àŶĠĐessaiƌeàauàdĠǀeloppeŵeŶtàd͛iŶhiďiteuƌsàăàlaàfoisàpuissaŶtsàetàsĠleĐtifsàdeàĐetteàeŶzǇŵe 

(Figure 18).  

 

Figure 18 : OƌgaŶisatioŶàduàsiteàaĐtifàdeàl͛áPá.à 
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III) Objectifs de thèse 

L͛áPáàĐĠƌĠďƌaleàĐoŶstitueàuŶeàĐiďleà thĠƌapeutiƋueàpoteŶtielleàdaŶsà leà tƌaiteŵeŶtàdeà l͛hǇpeƌteŶsioŶà

aƌtĠƌielleàetàleàdĠǀeloppeŵeŶtàd͛iŶhiďiteuƌsàdeàĐetteàeŶzǇŵeàăàaĐtioŶàĐeŶtƌaleàƌepƌĠseŶteàuŶeàŶouǀelleà

ǀoieà thĠƌapeutiƋueà eŶà ǀueà deà tƌaiteƌà ĐeƌtaiŶesà foƌŵesà d͛hǇpeƌteŶsioŶà ƌĠsistaŶtesà auǆà tƌaiteŵeŶtsà

actuels.  

La résolution de la structure ĐƌistallogƌaphiƋueà deà l͛áPáà està uŶà outilà deà pƌeŵieƌà oƌdƌeà pouƌà leà

développement de nouveaux inhibiteurs de cette enzyme via des campagnes de criblages in silico de 

chimiothèques virtuelles ou par la conception de molécules assistée par ordinateur (drug design). 

áfiŶà deà ƌĠaliseƌà Đesà ĐaŵpagŶes,à uŶà Ŷouǀeauà ŵodğleà tƌidiŵeŶsioŶŶelà deà l͛áPáà aà ĠtĠà ĐoŶstƌuità eŶà

utilisaŶtàlaàstƌuĐtuƌeàĐƌistallogƌaphiƋueàdeàl͛áPáàhuŵaiŶeàĐoŵŵeàpatƌoŶàetàl͛eŶseŵďleàdesàiŶhiďiteuƌsà

deà l͛eŶzǇŵeà dĠǀeloppĠsà paƌà leà Pƌofesseuƌà BeƌŶaƌdà Pieƌre Roques, en collaboration avec notre 

laboratoire, ont été introduits dans ce modèle et de nouvelles interactions ont été observées. 

L͛oďjeĐtifàdeàŵaàthğseàaàĐoŶsistĠàă : 

• Caractériser pharmacologiquement le rôle du résidu Arg-ϴϳϴàdeà l͛áPáàdaŶsàlaàspĠĐifiĐité de 

suďstƌatàdeàl͛eŶzǇŵeàpouƌàlesàƌĠsidusàN-terminaux acides. 

• Caractériser pharmacologiquement le rôle des résidus Arg-360 et Arg-ϯϳϴà deà l͛áPáà daŶsà

l͛iŶteƌaĐtioŶàaǀeĐàlesàƌĠsidusàPϮ͛àdesàiŶhiďiteuƌsàtƌipeptidiƋues. 

LesàƌĠsultatsàoďteŶusàseƌǀiƌoŶt,àd͛uŶeàpaƌt,àăàǀalideƌàĐeàŶouǀeauàŵodğleàtƌidiŵeŶsioŶŶelàdeàl͛áPáàet,à

d͛autƌeàpaƌt,àăàappoƌteƌàlesàiŶfoƌŵatioŶsàstƌuĐtuƌalesàŶĠĐessaiƌesàăàl͛iŶitiatioŶàd͛uŶàĐƌiďlageàin silico de 

chimiothèques virtuelles en vue de découvrir deàŶouǀeauǆàiŶhiďiteuƌsàdeàl͛áPá. 
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IV) Etudes structure-foŶĐtioŶ suƌ le site aĐtif de l’APA 

 

1) Article 1 : Etude du rôle de l’aƌgiŶiŶe ϴϳϴ de l’APA de souƌis dans la spécificité de 

suďstƌat de l’eŶzǇŵe (En révision) 

 

a) Introduction 

L͛eŶseŵďleàdesàĠtudesàstƌuĐtuƌe-foŶĐtioŶàŵeŶĠesàsuƌàl͛áPáàoŶtàutilisĠàleàŵodğleàtƌidiŵeŶsioŶŶelàdeà

cette enzyme construit par homologie en utilisant la LTA4H comme patron (Rozenfeld et al., 2002, 

2003, Claperon et al., 2008, 2009). Ce modğleàestàĐoŶstituĠàdesàƌĠsidusàϳϵàăàϱϱϵàdeàl͛áPáàetàestàdoŶĐà

amputé des 386 derniers résidus C-teƌŵiŶauǆàdeàlaàpƌotĠiŶeàpaƌtiĐipaŶt,àaǀeĐàl͛eŶseŵďleàduàdoŵaiŶeà

C-terminal, au rôle de chaperonne intramoléculaire (Rozenfeld et al., 2004). Très récemment, la 

stƌuĐtuƌeàdeàlaàpaƌtieàeǆtƌaĐellulaiƌeàdeàl͛áPáàhuŵaine a été résolue (résidus 76 à 956) (Yang et al., 

2013). La superposition du cristal et du modèle tridimensionnel a montré, notamment au niveau du 

site actif, une concordance parfaite entre les résidus du cristal et ceux du modèle permettant de valider 

le modèle ainsi que les résultats des études structure-fonction précédentes. 

Deàplus,àl͛ĠtudeàdeàlaàstƌuĐtuƌeàdeàl͛áPáàhumaine cristallisée avec un glutamate aàpeƌŵisàd͛oďseƌǀeƌà

un résidu situé dans le domaine C-teƌŵiŶal,àl͛áƌg-887 (Arg-ϴϳϴàdeàl͛áPáàdeàsouƌisͿ,àƋuiàĐoŶtƌiďueàăàlaà

spĠĐifiĐitĠàdeàsuďstƌatàdeàl͛eŶzǇŵeàpouƌàlesàƌĠsidusàN-terminaux acides sans préciser le mode d͛aĐtioŶà

de ce résidu (Yang et al., 2013). 

áfiŶàdeàpƌĠĐiseƌàleàƌƀleàdeàl͛áƌg-878,àuŶàŶouǀeauàŵodğleàtƌidiŵeŶsioŶŶelàdeàl͛áPA a été construit sur 

laà ďaseà deà laà stƌuĐtuƌeà ĐƌistallogƌaphiƋueà deà l͛eŶzǇŵe.à DaŶsà Đeàŵodğleà aà ĠtĠà iŶtƌoduità l͛ECϯϯà Ƌuià

présente une affinité 1000 fois supérieure à celle du Glu (Ki =10-4 M) avec lequel a été stabilisé le cristal. 

Nous avons observé que leà gƌoupeŵeŶtà guaŶidiŶiuŵà ĠleĐtƌopositifà deà l͛áƌg-878 interagit avec le 

gƌoupeŵeŶtàsulfoŶateàĠleĐtƌoŶĠgatifàdeàl͛ECϯϯ.àNousàaǀoŶsàdoŶĐ,àpaƌàdesàĠtudesàstƌuĐtuƌe-fonction 

par modélisation moléculaire et mutagénèse dirigée, caractérisé le rôle du résidu Arg-878 dans la 

liaisoŶàdeàsuďstƌatàouàd͛iŶhiďiteuƌàaiŶsiàƋueàdaŶsàlaàspĠĐifiĐitĠàde substrat deàl͛áPáàpouƌàlesàƌĠsidusàN-

terminaux acides en absence ou en présence de calcium. Nous avons substitué le résidu Arg-878 soit 

par une Ala, soit par une Lys. Puis, nous avons vérifié que les enzymes mutées étaient exprimées à la 

ŵeŵďƌaŶeàplasŵiƋueàdeàfaçoŶàsiŵilaiƌeàăàl͛áPáàsauǀage.àEŶsuite,àŶousàaǀoŶsàĠtudiĠàlesàpaƌaŵğtƌesà

biochimiques et cinétiques des APAs recombinantes sauvage et mutées en utilisant soit un substrat 

acide (GluNA), soit un substrat neutre (AlaNA), soit un substrat basique (LysNA). Nous avons aussi 

caractérisé la sensibilité de ces enzymes au calcium. Enfin, nous avons comparé le pouvoir inhibiteur 
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de différents composés en présence ou en absence de calcium ciblant le sous-siteà“ϭàdeàl͛áPáàsuƌàlesà

APAs sauvage ou mutées. 
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b) Discussion 

GƌąĐeàăàŶotƌeàŵodğleàtƌidiŵeŶsioŶŶelàdeàl͛áPáàhuŵaiŶe,àŶousàaǀoŶsàŵoŶtƌĠàƋueàl͛áƌg-887 (Arg-878 

de l͛áPáàdeàsouƌisͿàĠtaďlitàuŶeàiŶteƌaĐtioŶàaǀeĐàleàsulfoŶateàdeàlaàĐhaîŶeàlatĠƌaleàdeàl͛iŶhiďiteuƌàECϯϯà

participant ainsi au sous-site S1. 

LaàsuďstitutioŶàdeàĐetteàáƌgàpaƌàuŶeàálaàouàuŶeàLǇsàĐoŶduitàăàdesàeŶzǇŵesàs͛eǆpƌiŵaŶtàăàlaàŵeŵďƌaŶeà

plasmique des cellules CHO exprimant de façon stable ces dernières, comme le montre les expériences 

d͛iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐe.à Lesà foƌŵesà ŵeŵďƌaŶaiƌesà pƌĠseŶteŶtà desà foƌŵesà ŵatuƌesà deà l͛áPáà

hautement glycosylée, avec une forme dimérique de 320 kDa et une forme monomérique de 160 kDa, 

observées par Western Blot.  

Paƌà laà suite,à Ŷousà aǀoŶsà ĐaƌaĐtĠƌisĠà l͛aĐtiǀatioŶàdesà eŶzǇŵesàŵutĠesàpaƌà leà ĐalĐiuŵ.àáiŶsi,à ilà aà ĠtĠà

ŵoŶtƌĠàƋueàlesàeŶzǇŵesàŵutĠesàĠtaieŶtàaĐtiǀĠesàpaƌàleàĐalĐiuŵàdeàlaàŵġŵeàfaçoŶàƋueàl͛áPáàsauǀage.à

Ainsi le résidu Arg-878 ne participe pas à la liaison du calcium dans le sous-siteà “ϭà deà l͛eŶzǇŵe.à

CepeŶdaŶt,àl͛aĐtiǀitĠàŵaǆiŵaleàdesàeŶzǇŵesàŵutĠesà‘ϴϳϴáàetà‘ϴϳϴKàĠtaieŶtàdiŵiŶuĠesàd͛uŶàfaĐteuƌàϮà

par rapport ăà Đelleà deà l͛áPáà sauǀage. Du fait que ces enzymes présentent un profil d͛eǆpƌessioŶà

siŵilaiƌeà ăà Đeluià deà l͛áPáà sauǀage,à Ŷousà aǀoŶsà Ġŵisà l͛hǇpothğse que le résidu Arg-878 pourrait 

participer ăàlaàƌeĐoŶŶaissaŶĐeàduàsuďstƌatàetàăàl͛aĐtiǀitĠàd͛hǇdƌolǇseàdeàl͛áPá. 

Nous avons donc déterminé les paramètres cinétiques des enzymes mutées en absence et en présence 

de calcium, en utilisant du GluNA comme substrat et les avons comparés ăàĐeuǆàdeàl͛áPáàsauǀage.àEŶà

aďseŶĐeà deà ĐalĐiuŵ,à l͛effiĐaĐitĠà d͛hǇdƌolǇseà duà GluNáà paƌà lesà eŶzǇŵesà ŵutĠesà Ġtaità foƌteŵeŶtà

diminuée par rapport à celle de l͛áPáàsauǀageà;Ϯϲàfoisàpouƌàleà‘ϴϳϴáàetàϮϴϭàfoisàpouƌàleà‘ϴϳϴͿ.àCetteà

diŵiŶutioŶàestàdueàăàuŶeàfoƌteàdiŵiŶutioŶàdeàl͛affiŶitĠàdesàeŶzǇŵesàŵutĠesàpouƌàleàsuďstƌatàaĐideàaiŶsià

Ƌu͛ăàuŶeàlĠgğƌeàdiŵiŶutioŶàdaŶsàlaàǀitesseàd͛hǇdƌolǇseàduàsuďstƌat.àEŶàpƌĠseŶĐeàdeàcalcium, comme 

ĐelaàaàdĠjăàĠtĠàŵoŶtƌĠàpaƌàleàpassĠ,àl͛effiĐaĐitĠàd͛hǇdƌolǇseàdesàsuďstƌatsàaĐidesàpaƌàl͛áPáàaugŵeŶte.à

CeĐiàpasseàpaƌàuŶeàaugŵeŶtatioŶàdeàl͛affiŶitĠàdeàl͛eŶzǇŵeàpouƌàleàsuďstƌatàaiŶsiàƋu͛ăàuŶeàaugŵeŶtatioŶà

deàlaàǀitesseàd͛hǇdƌolǇse.àáiŶsi,àeŶàpƌĠseŶĐeàdeàĐalĐiuŵ,àl͛effiĐaĐitĠàd͛hǇdƌolǇseàdesàeŶzǇŵesàŵutĠesà

pouƌàlesàsuďstƌatsàaĐidesàaugŵeŶte,àŶĠaŶŵoiŶs,àelleàƌesteàďieŶàiŶfĠƌieuƌeàăàĐelleàdeàl͛eŶzǇŵeàsauǀageà

;ϮϬàfoisàpouƌàleà‘ϴϳϴáàetàϰàfoisàpouƌàleà‘ϴϳϴKͿ.àEŶĐoƌe,àĐetteàdiffĠƌeŶĐeàdaŶsàl͛effiĐaĐitĠàd͛hǇdƌolǇseà

estàdue,àpouƌàl͛áPáàŵutaŶteà‘ϴϳϴá,àăàuŶeàaffiŶitĠàetàuŶeàǀitesseàd͛hǇdƌolǇseàduàsuďstƌatàGluNáàplusà

faiďleàƋueàĐelleàdeàl͛áPáàsauǀage.àEŶàƌeǀaŶĐhe,àpouƌàleàŵutaŶtà‘ϴϳϴK,àseuleàl͛affiŶitĠàdeàl͛eŶzǇŵeàpouƌà

le substrat acide est plus faible queàl͛áPáàsauǀage.àCeĐiàsuggğƌeàƋueàleàƌĠsiduàáƌg-878, de par sa charge 

et la longueur de sa chaîne latérale, participe au complexe de Michaelis (formation du complexe 

enzyme-substrat) que ce soit en absence ou en présence de calcium mais est aussi impliqué dans la 

catalyse. 
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EŶàeffet,àl͛aŶalǇseàdesàŵodğlesàtƌidiŵeŶsioŶŶelsàdeàl͛áPáàsauǀageàouàŵutĠes en présence de calcium 

aàŵoŶtƌĠàƋueàlesàŵutatioŶsàiŶduisaieŶtàdesàĐhaŶgeŵeŶtsàdaŶsàl͛oƌgaŶisatioŶàduàsiteàaĐtifàdeàl͛eŶzǇŵe.à

Chacune entraînait une suppression (‘ϴϳϴáͿà ouà uŶeà diŵiŶutioŶà ;‘ϴϳϴKͿà deà l͛iŶteƌaĐtioŶà eŶtƌeà leà

groupement carboxylate du substrat et la chaîne latérale du résidu, ce qui induit une diminution de 

l͛affiŶitĠàdesàeŶzǇŵesàpouƌàleàsuďstƌatàaĐide.àDeàplus,àlaàĐhaîŶeàlatĠƌaleàduàŵutaŶtàLǇs,àplusàloŶgueàd͛uŶà

ĐaƌďoŶeà paƌà ƌappoƌtà ăà l͛áƌg,à augŵeŶteà leà ǀoluŵeà duà siteà aĐtifà deà l͛eŶzǇŵe.à CeĐià peƌŵetà uŶeà

optiŵisatioŶàduàpositioŶŶeŵeŶtàdeàlaàŵolĠĐuleàd͛eauàĐatalǇtiƋue,àĐeàƋuiàpeƌŵetàdeàd͛augŵeŶteƌàlaà

ǀitesseàd͛hǇdƌolǇseàpaƌàƌappoƌtàauàŵutaŶtàálaàetàăàl͛áPáàsauvage en présence de calcium. Ceci tend à 

ĐoŶfiƌŵeƌàƋueàl͛áƌg-878 est située dans le sous-siteà“ϭàdeàl͛áPáàetàƋu͛elleàpuisseàŵĠdieƌàlaàspĠĐifiĐitĠà

deàl͛áPáàpouƌàlesàƌĠsidusàN-terminaux acides des substrats.  

Afin de préciser leàƌƀleàdeàl͛áƌg-878, nous avons étudié le mode de liaison de différents inhibiteurs 

mimant le complexe de Michaelis comme les inhibiteurs thiolés, EC33, GluSH, MetSH et LysSH. Nous 

avons mesuré et comparés les pouvoirs inhibiteurs de ces molécules sur les APA sauvage et mutées en 

utilisaŶtàleàGluNáàaǀeĐàouàsaŶsàĐalĐiuŵ.àCesàiŶhiďiteuƌsàiŶteƌagisseŶtàaǀeĐàl͛eŶzǇŵeàǀiaàleuƌàaŵiŶeàliďƌeà

N-terminale, leur groupement thiol chélatant le zinc et les autres résidus du sous-site S1 avec leur 

chaîne latérale soit acide (EC33 et GluSH), soit neutre (MetSH), soit basique (LysSH). Nous avons 

ĠgaleŵeŶtàĠtudiĠàleàŵodeàdeàliaisoŶàd͛uŶàiŶhiďiteuƌàdeàl͛ĠtatàdeàtƌaŶsitioŶ,àleàGluPO3H2, qui mime les 

iŶteƌaĐtioŶsà eŶtƌeà leà suďstƌatà età l͛eŶzǇŵeà loƌsà deà Đetà Ġtat,à ŶotaŵŵeŶt,à paƌà son groupement 

phosphoŶateàƌeŵplaçaŶtàl͛iŶteƌŵĠdiaiƌeàtĠtƌaĠdƌiƋueàfoƌŵĠàloƌsàdeàlaàĐatalǇse.àNousàaǀoŶsàŵoŶtƌĠà

Ƌu͛eŶàl͛aďseŶĐeàdeàĐalĐiuŵ,àl͛áPáàŵutĠeà‘ϴϳϴáàestàŵieuǆàiŶhiďĠeàpaƌàlesàiŶhiďiteuƌsàďasiƋueà;LǇs“HͿà

ouàŶeutƌeà;Met“HͿàƋueàl͛áPáàsauǀage,àaloƌsàƋueàl͛áPáàŵutĠeà‘ϴϳϴKàĠtaitàŵoiŶsàďieŶàiŶhiďĠeàpaƌàlesà

iŶhiďiteuƌsàaĐideà;Glu“HͿàouàŶeutƌeàƋueàl͛áPáàsauǀage.àEŶàpƌĠseŶĐeàdeàĐalĐiuŵ,àleàpƌofilàd͛iŶhiďitioŶà

des APAs mutées est partiellement restauré avec une préférence pour les inhibiteurs acides (EC33 > 

Glu“Hà>àMet“Hà>àLǇs“HͿ,àdĠŵoŶtƌaŶtàƋueàleàĐalĐiuŵàestàleàĐoŵposaŶtàŵajeuƌàdeàlaàspĠĐifiĐitĠàdeàl͛áPáà

pour les inhibiteurs ayant un résidu N-teƌŵiŶalàaĐide.àCepeŶdaŶt,àl͛affiŶitĠàdeàl͛ECϯϯàetàduàGlu“Hàpouƌà

les APA mutées restent inférieures ăàĐellesàpouƌàl͛áPA sauvage (de 3 à 9 fois inférieure). Ceci suggère 

Ƌueàl͛iŶteƌaĐtioŶàdeàlaàĐhaîŶeàlatĠƌaleàaĐideàdeàl͛iŶhiďiteuƌàetàl͛áPáàƌeƋuiğƌeàuŶeàĐhaƌgeàpositiǀeàŵaisà

ilàfautàĠgaleŵeŶtàuŶàpositioŶŶeŵeŶtàadĠƋuatàdeàl͛iŶhiďiteuƌ,àassuƌĠàeŶàpaƌtieàpaƌàl͛áƌg-878. En effet, 

ŶousàaǀoŶsàŵoŶtƌĠàƋueàleàŵutaŶtà‘ϴϳϴK,àďieŶàƋueàĐoŶseƌǀatifàdeàl͛áƌg-878, est moins bien inhibé par 

l͛ECϯϯàetàleàGlu“HàƋueàl͛áPáàsauǀage.àOƌ,àlaàLǇsàpƌĠseŶteàuŶeàĐhaîŶeàlatĠƌaleàplusàloŶgueàƋueàl͛áƌgàĐeà

qui implique moins de liberté de positionnementàpouƌàl͛iŶhiďiteuƌàetàdoŶĐàuŶeàaffiŶitĠàŵoiŶsàďoŶŶeà

pouƌàl͛eŶzǇŵeàŵutĠe. 

 NousàaǀoŶsàŵoŶtƌĠàƋueàl͛áƌg-ϴϳϴàjouaitàuŶàƌƀleàdaŶsàl͛ĠtaďlisseŵeŶtàduàĐoŵpleǆeàdeàMiĐhaelisàŵaisà

ĠgaleŵeŶtàdaŶsàlaàĐatalǇse.àáiŶsi,àŶousàaǀoŶsàĠtudiĠàl͛effetàdesàŵutatioŶsàdeàl͛áƌg-878 sur le pouvoir 
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inhibiteur du GluPO3H2 en présence de calcium. Ainsi, nous avons montré que le GluPO3H2 inhibait les 

áPásà ŵutĠesà ‘ϴϳϴáà età ‘ϴϳϴK,à ƌespeĐtiǀeŵeŶt,à ϴϳà età ϴà foisà ŵoiŶsà ďieŶà Ƌueà l͛áPáà sauǀage.à Ceà

ĐoŵpoƌteŵeŶtàdiffĠƌeŶtàdeàl͛iŶhiďiteuƌàeŶtƌeà les APA mutées est en accord avec ce que nous avons 

obtenu lors de la caractérisation des paramètres cinétiques du GluNA. Les simulations de dynamique 

ŵolĠĐulaiƌeàoŶtàĐoŶfiƌŵĠàĐesàƌĠsultatsàeŶàŵoŶtƌaŶtàƋueàlesàŵutatioŶsàŵodifiaieŶtàaussiàďieŶàl͛ĠŶeƌgieà

d͛interaction entre le GluPO3H2 etàl͛áPáàƋueàleàǀoluŵeàduàsiteàaĐtif,àiŵpliƋuaŶtàdesàpositioŶŶeŵeŶtsà

deà l͛iŶhiďiteuƌàdiffĠƌeŶts seloŶàĐhaƋueàeŶzǇŵe.àLaàŵutatioŶàdeà l͛áƌg-878 en Ala entraîne une forte 

diŵiŶutioŶàdeàl͛ĠŶeƌgieàd͛iŶteƌaĐtioŶàeŶtƌeàleàGluPO3H2 et leàsiteàaĐtifàdeàl͛eŶzǇŵeàĐeàƋuiàestàdûàăàuŶeà

ŵodifiĐatioŶà ŵajeuƌeà deà l͛eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtà ĠleĐtƌopositifà duà sous-site S1. De plus, la plus forte 

iŶteƌaĐtioŶàeŶtƌeàl͛iŶhiďiteuƌàetàleàsolǀaŶtàoďseƌǀĠe chez ce mutant impacte négativement son affinité 

vis-à-vis de l͛áPáàŵutĠeà‘ϴϳϴá.àLaàŵutatioŶàdeàl͛áƌg-878 en Lys entraîne, quant à elle, une plus faible 

diŵiŶutioŶà deà l͛affiŶitĠà duà GluPO3H2 Ƌueà leà ŵutaŶtà ‘ϴϳϴáà paƌà ƌappoƌtà ăà l͛áPáà sauǀage.à CeĐià està

pƌoďaďleŵeŶtàdûàauàgƌoupeŵeŶtàɸàaŵiŶeàdeàlaàĐhaîŶeàlatĠƌaleàdeàlaàLǇs ƋuiàŵaiŶtieŶàl͛eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtà

électropositif du sous-site S1. Cependant, laàpeƌteàd͛affiŶitĠàdeàl͛iŶhiďiteuƌàpouƌàl͛áPáàŵutĠeà‘ϴϳϴKà

paƌàƌappoƌtàăàl͛áPáàsauǀageàpeut-être due à une position inadéquate du carboxylate du GluPO3H2 du 

faitàdeàl͛augŵeŶtatioŶàduàvolume du sous-site S1 au cours de la dynamique. 

áfiŶàdeàĐoŶfiƌŵeƌàl͛hǇpothğseàƋueàl͛áƌg-ϴϳϴàestàiŵpliƋuĠeàdaŶsàlaàspĠĐifiĐitĠàdeàl͛áPáàpouƌàlesàƌĠsidusà

N-teƌŵiŶauǆà aĐides,à Ŷousà aǀoŶsà ĠtudiĠà l͛effiĐaĐitĠà d͛hǇdƌolǇseà desà áPásà sauǀageà età ŵutĠesà deà

différents substrats, soit neutre (AlaNA), soit basique (LysNA) en présence ou en absence de calcium 

et les avons comparés à ceux obtenus avec le substrat acide (GluNA). Ainsi, en absence de calcium, le 

pƌofilàd͛hǇdƌolǇseàdeàl͛áPáàsauǀageàest : GluNA > LysNA > AlaNA.àCeàpƌofilàestàŵodifiĠàpouƌàl͛áPáàŵutĠeà

R878A (LysNA> AlaNA > GluNA) aiŶsià Ƌueàpouƌà l͛áPáàŵutĠeà‘ϴϳϴKà (AlaNA = LysNA >> GluNA). En 

pƌĠseŶĐeàdeàĐalĐiuŵ,àl͛áPáàsauǀageàhǇdƌolǇseàplusàeffiĐaĐeŵeŶtàleàsuďstƌatàaĐideàetàpƌĠseŶteàleàpƌofilà

suivant : GluNA >> LysNA > AlaNA. Ce profil est maintenu pour le mutant R878K mais présente une 

diŵiŶutioŶàdeàl͛effiĐaĐitĠàd͛hǇdƌolǇseàduàGluNá.àEŶàƌeǀaŶĐhe,àl͛áPáàŵutĠeà‘ϴϳϴáàhǇdƌolǇseàaǀeĐàlaà

ŵġŵeàeffiĐaĐitĠàleàGluNá,àleàLǇsNáàetàl͛álaNá,àĐoŶfiƌŵaŶtàaiŶsiàl͛hǇpothğseàƋueàl͛árg-878 participe, 

aǀeĐà leà ĐalĐiuŵ,à ăà laà spĠĐifiĐitĠà deà l͛áPáà pouƌà lesà suďstƌatsà aǇaŶtà uŶà résidu N-terminal acide via 

l͛iŶteƌaĐtioŶàeŶtƌeàsoŶàgƌoupeŵeŶtàguaŶidiŶiuŵàetàleàgƌoupeŵeŶtàĐaƌďoǆǇlateàduàsuďstƌat.àNousàaǀoŶsà

également montré que, de par la longueuƌàdeàsaàĐhaîŶeàlatĠƌale,àl͛áƌg-878 permet un positionnement 

optimal du substrat pendant la catalyse ce qui assure une hydrolyse optimale de la liaison peptidique. 

La découverte de ce résidu apporte une nouvelle fonction au domaine C-teƌŵiŶalà deà l͛áPáà Ƌui,à

jusƋu͛aloƌs,àĠtaitàuŶiƋueŵeŶtàĐoŶsidĠƌĠàĐoŵŵeàuŶeàĐhapeƌoŶŶeàiŶtƌaŵolĠĐulaiƌeà (Rozenfeld et al., 

2004). Le résidu Arg-ϴϳϴà està spĠĐifiƋueà deà l͛áPá,à ŶĠaŶŵoiŶs,à l͛aligŶeŵeŶtà deà laà stƌuĐtuƌeà

ĐƌistallogƌaphiƋueàdeàl͛áPáàhuŵaiŶeàetàdeàl͛áPNàhuŵaiŶeàŵoŶtƌeàƋu͛ilàseàsupeƌposeàpaƌfaiteŵeŶtàaǀeĐà
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le résidu Phe-896 de l͛áPNà (Wong et al., 2012).à L͛áPNàaǇaŶtàuŶeà spĠĐifiĐitĠàdeà suďstƌatà Ŷeutƌeàouà

basique, on peut Ġŵettƌeàl͛hǇpothğse que cette Phe puisse interagir avec les groupements neutres ou 

avec le groupement amine des substrats basiques,à ǀiaà uŶeà iŶteƌaĐtioŶà π-cation et participer à la 

spĠĐifiĐitĠàdeàsuďstƌatàdeàl͛áPNàĐoŵŵeàl͛áƌg-878 pour l͛áPá. 

Il est également à noter que dans les dynamiques moléculaires utilisant des inhibiteurs du complexe 

deàMiĐhaelis,àilàŶ͛estàpasàoďseƌǀĠàd͛iŶteƌaĐtioŶàeŶtƌeàleàƌĠsiduàThƌ-348 qui avait été démontré comme 

paƌtiĐipaŶtàăàlaàspĠĐifiĐitĠàdeàsuďstƌatàdeàl͛áPáà(Claperon et al., 2009). Le résidu Thr-348 correspond à 

l͛ála-ϯϱϭàdaŶsàl͛áPNàhuŵaiŶeàetàĠgaleŵeŶt,àauĐuŶeàiŶteƌaĐtioŶàŶ͛aàĠtĠàoďseƌǀĠàeŶtƌeàlesàiŶhiďiteuƌsà

du complexe de Michaelis co-ĐƌistallisĠsàaǀeĐàl͛áPNàetàĐeàƌĠsidu,àsuggĠƌaŶtàƋu͛ilàŶ͛ait pas de rôle dans 

la spécificité de substrat. Cependant, il a été montré que la Met-ϮϲϬàdeàl͛áPNàd͛Escherichia. Coli  (APN 

E.Coli) et la Val-ϰϱϵàdeàl͛aŵiŶopeptidaseàPfá-M1 de P.falsiparum (PfA-M1), correspondant aux résidus 

Ala-ϯϱϭà deà l͛áPNà huŵaiŶeà età Thƌ-ϯϰϴà deà l͛áPáà deà souƌis,à soŶtà iŶdiƌeĐteŵeŶtà ƌespoŶsaďles de la 

spécificité de substrat de ces aminopeptidases (Dalal et al., 2013). En effet, il a été montré que le sous-

siteà“ϭàdeàĐesàeŶzǇŵesàpossĠdaitàlaàfoƌŵeàd͛uŶàĐǇliŶdƌeàoùàĐesàƌĠsidusàsoŶtàsituĠsàă l͛entrée. Des études 

de mutagénèse dirigée sur ces résidus ont montré que, selon la nature du résidu suďstituaŶt,àl͛áPNà

E.Coli et la PfA-M1 voyaient leur spécificité de substrat modifiée. Il a donc été conclu que la Met-260 

deàl͛áPNàE.Coli et la Val-459 de la PfA-M1 imposent une organisation structurale du sous-site S1 et 

déterminant la spécificité de substrat des enzymes correspondantes (Dalal et al., 2013). Ainsi, le rôle 

de la Thr-348 serait de contraindre la structure du sous-siteà“ϭàdeàl͛áPáàpouƌàluiàpeƌŵettƌeàd͛aĐĐueilliƌà

préférentiellement les résidus N-terminaux acides des substrats. Cependant, une interaction entre ce 

résidu et le carboxylate du GluPO3H2 està oďseƌǀĠ,à oƌà Đetà iŶhiďiteuƌà està uŶà aŶalogueà deà l͛Ġtatà deà

tƌaŶsitioŶ,àĐ͛est-à-diƌeàloƌsƋueàlaàƌĠaĐtioŶàd͛hǇdƌolǇseàaàdĠjăàĐoŵŵeŶĐĠ.àLeàƌĠsiduàThƌ-348 aurait donc 

uŶàƌƀleàdouďle,àtoutàd͛aďoƌdàstƌuĐtuƌal,àeŶàpƌiǀilĠgiaŶtàl͛eŶtƌĠeàdesàƌĠsidusàaĐidesàdaŶsàleàsous-site S1, 

puisà ĐatalǇtiƋue,à eŶà iŶteƌagissaŶtà loƌsà deà l͛Ġtatà deà tƌaŶsitioŶà aǀeĐà leà gƌoupeŵeŶtà ĐaƌďoǆǇlateà desà

suďstƌats.à Ilà Ǉà auƌaità doŶĐà uŶà tƌaŶsfeƌtà d͛iŶteƌaĐtioŶà duà ĐaƌďoǆǇlateà deà l͛áƌg-878 à la Thr-348 

peƌŵettaŶtà ăà l͛áƌg-ϴϳϴà d͛effeĐtueƌà soŶà aĐtioŶà deà positioŶŶeŵeŶtà duà suďstƌatà loƌsà deà laà ĐatalǇseà

enzymatique. 
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2) Article 2 : Etude du rôle potentiel des résidus Arg-360 et Arg-378 dans le sous-site 

“Ϯ’ de l’APA de souris (En préparation) 

 

a) Introduction 

áfiŶàd͛augŵeŶteƌàlaàsĠleĐtiǀitĠàetàlaàspĠĐifiĐitĠàdeàŵolĠĐulesàfoŶdĠesàsuƌàl͛ECϯϯ,àdesàĠtudesàoŶtàĐheƌĐhĠà

à trouver de nouvelles interactions avec les sous-sitesà “ϭ͛à età “Ϯ͛à du siteà aĐtifà deà l͛áPáà paƌà leà

dĠǀeloppeŵeŶtàd͛iŶhiďiteurs di- ouà tƌipeptidiƋues.àáiŶsi,à eŶàajoutaŶtàuŶà ƌĠsiduàPϭ͛àouàPϭ͛à etàPϮ͛àăà

l͛ECϯϯ,àilàaàĠtĠàpossiďleàdeàĐoŶŶaîtƌeàlaàpƌĠfĠƌeŶĐeàd͛iŶteƌaĐtioŶàdesàsous-sitesà“ϭ͛àetà“Ϯ͛àdeàl͛eŶzǇŵe.à

En effet, il a été montré que le sous-siteà“ϭ͛àdeàl͛áPáàiŶteƌagissaitàpréférentiellement avec les résidus 

Tyr ou Ile ou pseudo-Pheà eŶà positioŶà Pϭ͛à desà iŶhiďiteuƌsà di- ou tripeptidiques (David et al., 1999; 

Inguimbert et al., 2005). Enfin, il a été montré que le sous-siteà“Ϯ͛àdeàl͛áPáàliaitàspĠĐifiƋueŵeŶtà lesà

foŶĐtioŶsàaĐidesàdesàƌĠsidusàPϮ͛,àáspàouàĐaƌďoǆǇpƌoliŶe,àdesà iŶhiďiteuƌsàtƌipeptidiƋuesà (David et al., 

1999).àCepeŶdaŶt,àlesàƌĠsidusàdeàl͛áPáàfoƌŵaŶtàlesàsous-sitesà“ϭ͛àetà“Ϯ͛àdeàl͛eŶzǇŵeàƌestaieŶtàăàdĠfiŶiƌ. 

LaàƌĠsolutioŶàƌĠĐeŶteàdeàlaàstƌuĐtuƌeàĐƌistallogƌaphiƋueàdeàl͛áPáàhuŵaiŶeà(Yang et al., 2013) associée 

à la modélisation moléculaire pourrait permettre de découvrir ces résidus. Ainsi, un nouveau modèle 

tƌidiŵeŶsioŶŶelàdeàl͛áPáàaàĠtĠàĐoŶstƌuitàsuƌàlaàďaseàdeàlaàstƌuĐtuƌeàĐƌistallogƌaphiƋue deàl͛eŶzǇŵeàetà

les inhibiteurs dipeptidiques : NI929 (acide (3S,4S)-3-amino-4-mercapto-6-phényl-hexane-1-

sulfonique) et tripeptidiques : CD409b-11 ([[(2S, 3R), 3-Amino-2-sulfhydryl-5-sulfonate]-pentanoyl]-

(L)Tyr-(L)Asp-OH), CD497b ([[(2S, 3R), 3-amino-2-sulfhydryl-5-sulfonate]-pentanoyl]-(L)Ile-(L)((3S)-

COOH)Pro-OH) et SC1021 ([[(2S, 3R), 3-Amino-2-sulfhydryl-5-sulfonate]-pentanoyl]-(L)Ile-(L)Asp-OH) 

ont été introduits dans ce modèle.àDeàŶouǀeauǆàƌĠsidusàd͛iŶtĠƌġts ont été observés et notamment les 

résidus Arg-360 et Arg-378 qui formeraient le sous-siteà“Ϯ͛àdeàl͛áPáàetàiŶteƌagiƌaieŶtàaǀeĐàlaàfoŶĐtioŶà

aĐideàduàƌĠsiduàPϮ͛àdesàiŶhiďiteuƌsàtƌipeptidiƋues.à 

Ainsi par ŵutagĠŶğseàdiƌigĠe,àŶousàaǀoŶsàsuďstituĠàl͛áƌg-ϯϲϬàetàl͛áƌg-378 par un résidu Ala. Nous avons 

ǀĠƌifiĠàƋueàlesàeŶzǇŵesàŵutĠesà‘ϯϲϬáàetà‘ϯϳϴáàpƌĠseŶtaieŶtàuŶàpƌofilàd͛eǆpƌessioŶàsiŵilaiƌeàăàĐeluià

deàl͛áPáàsauǀage.àEŶsuite,àŶousàaǀoŶsàĐaƌaĐtĠƌisĠàlesàpaƌaŵğtres cinétiques des différentes enzymes 

et déterminé leur sensibilité au calcium et à différents inhibiteurs mono-, di- ou tripeptidiques 

développés au laboratoire. Conjointement à ces expériences, les effets de ces mutations ont été 

étudiées par des expériences de modélisation et dynamique moléculaire sur le modèle tridimensionnel 

deàl͛áPá. 
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b) Discussion 

L͛iŶtƌoduĐtioŶàdesàiŶhiďiteuƌsàdipeptidiƋuesàfoŶdĠsàsuƌàl͛ECϯϯà;NI929 et EC33-Ile (CD424c, ([[(2S, 3R), 

3-Amino-2-sulfhydryl-5-sulfonate]-pentanoyl]-(L)Ile-OH)ͿͿàŶ͛oŶtàpasàpeƌŵisàdeàǀisualiseƌàdeàƌĠsidusàduà

sous-siteà“ϭ͛àdeàl͛áPáàiŶteƌagissaŶtàdiƌeĐteŵeŶtàaǀeĐàleàƌĠsiduàPϭ͛àde ces inhibiteurs. Cependant, les 

simulations de dynamique moléculaire ont montré queàl͛IleàduàCDϰϮϰĐàetàlaàpseudo-Phe du NI929 sont 

staďilisĠsàdaŶsàuŶàaŶŶeauàlipophileàdĠliŵitaŶtàl͛eŶtƌĠeàduàsous-site S1. Ces résultats suggèrent que le 

sous-siteà“ϭ͛àdeàl͛áPáàestàfoƌŵĠàpaƌàĐetàeŶǀiƌoŶŶeŵeŶtàhǇdƌophoďeàƋuiàǀaàfoƌĐeƌàleàsuďstƌatàdeàl͛áPáà

(l͛áŶgà II : Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe) à se diriger vers le sous-site S1 et, une fois la liaison 

peptidiƋueàeŶtƌeàl͛ásp1 etàl͛áƌg2 deàl͛áŶgàIIàhǇdƌolǇsĠe,àeǆpulseƌàĐhaƋueàproduit de la réaction du site 

aĐtifàdeàl͛áPáà;áspàetàáŶgàIIIà:ààáƌg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe). 

L͛iŶtƌoduĐtioŶàdesà iŶhiďiteuƌsà tƌipeptidiƋuesà foŶdĠsà suƌà l͛ECϯϯà ;“CϭϬϮϭ,àCDϰϵϳďàetàCDϰϬϵď-11) ont 

ŵoŶtƌĠà desà iŶteƌaĐtioŶsà possiďlesà eŶtƌeà laà foŶĐtioŶà aĐideà desà ƌĠsidusà PϮ͛à deà Đesà iŶhiďiteuƌsà età lesà

chaînes latérales des résidus Arg-360 et Arg-ϯϳϴàduàsiteàaĐtifàdeàl͛áPá.àLaàsuďstitutioŶàdeàĐesàƌĠsidusà

eŶà álaà Ŷ͛affeĐteà pasà laà ŵatuƌatioŶà desà pƌotĠiŶesà ŵutĠes,à Đoŵŵeà leà ŵoŶteŶtà l͛eǆpƌessioŶà ăà laà

membrane plasmique et la taille des protéines recombinantes observées par immunofluorescence et 

Western Blot,à ƌespeĐtiǀeŵeŶt.à L͛Ġtudeà deà l͛effetà deà Đesà ŵutatioŶsà suƌà l͛aĐtiǀatioŶà deà l͛eŶzǇŵeà aà

ŵoŶtƌĠàƋueà l͛affiŶitĠàduà ĐalĐiuŵàpouƌà lesàáPásà‘ϯϲϬáàetà‘ϯϳϴáàĠtaità ideŶtiƋueà ăà Đelleà pour l͛áPáà

sauǀageàiŶdiƋuaŶtàƋueàĐesàƌĠsidusàŶeàsoŶtàpasàiŵpliƋuĠsàdaŶsàl͛aĐtiǀation du calcium. Cependant, nous 

aǀoŶsàoďseƌǀĠàƋueàlesàŵutatioŶsàdeàĐesàáƌgàeŶàálaàeŶtƌaîŶaieŶtàuŶeàĐhuteàdaŶsàl͛aĐtiǀitĠàdeàl͛eŶzǇŵeà

suggérant un rôle de ces résidus dans la catalyse enzymatique. 

Paƌà laà suite,à Ŷousà aǀoŶsà ĠtudiĠà l͛iŵpaĐtà deà ĐesàŵutatioŶsà suƌà laà ĐapaĐitĠà deà l͛áPáà ăà hǇdƌolǇseƌà leà

suďstƌatàaĐideàGluNá.àáiŶsi,àl͛aŶalǇseàdesàpaƌaŵğtƌesàĐiŶĠtiƋuesàŵoŶtƌeŶtàƋueàl͛aĐtiǀitĠàd͛hǇdƌolǇseà

du GluNA était légèrement diminuée pour le mutant R378A et fortement diminuée pour le mutant 

‘ϯϲϬáàpaƌàƌappoƌtàăàl͛áPA sauvage avec, pour chaque mutant,àuŶeàdiŵiŶutioŶàdeàl͛affiŶitĠàdeàl͛eŶzǇŵeà

pouƌàleàsuďstƌatàetàuŶeàdiŵiŶutioŶàdeàlaàǀitesseàd͛hǇdƌolǇseàduàsuďstƌatàpaƌàl͛eŶzǇŵe.àLesàsiŵulatioŶsà

de dynamique moléculaire ont montré que le résidu Arg-ϯϳϴàseàsitueàăàl͛eŶtƌĠeàduàsiteàaĐtifàdeàl͛áPá.à

Laà suďstitutioŶà deà l͛áƌg-378, un résidu basique, par une Ala, un résidu aliphatique, change 

l͛eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtàĠleĐtƌopositifàăàl͛eŶtƌĠeàduàsiteàaĐtif.àLeàsuďstƌat,àaǇaŶtàuŶàƌĠsiduàN-terminal acide, 

pourrait avoir plus de difficulté pouƌàeŶtƌeƌàdaŶsà leà siteàaĐtifà deà l͛eŶzǇŵeàĐeàƋuiàeǆpliƋueà laà Đhuteà

d͛affiŶitĠà duà suďstƌatà pouƌà l͛eŶzǇŵeà ŵutĠe.à L͛Ġtudeà deà laà ĐapaĐitĠà desà iŶhiďiteuƌsà ŵoŶo-, di- et 

tƌipeptidiƋuesàdeàl͛áPáàăàiŶhiďeƌàl͛áPáàŵutĠeà‘ϯϳϴáàaàpeƌŵisàdeàŵoŶtƌeƌàƋueàlesàiŶhiďiteuƌs mono- et 

dipeptidiques présentaient une affinité pour cette enzyme deux fois inférieure environ à celle du 

sauǀage.àEtaŶtàdoŶŶĠàlaàloĐalisatioŶàdeàĐeàƌĠsidu,àlaàĐhuteàdeàl͛affiŶitĠàdeàces inhibiteurs pouƌàl͛eŶzǇŵeà

peutà s͛eǆpliƋueƌà deà laà ŵġŵeà façoŶà Ƌueà la Đhuteà d͛aĐtiǀitĠà eŶzǇŵatiƋueà pouƌà leà suďstƌatà GluNá.à
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NĠaŶŵoiŶs,àlesàiŶhiďiteuƌsàtƌipeptidiƋuesàpƌĠseŶteŶtàuŶeàplusàfoƌteàĐhuteàd͛affiŶitĠàpouƌàl͛áPáàŵutĠeà

R378A par rapport à celle des inhibiteurs mono- ou dipeptidiques. En effet, les affinités du CD497b, du 

SC1021 et du CD409b-11 pour le mutant R378A sont respectivement 7, 10 et 62 fois inférieures à celles 

pouƌà l͛áPáàsauǀage.àCeĐiàŶeàpeutàs͛eǆpliƋueƌàƋueàpaƌà laàpeƌteàd͛uŶeàouàplusieuƌsà iŶteƌaĐtioŶsàeŶtƌeà

l͛iŶhiďiteuƌàetàl͛eŶzǇŵe.àLeàƌĠsiduàáƌg-378 participerait donc bien au sous-siteà“Ϯ͛àdeàl͛áPáàetàiŶteƌagità

aǀeĐàlaàouàlesàfoŶĐtioŶsàaĐidesàdeàlaàĐhaîŶeàlatĠƌaleàdesàƌĠsidusàPϮ͛àdesàiŶhiďiteuƌsàouàdesàsuďstƌatsàdeà

l͛eŶzǇŵe. 

L͛ĠtudeàduàŵodğleàtƌidiŵeŶsioŶŶelàdeàl͛áPáàaàŵoŶtƌĠàƋueàleàƌĠsiduàáƌg-360 est voisin du résidu Arg-

378 et pourrait interagir avec la Gly-ϯϱϭàduàŵotifàGáMENàdeàl͛áPá.àOƌ,àilàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueàlaàŵutatioŶà

deàl͛ásŶ-ϯϱϯàdeàĐeàŵotifàeŶtƌaîŶeàuŶeàfoƌteàdiŵiŶutioŶàdeàl͛affiŶitĠàdeàl͛eŶzǇŵeàŵutĠeàpouƌàleàsuďstƌatà

GluNáàetàdeàsaàǀitesseàd͛hǇdƌolǇse (Iturrioz et al., 2001).àCeĐiàsuggğƌeàƋu͛eŶàsuďstituaŶtàleàƌĠsiduàáƌg-

ϯϲϬà paƌà uŶeà ála,à ilà Ǉà aà uŶeà ŵodifiĐatioŶà deà l͛oƌgaŶisatioŶà duà ŵotifà GáMENà eŶtƌaîŶaŶtà uŶeà

réorganisation du sous-site S1 et uŶeàdiŵiŶutioŶàdeàl͛aĐtiǀitĠàd͛hǇdƌolǇseàdeàl͛eŶzǇŵe.àDeàplus,àl͛Ġtudeà

des pouvoirs inhibiteurs des molécules monopeptidiques a montré que le mutant R360A présentait 

uŶeàdiŵiŶutioŶàd͛uŶàfaĐteuƌàϴàăàϭϬàdeàl͛aĐtiǀitĠàd͛iŶhiďitioŶàdesàaŶaloguesàduàĐoŵpleǆeàde Michaelis 

etàd͛uŶàfaĐteuƌàϰϭϱàpouƌàl͛iŶhiďiteuƌàdeàl͛ĠtatàdeàtƌaŶsitioŶàpaƌàƌappoƌtàăàl͛áPáàsauǀage.àCeàƋuiàsuggğƌeà

ƋueàleàƌĠsiduàaàuŶàƌƀleàdaŶsàl͛ĠtaďlisseŵeŶtàduàĐoŵpleǆeàdeàMiĐhaelisàetàdaŶsàl͛ĠtatàdeàtƌaŶsitioŶàdeàlaà

catalyse. Or, les simulations de dynamique moléculaire Ŷ͛oŶtàŵoŶtƌĠàauĐuŶeàiŶteƌaĐtioŶàdiƌeĐteàeŶtƌeà

ces inhibiteurs monopeptidiques ciblant le sous-site S1 et le résidu Arg-ϯϲϬ.àCeĐiàappuieàl͛hǇpothğseà

que les perturbations du sous-site S1 entraînées par la substitution de cette Arg en Ala sont dues à la 

dĠstaďilisatioŶàduàŵotifàGáMENàdeàl͛áPá.àL͛ĠtudeàduàpouǀoiƌàiŶhiďiteuƌàdesàĐoŵposĠsàdipeptidiƋuesà

sur le mutant R360A montrent une diminution de leur efficacité par rapport ăàĐelleàsuƌàl͛áPá sauvage 

du même ordre que celle observée pour le mutant R378A. Comparé aux inhibiteurs monopeptidiques, 

leàƌappoƌtàeŶtƌeàleàŵutaŶtà‘ϯϲϬáàetàl͛áPáàsauǀageàseàƌĠduit,àsǇŶoŶǇŵeàd͛uŶeàiŶteƌaĐtioŶàeǆistaŶteà

eŶtƌeàleàƌĠsiduàPϭ͛àdeàl͛iŶhiďiteuƌàetàleàsous-siteà“ϭ͛àdeàl͛áPá.àáiŶsiàleàƌĠsiduàáƌg-360 ne participe pas 

au sous-siteà“ϭ͛àdeàl͛eŶzǇŵe.àPaƌàĐoŶtƌe,àl͛ĠtudeàduàpouǀoiƌàiŶhiďiteuƌàdesàiŶhiďiteuƌsàtƌipeptidiƋuesà

suƌàl͛áPáàŵutĠeà‘ϯϲϬáàŵoŶtƌeàuŶeàĐhuteàiŵpoƌtaŶteàdeàl͛aĐtiǀitĠàd͛iŶhiďitioŶàdesàŵolĠĐulesàCDϰϵϳď,à

SC1021 et CD409b-ϭϭàpaƌàƌappoƌtàăàl͛áPáàsauǀageàd͛uŶàfaĐteuƌàϴ ,7 et 49 respectivement. Ceci indique 

que le résidu Arg-360, lorsque muté en Ala, perd une interaction avec la fonction acide de la chaîne 

PϮ͛àdesàiŶhiďiteuƌsàtƌipeptidiƋuesàetàdoŶĐàƋueàĐetteàáƌgàpaƌtiĐipe,àaǀeĐàl͛áƌg-378, au sous-siteà“Ϯ͛àdu 

siteàaĐtifàdeàl͛áPá. 

Ainsi, il a été démontré que les résidus Arg-360 et Arg-378 forment le sous-siteà“Ϯ͛àduàsiteàaĐtifàdeàl͛áPáà

eŶàiŶteƌagissaŶt,àgƌąĐeàăàleuƌàgƌoupeŵeŶtàguaŶidiŶiuŵ,àaǀeĐàlaàĐhaîŶeàlatĠƌaleàaĐideàdesàƌĠsidusàPϮ͛à

des substrats ou des inhibiteurs. De plus, le résidu Arg-360 participe à la structuration du sous-site S1 
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deà l͛eŶzǇŵeà eŶà iŶteƌagissaŶtà aǀeĐà laà GlǇ-ϯϱϭà duà ŵotifà GáMENà deà l͛áPá.à Cesà deuǆà ƌĠsidusà soŶtà

ĐoŶseƌǀĠsàdaŶsàl͛áPNàetàlaàpLáP,àleàƌĠsiduàáƌg-ϯϲϬàestàĠgaleŵeŶtàĐoŶseƌǀĠàdaŶsàl͛IRAP. Ainsi cette Arg 

(Arg-ϯϲϬà deà l͛áPáͿ pourrait être un résidu structural fondamental de certaines aminopeptidases 

monozincs. Enfin, ces nouvelles découvertes sur le sous-siteà“Ϯ͛àduàsiteàaĐtifàdeàl͛áPáàappoƌteŶtàdesà

informations cruciales qui permettront d͛aŵĠlioƌeƌàŶotƌeàŵodğleàtƌidiŵeŶsioŶŶelàetàdeàdĠǀeloppeƌàuŶà

programme de criblage virtuel afin de découvrir, dans des chimiothèques de composés, de nouvelles 

Đlassesà d͛iŶhiďiteuƌsà deà l͛áPáà ouà desà stƌuĐtuƌesà peƌŵettaŶtà d͛aŵĠlioƌeƌà laà ďiodispoŶiďilitĠà deà Ŷos 

inhibiteurs. 
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Conclusions et perspectives 

Afin deàĐoŶŶaîtƌeà l͛oƌgaŶisatioŶàstƌuĐtuƌaleàduàsiteàaĐtifàdeà l͛áPá,àŶotƌeà laďoƌatoiƌeàaàeŶtƌepƌisàdesà

études structure-fonction sur le site actif de cette enzyme. 

EŶàl͛aďseŶĐeàdeàdoŶŶĠesàstructurales sur les aminopeptidases monozincs, les premières études ont 

ĠtĠàfoŶdĠesàsuƌàlaàĐoŵpaƌaisoŶàd͛aligŶeŵeŶtsàdeàsĠƋueŶĐesàd͛aŵiŶopeptidasesàŵoŶoziŶĐs.àEllesàont 

permis de proposer un premier schéma deàl͛oƌgaŶisatioŶàduàsiteàaĐtifàdeàl͛áPáàaiŶsiàƋu͛uŶàŵĠĐaŶisŵeà

catalytique potentiel pour cette enzyme (Vazeux et al., 1996, 1997, 1998; Iturrioz et al., 2001) 

peƌŵettaŶtàd͛eǆpliƋueƌà leàŵodeàd͛iŶhiďitioŶàd͛iŶhiďiteuƌsàspécifiques et sélectifs de l͛áPáàciblant le 

sous-site S1 développés en collaboration avec le laboratoire du Pr. Bernard Pierre Roques (Lejczak et 

al., 1993; Chauvel et al., 1994b; Vazeux et al., 1997). Grâce à ces informations, des études exploratoires 

des sous-sitesà“ϭ͛àetà“Ϯ͛àdeà l͛áPáàoŶtàĠtĠàŵeŶĠesàafiŶàd͛aŵĠlioƌeƌà laà spĠĐifiĐitĠàetà laà sĠleĐtiǀitĠàdeà

l͛ECϯϯ.àCesàĠtudesàoŶt montré la préférence du sous-siteà“ϭ͛àdeàl͛áPáàpouƌàlesàƌĠsidusàPϭ͛àŶeutƌesàouà

aromatiques et celle du sous-siteà“Ϯ͛àpouƌàlesàƌĠsidusàPϮ͛àaĐidesàsaŶsàpouƌàautaŶtàdĠteƌŵiŶeƌàƋuelsà

ƌĠsidusàdeàl͛áPáàĐoŶstituaieŶtàĐesàsous-sites (David et al., 1999; Inguimbert et al., 2005).  

LaàƌĠsolutioŶàƌĠĐeŶteàdeà laàstƌuĐtuƌeàĐƌistallogƌaphiƋueàdeà l͛áPáàhuŵaiŶeàŶousàaàpeƌŵisàde valider 

l͛eŶseŵďleàdesàƌĠsultatsàissusàdesàĠtudesàstƌuĐtuƌe-fonction par mutagénèse dirigée. Afin de mettre 

au point un programme de criblage in silico de chimiothèques virtuelles de molécules en vue de 

dĠĐouǀƌiƌàdeàŶouǀeauǆàiŶhiďiteuƌsàdeàl͛áPá,àuŶàŶouǀeauàŵodğleàtƌidiŵeŶsioŶŶelàdeàl͛eŶzǇŵeàaàĠtĠà

construit sur la base de la structure cristallographique deàl͛áPáàhuŵaiŶe.àL͛eŶseŵďleàdesàiŶhiďiteuƌsà

deàl͛áPáàoŶtàĠtĠàiŶtƌoduitsàsuĐĐessiǀeŵeŶtàdaŶsàĐeàŵodğleàetàont permis de visualiser des interactions 

nouvelles eŶtƌeàlesàiŶhiďiteuƌsàetàl͛APA dont nous avons étudié le rôle par modélisation moléculaire et 

mutagénèse dirigée. 

Toutàd͛aďoƌd,àŶousàaǀoŶsàŵoŶtƌĠàƋueàleàƌĠsiduàáƌg-ϴϳϴàdeàl͛áPáàdeàsouƌisàestàsituĠàdaŶsàleàsous-site 

“ϭàdeàl͛eŶzǇŵeàet,àpaƌàsoŶàiŶteƌaĐtion avec la fonction acide de la chaîne latérale du résidu N-terminal 

desà suďstƌats,à està ƌespoŶsaďleàaǀeĐà leà ĐalĐiuŵàdeà laà spĠĐifiĐitĠà deà suďstƌatà aĐideàdeà l͛eŶzǇŵe.à “oŶà

implication dans la catalyse enzymatique peut-être expliquée par la longueur de la chaîne latérale de 

ĐeàƌĠsiduàƋuiàpeƌŵetàuŶeàoƌieŶtatioŶàoptiŵaleàduàsuďstƌatà loƌsàdeàl͛ĠtatàdeàtƌaŶsitioŶàetàpeƌŵetàauà

résidu Thr-ϯϰϴàd͛iŶteƌagiƌàaǀeĐàlaàfoŶĐtioŶàaĐideàdeàlaàĐhaîŶeàlatĠƌaleàduàƌĠsiduàPϭàduàsuďstƌatàetàdeà

stabiliser cet état. 

Ensuite, nous avoŶsàŵoŶtƌĠ,àgƌąĐeàăàl͛utilisatioŶàd͛inhibiteurs di- et tri-peptidiques, que les résidus Arg-

360 et Arg-ϯϳϴàdeàl͛áPáàdeàsouƌisàsoŶtàsituĠsàdaŶsàleàsous-siteà“Ϯ͛àdu site actif et sont responsables de 

l͛iŶteƌaĐtioŶàaǀeĐàlaàfoŶĐtioŶàaĐideàdeàlaàĐhaîŶeàlatĠƌaleàdesàƌĠsidusàPϮ͛àdesàiŶhiďiteuƌsàouàdesàsuďstƌats.à

Aucun résidu du sous-siteà“ϭ͛àŶ͛aàpuàġtƌeàideŶtifiĠàĐoŵŵeàĠtaŶtàƌespoŶsaďleàdeàlaàliaisoŶàdeàlaàĐhaîŶeà
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latĠƌaleàaliphatiƋueàouàaƌoŵatiƋueàduàƌĠsiduàPϭ͛àdesàiŶhiďiteuƌsàouàdesàsuďstƌats.àNĠaŶŵoiŶs,àl͛Ġtudeà

desà dǇŶaŵiƋuesà ŵolĠĐulaiƌesà ŵoŶtƌeŶtà laà staďilisatioŶà duà ƌĠsiduà Pϭ͛à desà iŶhiďiteuƌsà di-et 

tƌipeptidiƋuesà auà ĐeŶtƌeà d͛uŶà aŶŶeauà ĐoŵposĠà deà ƌĠsidusà ŵajoƌitaiƌeŵeŶtà ŶoŶ-chargés pouvant 

potentiellement former le sous-siteà “ϭ͛.à Cetà aŶŶeauà aliphatiƋueà pouƌƌaità peƌŵettƌeà l͛eŶtƌĠeà desà

substrats et contraindre la sortie des produits de la réaction enzymatique. Enfin, les expériences de 

ŵutagĠŶğseàdiƌigĠeàetàdeàdǇŶaŵiƋueàŵolĠĐulaiƌeàoŶtàŵoŶtƌĠàl͛iŵpliĐatioŶàduàƌĠsiduàáƌg-360 deàl͛áPáà

dans la structuration du motif GAMENàauàŵoǇeŶàd͛uŶeàiŶteƌaĐtioŶàaǀeĐàlaàGlǇ-351 de ce motif. Cette 

même Arg, retrouvée dans plusieurs aminopeptidases monozincs, pourrait avoir un rôle 

caractéristique dans Đetteàfaŵilleàd͛eŶzǇŵes (Figure 19). 

 

Figure 19 :  Nouvelle représentation du site aĐtifàdeàl͛áPáàsuƌàlaàďaseàdesàĠtudesàstƌuĐtuƌe-fonction. 

Nosà tƌaǀauǆàǀoŶtàpeƌŵettƌe,àd͛uŶeàpaƌt,àdeàŵettƌeàeŶàplaĐeàuŶeàĐaŵpagŶeàdeàĐƌiďlageà in silico de 

ĐhiŵiothğƋuesàǀiƌtuellesàafiŶàdeàdĠĐouǀƌiƌàdeàŶouǀeauǆàiŶhiďiteuƌsàdeàl͛áPá.àD͛autƌeàpaƌt,àŶousàalloŶsà

pouǀoiƌ,à gƌąĐeà auàŵodğleà tƌidiŵeŶsioŶŶelà deà l͛eŶzǇŵeà età à une approche rationnelle, chercher à 

dĠǀeloppeƌà deà Ŷouǀeauǆà iŶhiďiteuƌsà deà l͛eŶzǇŵeà pƌĠseŶtaŶtà d͛autƌesà gƌoupeŵeŶtsà ĐhĠlateuƌsà deà

l͛atoŵeàdeàziŶĐàetàiŶteƌagissaŶtàaǀeĐàlesàsous-sitesà“ϭ͛àetà“Ϯ͛àdeàl͛eŶzǇŵe.àEŶfiŶ,àdeàŶouǀellesàĠtudesà

structure-fonction par modélisation moléculaire et mutagénèse dirigée pourront être menées en 
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ĠtudiaŶtàleàŵodeàd͛eŶtƌĠeàdeàl͛atoŵeàdeàĐalĐiuŵàetàdesàsuďstƌatsàdaŶsàl͛eŶzǇŵe.àEŶàeffet,àlesàĠtudesà

structure-foŶĐtioŶà effeĐtuĠesà suƌà l͛His-ϰϱϬàdeà l͛áPáàdeà souƌisà oŶtàŵoŶtƌĠàƋueà lesàŵutatioŶsàdeà Đeà

résidu entraînaient une incapacité des enzymes recombinantes à lier le calcium (Iturrioz et al., 2000). 

OƌàĐeàƌĠsiduàestàsituĠàăàl͛eŶtƌĠeàd͛uŶàtuŶŶelàdoŶŶaŶtàsuƌàleàsous-siteà“ϭàdeàl͛áPá,àă environ 11 Å de ce 

dernier. IlàseƌaitàiŶtĠƌessaŶtàd͛ĠtudieƌàleàƌƀleàpoteŶtielàdesàƌĠsidusàfoƌŵaŶtàĐeàtuŶŶelàdaŶsàl͛aĐtiǀatioŶà

deàl͛áPáàpaƌàleàĐalĐiuŵà;Figure 20). 

 

Figure 20 : Position de l'His-450 (en cyan) par rapport au sous-site S1. 
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Partie 2 : Le ƌĠĐepteuƌ de l’apĠliŶe, Điďle thĠƌapeutiƋue poteŶtielle 

daŶs le tƌaiteŵeŶt de l’iŶsuffisaŶĐe ĐaƌdiaƋue et des dĠsoƌdƌes 

hydriques 

 

 

Chapitre 1 : Le ƌĠĐepteuƌ de l’apĠliŶe, uŶ ƌĠĐepteuƌ ĐouplĠ auǆ pƌotĠiŶes G 

 

I) Structure et classification 

Les récepteurs couplĠsà auǆà pƌotĠiŶesà Gà ;‘CPGsͿà soŶtà issusà d͛uŶeà gƌaŶdeà faŵilleà deà pƌotĠiŶesà

membranaires. Ils sont aussi appelés récepteurs à sept domaines transmembranaires (TM) du fait de 

laàpƌĠseŶĐeàdeàseptàhĠliĐesàαàhǇdƌophoďesàtƌaǀeƌsaŶtàlaàŵeŵďƌaŶeàplasŵiƋueàdeàlaàĐellule. Ces boucles 

sont connectées entre elles par trois boucles extracellulaires (ECL1, ECL2 et ECL3) et par trois boucles 

intracellulaires (ICL1, ICL2 et ICL3). Les boucles ECL1 et ECL2 sont reliées par un pont disulfures entre 

deux de leurs Cys. Le domaine N-terminal des RCPGs est extracellulaire et comporte des sites de 

glycosylation alors que le domaine C-terminal est intracytoplasmique et comporte des sites de 

phosphoƌǇlatioŶ.àIlàeǆisteàpeuàd͛ideŶtitĠàdeàsĠƋueŶĐeàpƌotĠiƋueàeŶtƌeàlesà‘CPGs.àNĠaŶŵoiŶs, les TMs 

sont plus conservés que les boucles extra- et intracellulaires et il existe certaines séquences consensus 

des RCPGs, comme le motif DRY situé dans le TM2 ou le motif NPxxY situé dans le TM7. La 

caractérisation de ces motifs parmi de nombreux RCPGs aàŵoŶtƌĠà leuƌà iŵpoƌtaŶĐeàdaŶsà l͛iŶtĠgƌitĠà

stƌuĐtuƌaleàetàdaŶsàlesàŵĠĐaŶisŵesàd͛aĐtiǀatioŶàdeàĐesàƌĠĐepteuƌsà(Venkatakrishnan et al., 2013). Les 

ligands agonistes des RCPGs sont de natures multiples. En effet, ils peuvent être des acides aminés 

;aĐideà glutaŵiƋue…Ϳ,à desà aŵiŶesà ;aĐĠtǇlĐholiŶe…Ϳ,à desà ŶuĐlĠosidesà ;adĠŶosiŶe…Ϳ,à desà ŶuĐlĠotidesà

;áTP…Ϳ,à desà lipidesà ;pƌostaglaŶdiŶes…Ϳ,à desàpeptidesà ;apĠliŶe…Ϳ,à duà ƌĠtiŶalà ;ƌhodopsiŶe…Ϳàdesà ioŶsà

(Ca2+…Ϳ,àdesàŵolĠĐulesàseŶsoƌiellesà;phĠƌoŵoŶes…ͿàouàeŶĐoƌeàdesàpƌotĠiŶesà;ĐhiŵiokiŶes…Ϳ. 

Duà faità deà laà diǀeƌsitĠà desà ‘CPGs,à ilà està diffiĐileà d͛Ġtaďliƌà uŶeà ĐlassifiĐatioŶà pƌeŶaŶtà eŶà Đoŵpteà

l͛eŶseŵďleà desà aspeĐtsà stƌuĐtuƌauǆà età phaƌŵaĐologiƋuesà deà Đesà ƌĠĐepteuƌs.à NĠaŶŵoiŶs,à plusieuƌsà

classifications ont été établies prenant en compte, soit la nature du ligand des RCPGs (SwissProt) ; soit 

les identités de séquences protéiques entre RCPGs (GPCRDb) (Kolakowski, 1994; Horn et al., 1998, 

2003) ;àsoità l͛aŶalǇseàphǇlogĠŶĠtiƋueàdesàgğŶesàĐodaŶtà lesà‘CPGsà;G‘áF“Ϳà (Fredriksson et al., 2003; 

Schiöth and Fredriksson, 2005). Cette classification se base uniquement sur les distances 

phylogénétiques entre séquences voisines et non sur les aspects pharmacologiques permettant une 

classification des RCPGs en 5 familles (Figure 21) : 
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- Glutamate 

- Rhodopsine 

- Adhesion 

- Frizzled/ Taste 2 

- Sécrétine 

 

 

Figure 21 : Arbre phylogénétique des RCPGs construit à partir de la méthode GRAFS présentant les 

structures cristallographiques de récepteurs appartenant à la branche Rhodopsine (Katritch et al., 

2013)
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La famille « Glutamate » est constituée des récepteurs métabotropiques du Glu (mGluRs), de l͛aĐideà

ɶ-amino butyrique (GABA), des récepteurs gustatifs et des récepteurs sensibles au calcium qui 

détectent les concentrations extracellulaires de calcium dans les glandes parathyroïdes. Les RCPGs 

constituant cette sous-famille possèdent un large domaine N-teƌŵiŶalàeǆtƌaĐellulaiƌe,àd͛eŶǀiƌoŶàϲϬϬà

ƌĠsidus,àjouaŶtàuŶàƌƀleàĐlĠàdaŶsàlaàliaisoŶàduàligaŶdàetàdaŶsàl͛aĐtiǀatioŶàduàƌĠĐepteuƌ.àDeàŶoŵďƌeusesà

stƌuĐtuƌesàĐƌistallogƌaphiƋuesàdeà‘CPGsàdeàĐetteàfaŵilleàsoŶtàaujouƌd͛huiàƌĠsoluesà(Doré et al., 2014; 

Lee et al., 2014). 

La famille « Rhodopsine » comporte la majorité des RCPGs et est divisée en 4 sous familles :àα,àβ,àɶàetà

ɷ.àAu sein de ces sous-famille on retrouve notamment les récepteurs de la rhodopsine, les récepteurs 

adrénergiques, les récepteurs olfactifs, les récepteurs des amines et des nucléotides et les récepteurs 

peptidiques. Les récepteurs de cette famille présentent certains résidus et motifs conservés. Tout 

d͛aďoƌd,àilsàpossğdeŶtàŵajoƌitaiƌeŵeŶtàauàŶiǀeauàduàTMàIàuŶeàaspaƌagiŶeà;ásŶͿà;ϵϴà%,àN1.50 selon la 

nomenclature de Ballesteros et Weinstein dont le premier chiffre indique dans quel TM se situe le 

résidu et dont le second indique la position de ce résidu par rapport au plus conservé servant de 

référence et arbitrairement assigné à 50 (Ballesteros and Weinstein, 1995)), au niveau du TM II un Asp 

(90%, D2.50), au niveau du TM III, une Arg (95%, R3.50), au niveau du TM IV un Trp (97%, W4.50), et au 

niveau des TM V, VI et VII une Pro (78%, P5.50 ; 99% P6.50 ; 88% P7.50) (Isberg et al., 2015). Ensuite, ils 

pƌĠseŶteŶtàuŶàpoŶtàdisulfuƌeàeŶtƌeàuŶeàCǇsàdeàl͛ECLϭàetàuŶeàCǇsàdeàl͛ECLϮà(Congreve et al., 2011). Enfin, 

ils présentent une séquence consensus de cette famille, le motif NPXXY situé dans le TM VII (Chen et 

al., 1990). Dans la majeure partie des RCPGs de cette famille, le site de liaison du ligand endogène se 

trouve localisé dans une poche formée par les TM et les boucles extracellulaire du récepteur. 

CepeŶdaŶt,à ĐeƌtaiŶsà ƌĠĐepteuƌsà Đoŵŵeà lesà ƌĠĐepteuƌsàauǆàglǇĐopƌotĠiŶesà ;ƌĠĐepteuƌàdeà l͛hoƌŵoŶeà

lutéinisante (LH), récepteur deà l͛hoƌŵoŶeà folliĐulostiŵulaŶteà ;F“HͿ,à ƌĠĐepteuƌà deà l͛hoƌŵoŶeà

thǇƌĠostiŵuliŶeà ;T“HͿà età ƌĠĐepteuƌà deà l͛hoƌŵoŶeà ljuteiŶiziƌoujuĐhtĐhǇà ;LGͿͿà pƌĠseŶteŶtà uŶà siteà deà

liaison au niveau de la queue N-terminale. Les récepteurs de cette famille sont ceux dont les structures 

cristallographiques ont été le plus résolues avec pas moins de cent structures pour une trentaine de 

récepteurs différents (D. Zhang et al., 2015; Wacker et al., 2017; Sun et al., 2017). 

La famille « Adhésion »àestàĐoŶstituĠeàdesàƌĠĐepteuƌsàiŵpliƋuĠsàdaŶsàl͛adhĠsioŶàĐellulaire. Ces RCPGs 

présentent des répétitions de domaines de type EGF ou muscin et/ou des domaines riches en Cys 

situés à leur extrémité N-terminale. Cette région est très variable et peut compter de 200 à 2800 

ƌĠsidus.àIlàŶ͛eǆisteàaujouƌd͛huiàpasàdeàstƌuĐture cristallographique de RCPGs de cette classe, néanmoins 

des modèles tridimensionnels par modélisation moléculaire ont été construits par homologie avec les 

récepteurs de la famille des sécrétine notamment (de Graaf et al., 2016). 
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La famille « Frizzled/Taste 2 » est divisée en deux sous-familles : Frizzled et Tas2. Les récepteurs 

Frizzled ont un rôle physiologique fondamental dans le développement embryonnaire ainsi que dans 

l͛hoŵĠostasieàtissulaiƌeàĐhezàl͛adulte.àLesàƌĠĐepteuƌsàTasàϮàƌegƌoupeŶtàlesàƌĠĐepteuƌsàgustatifsàdeàtǇpeà

Ϯ.à Laà stƌuĐtuƌeà ĐƌistallogƌaphiƋueà d͛uŶà desàŵeŵďƌesà deà Đetteà faŵille,à leà ƌĠĐepteuƌà sŵootheŶed,à aà

aujouƌd͛huiàĠtĠàƌĠsolueà(Wang et al., 2013). 

La famille « Sécrétine » est constituée de RCPGs capables de lier des hormones peptidiques (sécrétine, 

gluĐagoŶ,à ĐalĐitoŶiŶe…Ϳ.à Ilsà pƌĠseŶteŶtà uŶà domaine N-terminal riche en Cys formant des ponts 

disulfures entre elles qui, avec les boucles extracellulaires du récepteur, forment un site de liaison liant 

leur ligand endogène. Les structures cristallographiques de deux membres de cette famille, les 

ƌĠĐepteuƌsàhuŵaiŶsàauàgluĐagoŶàetàauàfaĐteuƌàdeàliďĠƌatioŶàdeàlaàĐoƌtiĐotƌophiŶe,àoŶtàĠtĠàaujouƌd͛huià

résolues (Hollenstein et al., 2013; Siu et al., 2013). 

 

II) Mode d’aĐtioŶ des RCPGs 

1) Les ligands 

LaàƌĠpoŶseàĐellulaiƌeàd͛un RCPG est liée à la capacité de son ligand à interagir avec lui mais aussi à la 

nature de cette interaction. En effet, en se liant, le ligand stabilise le récepteur dans une conformation 

spécifique induisant le couplage ou non du récepteur à la protéine G,à l͛aĐtiǀatioŶàouàŶoŶàdeàĐetteà

deƌŶiğƌeàaiŶsiàƋueàl͛aĐtiǀatioŶàouàŶoŶàdesàautƌesàǀoiesàdeàsigŶalisatioŶàĐoŶtƌƀlĠes par le RCPG. 

“uiǀaŶtà lesà ligaŶds,à laà liaisoŶàăàuŶà ƌĠĐepteuƌà‘àŶ͛eŶtƌaîŶeàpasà lesàŵġŵeàeffetsàŵaǆiŵuŵs (Emax ou 

efficacité maximale). En effet,àĐhaƋueàligaŶdàd͛uŶàƌĠĐepteuƌàdoŶŶĠàpeutàaǀoiƌàuŶeàpuissaŶĐeàde liaison 

différente, illustrée par la concentration efficace 50 (EC50) ou la concentration inhibitrice 50 (IC50) qui 

correspondent, respectivement, à la concentration de ligand nécessaire à atteiŶdƌeàϱϬà%àdeàl͛Emax et la 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶàdeàligaŶdàŶĠĐessaiƌeàăàiŶhiďeƌàϱϬà%àdeàl͛Emax (Figure 21). Les informations apportées par 

l͛EC50 etàl͛IC50 permettent ainsi de comparer entre eux des molécules agissant sur un même RCPG. 
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Figure 22 : Caractérisation des différents ligands pouvant interagir avec un RCPG. 

(A) Activité des RCPG en fonction du type de ligand, (B) Activité intrinsèque  des différents types de ligand, (C) 

Comparaison de la puissance de différents agonistes (A, B et C) d͛uŶàŵġŵeàƌĠĐepteuƌ,àĐaƌaĐtĠƌisĠeàpaƌàlaàCE50. 

 

a) Les ligands orthostériques : NotioŶs d’agoŶisŵe et d’aŶtagoŶisŵe 

Suivant le ligand lié à un récepteur donné, les réponses pharmacologiques associées peuvent différer. 

En effet, selon son Emax, un ligand pourra être considéré soit comme un agoniste entier, soit comme 

un agoniste partiel, soit comme un antagoniste ou soit comme un agoniste inverse. Chacune de ces 

ĐatĠgoƌiesàdeàligaŶdsàseàfiǆeŶtàauàŶiǀeauàd͛uŶàsiteàdeàliaisoŶ,àspĠĐifiƋueàăàĐhaƋueàĐlasseàdeà‘CPG, et 

ĐoƌƌespoŶdaŶtàauà siteàdeà liaisoŶàduà ligaŶdàŶatuƌel.à L͛eŶseŵďleàdeà Đesà ligaŶdsà soŶtàappelĠsà ligaŶdsà

orthostériques. 

Toutàd͛aďoƌd,àlesàagoŶistesàeŶtieƌsàsoŶtàĐaƌaĐtĠƌisĠsàpaƌàuŶàeffetàŵaǆiŵuŵàĐoƌƌespoŶdaŶtàăàĐeluiàduà

ligand naturel (Emax = 1). Les agoŶistesàpaƌtielsàsoŶtàdesàligaŶdsàdoŶtàl͛aŵplitudeàdeàl͛effetàŵaǆiŵuŵà

est plus faible que celle du ligand naturel (0 < Emax <àϭͿ.à LesàaŶtagoŶistesà soŶtàdesà ligaŶdsàŶ͛aǇaŶtà

aucune activité mais qui, par compétition, vont réduire la liaison des autres ligands orthostériques (Emax 

= 0). Enfin, les agonistes inverses induisent des effets pharmacologiques opposés à ceux du ou des 

ligands naturels du récepteur. Ils ne sont pas considérés comme des antagonistes car ils induisent des 

changements conformationnels du récepteur, différents de ceux induits par les ligands naturels. (Emax 

< 0). 
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b) Les ligands allostériques 

áàl͛iŶstaƌàdesàeŶzǇŵes,àilàeǆisteàdesàligaŶdsàdesà‘CPGsàƋuiàoŶtàlaàĐapaĐitĠàdeàseàlieƌàauàƌĠĐepteuƌàailleuƌsà

Ƌu͛auàŶiǀeauàduàsiteàdeà liaisoŶàoƌhtostĠƌiƋue. On parle alors de ligands non-compétitifs ou ligands 

allostériques ou encore modulateurs allostériques. 

Ces ligandsàŶ͛eŶtƌeŶtàpasàeŶàĐoŵpĠtitioŶ avec les ligands du récepteur mais ils vont pouvoir moduler 

l͛aĐtiǀitĠà deà Đeà deƌŶieƌ.à Lesà ligaŶdsà allostĠƌiƋues présentent des avantages non-négligeables par 

ƌappoƌtà auǆà ligaŶdsà oƌthostĠƌiƋues.à EŶà effet,à leuƌsà effetsà soŶtà satuƌaďles,à Đ͛est-à-diƌeà Ƌu͛ilsà

Ŷ͛eŶtƌaîŶeŶtà pasà d͛effetsà seĐoŶdaiƌesà au-delăà d͛uŶà ĐeƌtaiŶà seuilà d͛adŵiŶistƌatioŶ.à Leuƌsà effetsà soŶtà

également liŵitĠsàdaŶsà leà teŵpsàpuisƋu͛ilsàdĠpeŶdeŶtàduà ligaŶdàeŶdogğŶeàetàdeà soŶà lieuàd͛aĐtioŶ. 

EŶfiŶ,àlesàligaŶdsàallostĠƌiƋuesàsoŶtàplusàsĠleĐtifsàƋueàlesàligaŶdsàoƌthostĠƌiƋuesàƋuiàpeuǀeŶtàagiƌ,às͛ilsà

existent, sur différents sous-tǇpesàd͛uŶàŵġŵeà‘CPGà (Christopoulos and Kenakin, 2002; May et al., 

2007) (Figure 23). 

 

Figure 23 : Exemple de site de liaison orthostérique et allostérique. 

 

c) Les ligands biaisés 

Pendant longtemps, on a pensé que les RCPGs liaient des ligands agonistes qui induisaient un couplage 

du récepteur à sa protéine G et une activation de cette dernière alors que les ligands antagonistes 

ďloƋuaieŶtà l͛aĐtiǀatioŶà duà ƌĠĐepteuƌà eŶà eŵpġĐhaŶt,à paƌà ĐoŵpĠtitioŶ,à laà liaisoŶà duà ligaŶdà agoŶiste.à

áiŶsi,àlaàfoŶĐtioŶŶalitĠàdesà‘CPGsàĠtaitàiŶteƌpƌĠtĠeàĐoŵŵeàpeƌŵettaŶtàl͛aĐtiǀatioŶàouàl͛iŶhiďitioŶàd͛uŶeà

ǀoieàdeàsigŶalisatioŶàdoŶŶĠe.àIlàestàaujouƌd͛hui établi que nombre de RCPGs peuvent lier différentes 

protéines G (Kelly et al., 1985; Murayama and Ui, 1985; Brown and Goldstein, 1986; Burch et al., 1986), 
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recruter différentes β-arrestines (Benovic et al., 1987; Lohse et al., 1990; Ferguson et al., 1996b), être 

phosphorylés par différentes kinases (GRKs) (Benovic et al., 1985; Nambi et al., 1985; Bouvier et al., 

1987, 1988) et activer différents effecteurs (Azzi et al., 2003; Baker et al., 2003; Gbahou et al., 2003; 

Wei et al., 2003) doŶtàl͛eŶseŵďleàǀaàpeƌŵettƌeàlaàƌĠgulatioŶàdeàǀoiesàdeàsigŶalisatioŶsàdiffĠƌeŶtes. 

Du fait de cette multitude de régulations possibles par lesà‘CPGs,àilàaàĠtĠàĠŵisàl͛hǇpothğseàƋueàlaàliaisoŶà

d͛uŶàligaŶdàeŶtƌaîŶeƌaitàlaàstaďilisatioŶàduàƌĠĐepteuƌàdaŶsàuŶàĠtatàdoŶŶĠàpeƌŵettaŶtàlaàsigŶalisatioŶàdeà

voies données età Ƌueà desà ligaŶdsà d͛uŶàŵġŵeà ƌĠĐepteuƌàŵaisà deà stƌuĐtuƌesà diffĠƌeŶtesà pouƌƌaieŶtà

stabiliser le récepteur dans des conformations différentes et activer des voies de signalisation 

distinctes (Kenakin and Morgan, 1989). Des études ont permis de vérifier cette hypothèse (Spengler et 

al., 1993; Eason et al., 1994; Kenakin, 1995) etàd͛ĠtaďliƌàlaàthĠoƌieàdeàlaàsĠleĐtiǀitĠàfoŶĐtioŶŶelleàdesà

‘CPGsàetàdeàl͛eǆisteŶĐeàdesàligaŶdsàďiaisĠsà(Jarpe et al., 1998; Costa-Neto et al., 2016; Gundry et al., 

2017).àáiŶsi,àlesàagoŶistesàd͛uŶàƌĠĐepteuƌàaĐtiǀaŶtàpƌĠfĠƌeŶtielleŵeŶtàlaàsigŶalisatioŶàdĠpeŶdaŶtàdeàlaà

protéine G sont dit agonistes biaisés vis-à-vis de la protéine G et ceux activant préférentiellement la 

sigŶalisatioŶàdĠpeŶdaŶtàdeàβ-arrestine sont dit agonistes biaisés vis-à-ǀisàdeàlaàβ-arrestine (Figure 24). 

 

Figure 24 : EffetàdeàlaàliaisoŶàd͛agoŶistesàďiaisĠsàsuƌàlaàsigŶalisatioŶàiŶtƌaĐellulaiƌe (Thèse Romain 

Gerbier 2011). 
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2) Les protéines G hétérotrimériques 

La protéine G est composée de trois sous-unités :àGαà;ϯϵ-ϱϱàkDaͿ,àGβ ;ϯϲàkDaͿàetàGɶà;ϲàkDaͿ.àLaàsous-

uŶitĠàGα iŶteƌagitàaǀeĐàlaàpaƌtieàiŶtƌaĐellulaiƌeàduàƌĠĐepteuƌà;eŶtƌeàleàTMϱ,àl͛ICLϮàetàleàTMϲͿàǀiaàsoŶà

hĠliĐeà αϱà C-terminale alors que les sous-uŶitĠsà Gβà età Gɶà foƌŵeŶtà uŶà Đoŵpleǆeà Gβɶà iŶdissoĐiaďleà

(Higgins and Casey, 1994). De plus, la protéine G possède une activité GTPasique au niveau de sa sous-

uŶitĠàGαàƋui,àdaŶsàl͛ĠtatàiŶaĐtifàduàƌĠĐepteuƌ,àpossğdeàuŶeàŵolĠĐuleàde Guanosine DiPhosphate (GDP). 

Loƌsà deà l͛aĐtiǀatioŶà duà ƌĠĐepteuƌ,à laà ŵolĠĐuleà deà GDPà està eǆpulsĠeà deà laà sous-uŶitĠà αà età ǀaà ġtƌeà

remplacée par une molécule de Guanosine TriPhosphate (GTP), en excès dans le cytoplasme. Ceci va 

induire des changements conformationnels au sein de la protéine G entraînant la dissociation de la 

sous-uŶitĠàGαàduàĐoŵpleǆeàGβɶàetàduàƌĠĐepteuƌ.àCetteàdissoĐiatioŶàǀaàpeƌŵettƌeàl͛aĐtiǀatioŶàdesàdeuǆà

eŶtitĠsàdeàlaàpƌotĠiŶeàGàƋuiàǀoŶtàagiƌàsuƌàdesàpƌotĠiŶesàeffeĐtƌiĐesàĐoŵŵeàl͛adĠŶǇlate cyclase (AC), la 

phospholipaseàCβà;PLCàβͿàetàd͛autƌesàpƌotĠiŶesàpƌoduisaŶtàdesàseĐoŶdsàŵessageƌs.àGƌąĐeàăàsoŶàaĐtiǀitĠà

GTPase intrinsèque, la sous-uŶitĠà Gαà ǀaà hǇdƌolǇseƌà laà ŵolĠĐuleà deà GTPà eŶà GDPà peƌŵettaŶtà laà

ƌefoƌŵatioŶàduàĐoŵpleǆeàhĠtĠƌotƌiŵĠƌiƋueàGαβɶ.àCeàĐǇĐleàd͛ĠĐhaŶgeàǀaàpeƌduƌeƌàtaŶtàƋueàleàligaŶdà

agoŶisteàestàliĠàăàsoŶàƌĠĐepteuƌàet/ouàƋueàleàsǇstğŵeàŶ͛estàpasàdĠseŶsiďilisĠà(Bornancin et al., 1989; 

Preininger and Hamm, 2004; Oldham and Hamm, 2008; Duc et al., 2015, 2017). Ces mécanismes 

moléculaires impliquant de nombreux changements conformationnels de la protéine G 

hĠtĠƌotƌiŵĠƌiƋueàoŶtàpuàġtƌeàŵesuƌĠsàpaƌà l͛appoƌtàdesàďioseŶseuƌsàdeàBioluŵiŶesĐeŶĐeà‘esoŶaŶĐeà

Energy Transfert (BRET) (Galés et al., 2006) (Figure 25). 

 



93 
 

 

Figure 25 : CǇĐleàd͛aĐtiǀatioŶàdesàpƌotĠiŶesàGàhĠtĠƌotƌiŵĠƌiƋues (Thèse Romain Gerbier, 2011). 

LaàliaisoŶàd͛uŶàagoŶisteàauàƌĠĐepteuƌàǀaàiŶduiƌeàl͛aĐtiǀatioŶàdeàlaàpƌotĠiŶeàGàhétérotrimérique (1). La GDP associé 

à la sous-unité Gα va être libérée et une molécule de GTP, présente en très haute concentration dans la cellule, 

va alors se fixer à sa place (2). La protéine hétérotrimérique va alors se dissocier avec, d͛uŶàĐƀtĠ, la sous-unité 

Gαàetàdeàl͛autƌe, leàĐoŵpleǆeàdiŵĠƌiƋueàGβɶàƋuiàǀoŶtàĐhaĐuŶàdeàleuƌàĐƀtĠàaĐtiǀeƌàdesàeffeĐteuƌsàetàdĠĐleŶĐheƌà
diffĠƌeŶtesà ĐasĐadesà deà sigŶalisatioŶà ;ϯà età ϯ͛Ϳ.à Paƌà soŶà aĐtiǀitĠà eŶzǇŵatiƋueà iŶhĠƌeŶte,à laà sous-uŶitĠà Gαà ǀaà
éventuellement hydrolyser laàGTPàeŶàGDP,àpeƌŵettaŶtàdeàseàƌĠassoĐieƌàaǀeĐàGβɶàpouƌàƌedĠŵarrer un nouveau 

cycle (4 et 5). 

 

a) La sous-uŶitĠ Gα 

 

i) Structure de la sous-unité Gα 

Les différentes résolutions de la structure cristallographique de la sous-uŶitĠàGαàoŶtàpeƌŵisàdeàŵoŶtƌeƌà

que celle-ĐiàpƌĠseŶteàuŶàdoŵaiŶeàdeàtǇpeà‘asàetàuŶàdoŵaiŶeàeŶàhĠliĐesàαàdoŶtàl͛iŶteƌfaĐeàpƌĠseŶteàuŶà

site de liaison nucléotidique (Coleman et al., 1994; Jones et al., 2011). Le domaine de type Ras possède 

l͛aĐtiǀitĠàGTPase,àpeƌŵettaŶtàd͛hǇdƌolǇseƌàleàGTPàeŶàGDP,àaiŶsiàƋueàlesàsitesàdeàliaisoŶàduàĐoŵpleǆe 

Gβɶ.àLaàpaƌtieàN-terminale de la sous-uŶitĠàGαàestàŵǇƌistoǇlĠeàpeƌŵettaŶtàl͛aŶĐƌageàdeàlaàpƌotĠiŶeàGà

à la membrane plasmique (Degtyarev et al., 1994; Preininger et al., 2003). Le site de liaison 

nucléotidique se trouve enfoui entre quatre régions flexibles (une longue boucle et trois tours) qui 

ǀoŶtàpeƌŵettƌeàl͛aŶĐƌageàetàl͛hǇdƌolǇseàduàGTPàeŶàGDPà(Coleman et al., 1994) (Figure 26). 
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Figure 26 : “tƌuĐtuƌeàĐƌistallogƌaphiƋueàpƌotĠiŶeàGàs͛attaĐhaŶtàăàlaàŵeŵďƌaŶe plasmique. 

 

ii) Les sous-unités Gα 

DaŶsà leàgĠŶoŵeàhuŵaiŶ,à ilàeǆisteàϭϲàgğŶesàĐodaŶtàpouƌàϮϯàpƌotĠiŶesàGαàdiffĠƌeŶtesàƋueà l͛oŶàpeutà

classer en quatre catégories distinctes (Simon et al., 1991) : 

- La sous-uŶitĠàGαs ƋuiàpeƌŵetàlaàstiŵulatioŶàdeàl͛áCà(Ross and Gilman, 1977). Elle conduit 

ăà laà pƌoduĐtioŶà d͛ádĠŶosiŶeàMoŶoPhosphateà ĐǇĐliƋueà ;áMPĐͿà Ƌuià peutà aiŶsià aĐtiǀeƌà laà

protéine kinase A (PKA) qui va réguleƌàl͛aĐtiǀitĠàdesàĐaŶauǆàsodiuŵàǀoltageàdĠpeŶdaŶtàouà

le canal ionique à calcium afférent.  

- La sous-uŶitĠàGαi Ƌuiàpeƌŵetà l͛iŶhiďitioŶàdeà l͛áCàĐoŶduisaŶtàaiŶsiàăàuŶeà iŶhiďitioŶàdeà laà

pƌoduĐtioŶà d͛áMPĐà (Hildebrandt et al., 1983). La sous-uŶitĠà Gαi active directement la 

protéine kinase v-src sarcoma (c-SRC) qui peƌŵetàl͛aĐtiǀatioŶàduàfaĐteuƌàdeàtƌaŶsĐƌiptioŶà

Signal Transducer and Activator Factor 3 (STAT3) (Ma and Huang, 2002). Elle régule 

ĠgaleŵeŶtà l͛aĐtioŶà deà laà GTPase RAP1 (RAP1GAP1) qui inhibeà l͛aĐtiǀitĠà duà gğŶeà v-raf 

murine sarcoma viral oncogene homologue B1 (BRAF) , via la voie des MAP kinases 

(Weissman et al., 2004). Elle est inhibée par les protéines régulatrices des protéines G 

(RGS7, RGS10, RGS11 et RGS18), ainsi que par la cavéoline 1 (Zhong and Neubig, 2001; 

Minshall et al., 2002). 

- La sous-uŶitĠàGαq Ƌuiàpeƌŵetàl͛aĐtiǀatioŶàdeàlaàphospholipaseàCàβà;PLCàβͿ.àCetteàdeƌnière 

va hydrolyser le phosphatidyl inositol bisphosphate (PIP2) en inositol 1,4,5-triphosphate 

(IP3) et en diacyglycérol (DAG). Les IP3 ǀoŶtàagiƌàauàŶiǀeauàduàĐǇtoplasŵeàeŶàs͛assoĐiaŶtàauà

réticulum endoplasmique (RE) et provoquant la libération cytosolique de calcium qui par 

eǆeŵple,à auà Ŷiǀeauà duà Đœuƌà ;ǀeŶtƌiĐuleà gauĐheͿà iŶduità laà ĐoŶtƌaĐtilitĠà ĐaƌdiaƋue.à Leà
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calcium sécrété va permettre, aǀeĐàleàDáG,àl͛aĐtiǀatioŶàdeàpƌotĠiŶesàsĠƌiŶeà;“eƌͿ/thƌĠoŶiŶeà

(Thr) calcium dépendante (PKC) (Cockcroft and Gomperts, 1985) au niveau de la 

membrane plasmique. La sous-uŶitĠàGαq pƌĠseŶteàd͛autƌesàeffeĐteuƌsàpuisƋu͛elleàaĐtiǀeàleà

faĐteuƌàd͛ĠĐhaŶgeàpϲϯ‘hoGEFàaiŶsiàƋueà laàBuƌtoŶ͛sàTǇƌosiŶeàKiŶaseà ;BtkͿ.àElleà iŶhiďeà laà

Phosphoinositide 3 kinase de type 1a (PI3K). Elle est inhibée par la G Protein Regulated 

Kinase 2 (GRK2). (Litosch, 2016). 

- Les sous-unités Gα12/13 qui régulent de nombreuses fonctions cellulaires comme 

l͛agƌĠgatioŶàplaƋuettaiƌe,à l͛apoptose,à laà foƌŵatioŶàdeà joŶĐtioŶsàĐellulaiƌesàouà laàŵotilitĠà

cellulaire (Strathmann and Simon, 1991). Ces sous-unités activent directement certaines 

RH-RhoGEFs comme la p115Rho-GEFàƋuiàǀoŶtàƌĠguleƌàl͛aĐtiǀitĠàdeàlaàGTPaseà‘hoà(Suzuki 

et al., 2009). 

 

b) La sous-uŶitĠ Gβγ 

 

i) Structure de la sous-unité Gβγ 

La sous-uŶitĠàGβàestàfoƌŵĠeàdeàdeuǆàdoŵaiŶes.àL͛uŶàĐoƌƌespoŶdàăàlaàpaƌtieàN-terminale et présente la 

topologieà d͛uŶeà hĠliĐeàα.à L͛autƌeà ĐoƌƌespoŶdà auà ƌesteà deà laà pƌotĠiŶeà età està foƌŵĠàdeà septà ďƌiŶsà βà

s͛oƌgaŶisaŶtà sousà laà foƌŵeàd͛uŶà toŶŶeauàβà aŶtipaƌallğle.à La sous-uŶitĠàGɶàpossğdeàdeuǆà doŵaiŶesà

foƌŵĠsàĐhaĐuŶàd͛uŶeàhĠliĐeàα.àCelleàdeàlaàpaƌtieàN-teƌŵiŶaleàǀaàiŶteƌagiƌàaǀeĐàl͛hĠliĐeàN-terminale de 

la sous-uŶitĠàGβà taŶdisà Ƌueà l͛hĠliĐeàC-teƌŵiŶaleà ǀaà iŶteƌagiƌà aǀeĐà leà feuilletà βà deà laà sous-uŶitĠàGβ.àà

L͛eǆtƌĠŵitĠ C-terminale de la sous-uŶitĠàGɶààestàpƌĠŶǇlĠeàĐeàƋuiàpeƌŵetàuŶàaŶĐƌageàăàlaàŵeŵďƌaŶeà

plasmique (Lambright et al., 1996; Sondek et al., 1996; Rasmussen et al., 2011).  

 

ii) Les sous-unités Gβγ 

DaŶsàleàgĠŶoŵeàhuŵaiŶ,àilàeǆisteàsiǆàgğŶesàĐodaŶtàpouƌàlaàpƌotĠiŶeàGβàetàdouzeàĐodaŶtàpouƌàlaàpƌotĠiŶeà

Gɶà(Oldham and Hamm, 2008).àToutesàlesàĐoŵďiŶaisoŶsàeǆisteŶtàsaufàleàĐoŵpleǆeàGβϮɶϭà(Schmidt et 

al., 1992).à“eloŶàlaàĐoŵďiŶaisoŶ,àleàĐoŵpleǆeàGβɶàiŶduitàuŶeàaĐtiǀatioŶàdeàl͛effeĐteuƌàĐiďleàdeàlaàsous-

uŶitĠàGαàaǀeĐàplusàouàŵoiŶs d͛effiĐaĐitĠ.àEŶàeffet,àilàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋu͛apƌğsàlaàstiŵulatioŶàduàƌĠĐepteuƌà

deàl͛adĠŶosiŶeàáϮa,àleàŶiǀeauàaĐtiǀatioŶàdeàl͛áCàǀiaàlaàpƌotĠiŶeàGαs était dépendant de la sous-unité de 

GβàduàĐoŵpleǆeàGβɶ2 (McIntire et al., 2001) Ainsi, le compleǆeàGβɶàpeƌŵetàdeàŵoduleƌàle signal induit 

paƌàl͛aĐtiǀatioŶàdeàlaàsous-uŶitĠàGα.àEŶfiŶ,àleàĐoŵpleǆeàGβɶàpeutàĠgaleŵeŶtàƌĠguleƌàdeàŶombreuses 

voies de signalisation, indépendamment de la sous-uŶitĠàGα,àĐoŵŵeàlesàisofoƌŵesàdeàl͛áC,àdeàlaàPLCβà
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ou de la PI3K, les canaux calcium voltage dépendant, etc.. (Yamauchi et al., 1999; Lehmann et al., 2008; 

Khan et al., 2013). 

 

3) La β-arrestine et l’iŶteƌŶalisatioŶ des RCPGs 

Lesà ‘CPGsà s͛iŶteƌŶaliseŶtà sousà l͛aĐtioŶà deà ligaŶdsà agoŶistes.à Cetteà iŶteƌŶalisatioŶà aà pouƌà ƌƀleà deà

dĠseŶsiďiliseƌàlesàƌĠĐepteuƌsàafiŶàd͛aƌƌġteƌàleuƌàaĐtiǀatioŶàpaƌàleuƌàligaŶd.àCeàpƌoĐessusàdĠďuteàpaƌàleà

recrutement de kinases, soitàƌĠsultaŶtesàdeàl͛aĐtiǀatioŶàdesàeffeĐteuƌsà;PKáàouàPKCͿ,àsoitàspĠĐifiƋuesà

aux RCPG (GRK pour G-protein coupled Receptor Kinase) (Ferguson et al., 1996a), qui vont 

phosphoryler le récepteur au niveau de ses boucles intracellulaires et de sa queue C-terminale 

cytosolique (Premont and Gainetdinov, 2007). La phosphorylation du récepteur entraîne le 

ƌeĐƌuteŵeŶtàdeàβ-aƌƌestiŶesàƋuiàǀoŶtàpeƌŵettƌeàl͛eŶdoĐǇtoseàdesàƌĠĐepteuƌsà(Ferguson et al., 1996a) 

(Figure 27).àLesàβ-aƌƌestiŶesàjoueŶtàleàƌƀleàdeàpƌotĠiŶesàd͛ĠĐhafaudages moléculaires qui vont recruter 

lesàŵolĠĐulesàdeàĐlathƌiŶesàetàd͛áP-2 et permettre ainsi la formation de puits recouverts de clathrine 

entraînant l͛iŶǀagiŶatioŶàdeà laàŵeŵďƌaŶeàplasŵiƋueàetà l͛eŶdocytose du complexe ligand/récepteur 

(Laporte et al., 2000).àLesàǀĠsiĐulesàd͛eŶdoĐǇtoseàǀont fusionner entre elles et former des endosomes 

qui vont soit emprunter la voie de recyclage vers la membrane, soit la voie de dégradation lysosomiale 

(Figure 28). 

Lesàβ-arrestines partagent une forte identité de séquence protéique entre elles (78%). Néanmoins, il 

eǆisteàdesàdiffĠƌeŶĐesàdaŶsàleuƌàspĠĐifiĐitĠàd͛iŶteƌaĐtioŶàaǀeĐàlesàƌĠĐepteuƌs.àEŶàeffet,àĐeƌtaiŶsà‘CPGsà

soŶtàĐapaďleàdeàs͛iŶteƌŶaliseƌàuŶifoƌŵĠŵeŶtàsousàl͛aĐtioŶàdeàĐhaƋueàpƌotĠiŶe aloƌsàƋueàd͛autƌesàŶeà

peuǀeŶtàs͛iŶteƌŶaliseƌàƋueàgƌąĐeàăàuŶe seuleàβ-arrestine (Kohout et al., 2001). 

Ilàeǆisteàtƌoisàisofoƌŵesàdeàβ-arrestine (1, 2 et 3) queàpeuǀeŶtàlieƌàlesà‘CPGs.àLeàƌeĐƌuteŵeŶtàdesàβ-

arrestines aux RCPGs bloque la signalisation protéine G-dĠpeŶdaŶteà duà faità deà l͛eŶĐoŵďƌeŵeŶtà

stĠƌiƋueàdeàl͛assoĐiatioŶàduàƌĠĐepteuƌàăàlaàpƌotĠiŶeàG.àCeàƌeĐƌuteŵeŶtàpeƌŵetàĠgaleŵeŶtàl͛aĐtiǀatioŶà

de kinases intraĐellulaiƌesà ĐoŶduisaŶtà ăà l͛aĐtiǀatioŶà deà seĐoŶdesà ǀoiesà deà sigŶalisatioŶsà

iŶdĠpeŶdaŵŵeŶtàdeàl͛aĐtiǀatioŶàdesàpƌotĠiŶesàGà(Shenoy and Lefkowitz, 2003). Néanmoins, il a été 

ŵoŶtƌĠà Ƌue,à loƌsà deà l͛iŶteƌŶalisatioŶà duà ‘CPG,à laà β-arrestine pouvait être toujours complexée au 

récepteur, formant un super-complexe endosome-RCPG-Protéine G-β-arrestine qui présentait une 

signalisation cellulaire dépendante de la protéine G continue (Thomsen et al., 2016). Il a également 

ĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueàsuiǀaŶtàlaàĐoŶfoƌŵatioŶàƋu͛adopteàlaàβ-arrestine, la signalisation, la désensibilisation 

et le recyclage du récepteur étaient modifiées (Lee et al., 2016; Cahill et al., 2017). Ainsi, la réponse 

ĐellulaiƌeàiŶduiteàpaƌàl͛aĐtiǀatioŶàduà‘CPGàǀaàġtƌeàŵĠdiĠeàsuiǀaŶtàlaàfaçoŶàdoŶtàlaàβ-arrestine interagit 

aǀeĐàleà‘CPGàetàlaàĐoŶfoƌŵatioŶàƋu͛elleàadopte. 
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Un RCPG présente donc une multitude de combinaisons de régulations possibles, que ce soit suivant 

leàtǇpeàdeàpƌotĠiŶeàGàaǀeĐàleƋuelàilàestàĐouplĠ,àŵaisàaussiàsuiǀaŶtàsoŶàiŶteƌaĐtioŶàaǀeĐàlaàβ-arrestine et 

laàfaçoŶàdoŶĐàilàs͛iŶteƌŶaliseàetàseàdĠseŶsiďilise. 

 

Figure 27 : Structure cristallographique de la β-arrestine (Shukla et al., 2013; Kang et al., 2015). 

A : superposition des structures cristallographiques de la forme active (argent) et inactive (or) de la β-arrestine 1 
B et C : Visualisation du complexe β-arrestine 1/récepteur de la rhodopsine, cristallisé dans une bicouche 
lipidique 
DàetàEà:àVisualisatioŶàdeàl͛aŶĐƌageàdesàƌĠsidusàaƌoŵatiƋuesàduàdoŵaiŶeàC-terminal de la β-arrestine 1 dans la 
bicouche lipidique 
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Figure 28 : Mécanisme d'internalisation et de désensibilisation d'un RCPG (Thèse Romain Gerbier, 

2011). 

RE : Endosome de recyclage, EE : endosome précoce ; LE : Endosome tardif 
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Chapitre 2 : l’apĠliŶe et soŶ ƌĠĐepteuƌ 

 

I) DĠĐouǀeƌte et dĠsoƌphaŶisatioŶ du ƌĠĐepteuƌ de l’apĠliŶe 

 

1) Clonage et stƌuĐtuƌe du ƌĠĐepteuƌ de l’apĠliŶe 

Leà ƌĠĐepteuƌà deà l͛apĠliŶeà aà peŶdaŶtà loŶgteŵpsà ĠtĠà uŶà ƌĠĐepteuƌà oƌpheliŶ,à Đ͛est-à-dire sans ligand 

eŶdogğŶeàideŶtifiĠ.àCeàƌĠĐepteuƌàaàĠtĠàĐloŶĠàăàpaƌtiƌàd͛uŶeàďaŶƋueàgĠŶoŵiƋueàhuŵaiŶeàloƌsàd͛uŶeà

étude cherchant à identifieƌàuŶàƌĠĐepteuƌàhoŵologueàauǆàƌĠĐepteuƌsàdeàl͛aƌgiŶiŶe-vasopressine (AVP). 

Son gène est localisé sur le chromosome humain 11 au niveau du locus q12 et ne présente pasàd͛iŶtƌoŶà

;O͛Doǁdà età al.,à ϭϵϵϯͿ.à Ilà pƌĠseŶteà ϯϭ%à d͛ideŶtitĠà deà sĠƋueŶĐeà pƌotĠiƋueà aǀeĐà leà ƌĠĐepteuƌà des 

angiotensines II/III deàtǇpeàϭà;áTϭͿàetàfutàappelĠàáPJ.àL͛isoleŵeŶtàduàƌĠĐepteuƌàáPJàdeàƌatàfutàeffeĐtuĠà

à partiƌàd͛á‘NàtotauǆàdeàŶoǇauǆàsupƌaoptiƋuesà;“ONͿ,àpuisàeŶàutilisaŶtàuŶeàďaŶƋueàd͛áDNĐàdeàĐeƌǀeauǆà

deàƌatsàloƌsàd͛uŶeàĠtudeàǀisaŶtàăàtƌouǀeƌàuŶàƌĠĐepteuƌàspĠĐifiƋueàdeàl͛aŶgioteŶsiŶeàIIIà;áŶgàIIIͿà(De Mota 

et al., 2000). Ce récepteur fut également caractérisé comme étant un RCPG de 377 acides aminés et 

partageaŶtàϯϭà%àd͛ideŶtitĠàdeàsĠƋueŶĐeàpƌotĠiƋueàaǀeĐàleàƌĠĐepteuƌàáTϭàdeàƌat (Figure 29). Aussi, il 

paƌtageàplusàdeàϵϬ%àd͛ideŶtitĠàdeàsĠƋueŶĐeàaǀeĐàleàƌĠĐepteuƌàáPJàhuŵaiŶà ;O͛Doǁdàetàal.,àϭϵϵϯͿ et 

murin (Devic et al., 1999) et 10% avec celui isolé chez la grenouille (Devic et al., 1996). Le récepteur 

áPJàdeàƌatàŶ͛estàpasàĐapaďleàdeàlieƌàlesàáŶgàII,àIIIàetàIVàĐeàƋuiàeŶàfaisaitàuŶàƌĠĐepteuƌàoƌpheliŶàjusƋu͛ăàlaà

découverte de son ligand endogène (Tatemoto et al., 1998; De Mota et al., 2000). 

Le récepteur APJ est un RCPG appartenant à la famille « Rhodopsine »àetàsituĠàdaŶsàlaàďƌaŶĐheàɶ.àIlà

présente les résidus conservés Asn1.50, Asp2.50, Arg3.50, Trp4.50, Pro5.50, Pro6.50 et Pro7.50, ainsi que le motif 

DRY, comprenant le résidu Arg3.50, le motif NPXXY, comprenant le résidu Pro7.50 et les Cys des boucles 

ECL1 et ECL2 pouvant former un pont disulfure. 

Le récepteur APJ présente de possibles sites de N-glycosylation, de N-myristoylation, de 

phosphorylation par la caséine II, la PKA, la PKC et par une kinase GMPc-dépendant (analyse de la 

séquence protéique du récepteur APJ humain avec le programme Prosite®). Enfin, le récepteur APJ 

présente quatre Cys, une sur la queue N-teƌŵiŶale,àuŶeàdaŶsàl͛ECLϭ,àuŶeàdaŶsàl͛ECLϮàetàuŶeàdaŶsàl͛ECLϯ.à

Cette dernière a été montrée ĐoŵŵeàĠtaŶtàiŵpoƌtaŶteàdaŶsàl͛aĐtiǀatioŶàduàƌĠĐepteuƌà(Kumar et al., 

2016).  
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Figure 29 : Séquence protéique du récepteur de l'apéline (Thèse Romain Gerbier, 2011). 

 

2) L’apĠliŶe : ligand endogène du récepteur APJ, découverte et caractéristiques 

CiŶƋàaŶŶĠesàapƌğsàlaàdĠĐouǀeƌteàduàƌĠĐepteuƌàáPJ,àsoŶàligaŶdàfutàisolĠàăàpaƌtiƌàd͛eǆtƌaitsàd͛estoŵaĐàdeà

ďœuf.àIlàs͛agissaitàd͛uŶàpeptideàdeàϯϲàaĐidesàaŵiŶĠsàƋuiàaàĠtĠàŶoŵŵĠàapĠliŶeàpouƌàAPJ Endogenous 

LIgaNd (Tatemoto et al., 1998). Les 17 acides aminés N-teƌŵiŶauǆàdeàl͛apĠliŶeàoŶtàeŶsuiteàĠtĠàutilisĠsà

pouƌà isoleƌà l͛áDNĐà duà pƌĠĐuƌseuƌà deà l͛apĠliŶeà Ƌuià està uŶà peptideà deà ϳϳà aĐidesà aŵiŶĠs nommé 

préproapéline (Tatemoto et al., 1998).  

LeàgğŶeàĐodaŶtàpouƌàlaàpƌĠpƌoapĠliŶeàestàsituĠàĐhezàl͛Homme, sur le chromosome X au niveau des loci 

q25-Ϯϲ.ϭ.àCeàgğŶeàpƌĠseŶteàtƌoisàeǆoŶsàdoŶtàlaàsĠƋueŶĐeàĐodaŶteàƌeĐouǀƌeàl͛eǆoŶàϭàetàuŶeàpaƌtieàdeà

l͛eǆoŶàϮàetàlaàsĠƋueŶĐeàϯ͛àUT‘àƌeĐouǀƌeàl͛autƌeàpaƌtieàdeàl͛eǆoŶàϮàetàl͛eǆoŶàϯà(D. K. Lee et al., 2000). Ces 

ƌeĐouǀƌeŵeŶtsà eǆpliƋueŶtà laà pƌĠseŶĐeà deà deuǆà tǇpesà deà tƌaŶsĐƌitsà d͛eŶǀiƌoŶà ϯà età ϯ,ϲà kďà Ƌueà l͛oŶà

retrouvent dans différents tissus (D. K. Lee etàal.,à ϮϬϬϬ;àO͛Caƌƌollàetàal.,à ϮϬϬϬͿ. Les alignements de 

séquences de préproapéline chez différentes espèces montrent, chez les mammifères, une stricte 

conservation des 17 résidus C-terminaux du peptides appelé apéline-17 ou K17F (Figure 30).  
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In vivo, oŶà ƌetƌouǀeà tƌoisà foƌŵesà aĐtiǀesà d͛apĠliŶeà issuesà deà laà ŵatuƌatioŶà deà laà pƌĠpƌoapĠliŶe et 

correspondant aux 36 (apéline-36), 17 (K17F) et 13 (apéline-13, E13F) résidus C-terminaux du 

précurseur. Dans le cerveau et le plasma de rat, la forme pyroglutamylée deàl͛apĠliŶeàϭϯà;pEϭϯFͿàestà

majoritaire alors que K17F est présent en plus faible quantité (De Mota et al., 2004).àDaŶsàl͛utĠƌusàetà

leà testiĐule,à l͛apéline-36 est majoritaire alors que dans la glande mammaire on retrouve à la fois 

l͛apĠliŶe-36 et pE13F (Kawamata et al., 2001). 

La présence de paires de résidus basiques dans la séquence de la préproapéline en amont de K17F et 

pE13F suggère la possible action de prohormones convertases (PC) qui hydrolyseraient la liaison 

peptidiƋueàeŶàaǀalàdeàĐesàdouďletsàpouƌàdoŶŶeƌàŶaissaŶĐeàăàKϭϳFàetàpEϭϯF.àCetteàhǇpothğseàŶ͛aàpasà

été vérifiée in vivo. Néanmoins, il a été montré in vitro que la proprotéine convertase subtilisine/kexin 

3, également appelée furine, pourrait hydrolyser directement la préproapéline au niveau du doublet 

en aval de pE13F et générer le peptide correspondant (Shin et al., 2013).àDuàfaitàdeàl͛aďseŶĐeàdeàƌĠsidusà

diďasiƋuesàeŶàaŵoŶtàdeàl͛apĠline-ϯϲ,àl͛aĐtioŶàdeàPCàestàăàeǆĐluƌeàetàleàŵĠĐaŶisŵeàdeàŵatuƌatioŶàdeàĐeà

peptide reste à définir (Figure 30). 

 

Figure 30 : Alignements de séquences protéiques de l'apéline de différentes espèces de mammifères 

(Flahault et al,. 2017). 

La flèche noire iŶdiƋueà leàdĠďutàdeà laà sĠƋueŶĐeàdeà l͛apĠliŶe-36. La séquence strictement conservée chez les 

ŵaŵŵifğƌesàĐoƌƌespoŶdàăàl͛apĠliŶe-17 (K17F). Les boîtes noires discontinues encerclent les doublets dibasiques 

pouvant être ciblés par les prohormones convertases, potentiellement responsables de la maturation de la 

pƌĠpƌoapĠliŶe.àLaàflğĐheàďleueàŵoŶtƌeàleàsiteàd͛hǇdƌolǇseàpaƌàl͛ECáàϮ.àLaàflğĐheàǀeƌteàŵoŶtƌeàleàsiteàd͛hǇdƌolǇseà

par la Néprilysine. 
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CoŶĐeƌŶaŶtàleàŵĠtaďolisŵeàdesàfƌagŵeŶtsàd͛apĠliŶe,àilàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋue l͛eŶzǇŵeàdeàĐoŶǀeƌsioŶàdeà

l͛aŶgioteŶsiŶeàdeàtǇpeàIIà;ECáϮ,àECàϯ.ϰ.ϭϳ.ϮϯͿàĠtaitàĐapaďleàd͛hǇdƌolǇseƌàlaàPheàC-teƌŵiŶaleàdeàl͛apĠliŶe-

36, de K17F et de pE13F (Vickers et al., 2002; Wang et al., 2016). Enfin, il a été montré que 

l͛eŶdopeptidaseàŶeutƌeà;NEP,àECàϯ.ϰ.Ϯϰ.ϭϭͿàhǇdƌolǇseàlaàliaisoŶàpeptidiƋueàeŶtƌeàl͛áƌg8-Leu9 de K17F et 

l͛áƌg4-Leu5 de pE13F, entraînant la production de deux peptides tronqués et inactifs (McKinnie et al., 

2016). 

 

II) L’apĠliŶe et soŶ ƌĠĐepteuƌ : propriétés pharmacologiques 

 

1) CaƌaĐtĠƌisatioŶ de l’iŶteƌaĐtioŶ apĠliŶe/ƌĠĐepteuƌ 

 

a) AffiŶitĠ de l’apĠliŶe pouƌ soŶ ƌĠĐepteuƌ 

Les premières ĠtudesàoŶtàĐheƌĐhĠàăàĐaƌaĐtĠƌiseƌàlesàpƌopƌiĠtĠsàdeàliaisoŶàdeàl͛apĠliŶeàauàƌĠĐepteuƌàáPJà

(ApélineR). Ainsi, il a été montré que les apélines radioiodées, [125I][Nle 11, Tyr 13]pE13Y et [125I][Nle 

34,Tyr 36]apéline-36, seàlieŶtàăàl͛ápĠliŶe‘àhuŵaiŶàeǆpƌiŵĠàde façon stable en cellules CHO avec une 

affinité de 22 et 6 pM, respectivement (Hosoya et al., 2000; Kawamata et al., 2001). Il a également été 

ŵoŶtƌĠàƋueàl͛affiŶitĠàdeàl͛apĠliŶe-13 radioiodée par Bolton Hunter sur la Lys8 deàpEϭϯFàpouƌàl͛ápĠliŶe‘à

de rat exprimé de façon stable en cellules CHO est de 40 pM (Iturrioz et al., 2010b; Gerbier et al., 2015). 

Enfin, il a été montré ex vivo, sur des tissus cardiaques humains (ventricule gauche et oreillette droite) 

et sur des tissus ventriculaires, cérébraux et pulmonaires de rat, que pE13F radioiodé possède une 

affinité de, respectivement, 350 pM, 200 pM, 560 pM et 650 pM (Katugampola et al., 2001). 

 

b) Etudes structure-aĐtiǀitĠ de l’apĠliŶe 

L͛affiŶitĠàdesàtƌoisàfƌagŵeŶtsàaĐtifs d͛apĠliŶeà;apĠliŶe-36, K17F et pE13F) est relativement proche. Ceci 

peutàġtƌeàdûàauàfaitàƋueàlesàiŶteƌaĐtioŶsàligaŶd/ƌĠĐepteuƌàdoiǀeŶtàs͛ĠtaďliƌàeŶtre l͛ápĠliŶe‘àetàlesàϭϯà

résidus C-terminaux de ces peptides. 

Ainsi, plusieurs études ont cherché à découvriƌàƋuelsà ƌĠsidusàdeà l͛apĠliŶeàĠtaieŶtà iŵpliƋuĠsàdaŶsà laà

liaisoŶàăàl͛ápĠliŶe‘.àDesàĠtudesàd͛ «Alanine-scanning » de pE13F ont été effectuées en caractérisant 

l͛iŵpaĐtàdeàlaàsuďstitutioŶàdeàĐhaƋueàƌĠsiduàdeàpEϭϯFàeŶàálaàsuƌàlaàĐapaĐitĠàdeàĐesàpeptidesàă se lier à 

l͛ápĠliŶe‘,à inhiber laàpƌoduĐtioŶàd͛áMPĐàpƌoǀoƋuĠeàpaƌàlaàfoƌskoliŶeà;F“KͿàetàăàŵoďiliseƌàleàĐalĐiuŵà

iŶtƌaĐellulaiƌe.àIlàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueàl͛áƌg2,àl͛áƌg4 et la Leu5 du motif RPRL de  pE13F sont des résidus 
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esseŶtielsàpouƌàlaàliaisoŶàdeàl͛apĠliŶeàăàl͛ápĠliŶe‘àauǆƋuelsàs͛ajouteŶtàlesàƌĠsidusà“eƌ6, Lys8 et Met11 

mais dont les impacts sont moins importants (Fan et al., 2003; Medhurst et al., 2003). 

CoŶjoiŶteŵeŶtàăàĐesàĠtudesàd͛«Alanine-scanning », des expériences de troncations de K17F ont été 

ŵeŶĠes.à Cesà Ġtudesà oŶtà ĠǀaluĠà l͛effetà deà la délétion successive de chaque acide aminé situé à 

l͛eǆtƌĠŵitĠàN-terminale ou C-terminale de K17F sur la capacité de ces nouveaux peptides à se lier à 

l͛ápĠliŶe‘àdeà ƌat,àăà iŶduiƌeà l͛iŶhiďitioŶàdeà laàpƌoduĐtioŶàd͛áMPĐàpƌoǀoƋuĠeàpaƌà laà F“Kàetàăà iŶduiƌeà

l͛iŶteƌŶalisatioŶàdeàl͛ápĠliŶe‘.à IlàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueàlesàtƌoŶĐatioŶsàN-teƌŵiŶalesàăàpaƌtiƌàdeàl͛áƌg6 de 

KϭϳFà ;soità l͛áƌg2 deà pEϭϯFͿà ĐoŶduiseŶtà ăà desà peptidesà iŶĐapaďlesà deà seà lieƌà ăà l͛ápĠliŶe‘à età paƌà

conséquent à l͛aĐtiǀeƌ.àPaƌàailleuƌs,à laàdĠlĠtioŶàdeà laàPheàC-terminale de K17F conduit à un peptide 

(K16P) toujours capable de se lier à l͛ápĠliŶe‘ avec une très bonne affinité (subnanomolaire) et 

d͛iŶduiƌeàl͛iŶhiďitioŶàdeàlaàpƌoduĐtioŶàd͛áMPĐàiŶduiteàpaƌàlaàF“Kàŵaisàavec une habilité très réduite 

pour iŶduiƌeàl͛iŶteƌŶalisatioŶàdeàl͛ápĠliŶe‘à(El Messari et al., 2004). Il a également été montré in vivo, 

Ƌueàl͛iŶjeĐtioŶàpaƌàǀoieài.ǀàde KϭϲPàĐhezàleàƌatàŶoƌŵoteŶdu,àŶ͛eŶtƌaîŶaitàpasàlaàďaisseàdeàlaàpƌessioŶà

aƌtĠƌielleà oďseƌǀĠeà suiteà ăà l͛iŶjeĐtioŶà deà KϭϳF.à CeĐià iŶdiƋuaŶtà l͛eǆisteŶĐeà d͛uŶeà dissoĐiatioŶà

foŶĐtioŶŶelleàeŶtƌeàleàĐouplageàdeàl͛ápĠliŶe‘àăàlaàpƌotĠiŶeàGàetàl͛iŶteƌŶalisatioŶàduàƌĠĐepteur médiant 

l͛effetàhǇpoteŶseuƌàdeàl͛apĠliŶeà(El Messari et al., 2004). 

Laà pƌeŵiğƌeà Ġtudeà ǀisaŶtà ăà ĐaƌaĐtĠƌiseƌà l͛iŶteƌaĐtioŶà eŶtƌe l͛apĠliŶeà età l͛ápĠliŶe‘à aà ŵoŶtƌĠà paƌà

mutagénèse dirigée que les résidus Glu-20 et Asp-23 situés sur la queue N-terminale du récepteur 

participeraient à la liaison de pE13F. Ces résidus acides pourraient interagir avec les résidus basiques 

du ligand ayant uŶàƌƀleàĐƌuĐialàdaŶsàlaàliaisoŶàăàl͛ápĠliŶe‘à(Zhou et al., 2003b). 

 

2) “igŶalisatioŶ du ƌĠĐepteuƌ de l’apĠliŶe 

 

a) Couplage du ƌĠĐepteuƌ de l’apĠliŶe 

De nombreuses études ont exploré les voies de signalisation contrôlées par le système 

apĠliŶe/ápĠliŶe‘.àIlàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueàl͛apĠliŶe-36, K17F et pE13F présentent la même capacité, de 

l͛oƌdƌeàduàsuďŶaŶoŵolaiƌe,àăàiŶhiďeƌàlaàpƌoduĐtioŶàd͛áMPĐàiŶduiteàpaƌàlaàF“KàdaŶsàdesàĐellulesàCHOà

eǆpƌiŵaŶtàdeàfaçoŶàstaďleàl͛ápĠliŶe‘àdeàƌat et dans des cellules embryonnaires rénales humaines (HEK) 

eǆpƌiŵaŶtà l͛ápĠliŶe‘àhuŵaiŶà (Habata et al., 1999; De Mota et al., 2000; Medhurst et al., 2003; El 

Messari et al., 2004). Il a également été montré que le traitement à la toxine pertussis, un inhibiteur 

spĠĐifiƋueàduàĐouplageàdeàlaàpƌotĠiŶeàGαi/àGαs au RCPG,  de cellules CHO exprimant de façon stable 

l͛ápĠliŶe‘à huŵaiŶà ouà deà ƌatà eŵpġĐhaità l͛iŶduĐtioŶà paƌà l͛apĠliŶe-ϯϲà età pEϭϯFà deà l͛iŶhiďitioŶà deà laà

pƌoduĐtioŶàd͛áMPĐàpƌoǀoƋuĠeàpaƌàlaàF“K,àdĠŵoŶtƌaŶtàaiŶsiàƋueàl͛ápĠliŶe‘àestàŶatuƌelleŵeŶtàĐouplĠàăà
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laàpƌotĠiŶeàGαi (Hosoya et al., 2000).àCeĐiàaàĠtĠàĐoŶfiƌŵĠàpaƌàuŶeàĠtudeàdĠŵoŶtƌaŶtàƋueàl͛ápĠliŶe‘à

ĐoupleàpƌĠfĠƌeŶtielleŵeŶtà lesàpƌotĠiŶesàGαi1 etàGαi2 ŵaisàpasàGαi3 et que ce couplage entraîne une 

iŶhiďitioŶàdeàl͛áC et une phosphorylation de la kinase de régulation des signaux extracellulaires (ERK 1 

et 2 (ERK ½)) (Masri et al., 2006; Bai et al., 2008).àIlàaàĠgaleŵeŶtàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueàl͛ápĠliŶe‘ est couplé 

ăà laà pƌotĠiŶeà Gα13 et que son activation entraîne une translocation cytoplasmique et une 

phosphorylation des histones déacétylase de classe II (HDAC) 4 et 5 induisant l͛activation du facteur 

de transcription « Myocyte Enhancer Factor 2 » (MEF2) (Kang et al., 2013). Enfin il a été montré dans 

desà Đœuƌsà isolĠsà peƌfusĠsà deà ƌatsà Ƌueà l͛apĠliŶeà eŶtƌaîŶaità l͛aĐtiǀation de la phospholipase C (PLC), 

iŶdiƋuaŶtàƋueàdaŶsàleàĐœuƌ,àl͛ápĠliŶe‘àpouƌƌaitàġtƌeàĐouplĠàăàlaàpƌotĠiŶeàGƋà(Szokodi et al., 2002). 

 

b) Modulation des concentrations de calcium intracellulaire par 

l’apĠliŶe 

Ilà aà ĠtĠà ŵoŶtƌĠà Ƌueà l͛apĠliŶe-36, K17F et pE13F étaient capables d͛augŵeŶter la mobilisation de 

ĐalĐiuŵàiŶtƌaĐellulaiƌeàdaŶsàdiffĠƌeŶtsàtǇpesàĐellulaiƌesàeǆpƌiŵaŶtàdeàfaçoŶàstaďleàl͛ápĠliŶe‘àhuŵaiŶ,à

comme les cellules de tératomes carcinomiques humains (NTera2), les cellules dérivées de basophiles 

(RBL-2H3) et les cellules HEK (Choe et al., 2000; Medhurst et al., 2003; Zhou et al., 2003a, 2003b). 

Cependant, les mécanismes moléculaires et cellulaires sous-teŶdaŶtà l͛augŵeŶtatioŶà deà ĐalĐiuŵà

intracellulaire iŶduiteàpaƌàlesàfƌagŵeŶtsàd͛apĠliŶeàƌesteŶtàăàĐeàjouƌàiŶĐoŶŶus. 

Enfin, il a été montré dans les artérioles glomérulaires que K17F entraînait, au niveau des cellules 

musculaires lisses, uŶeàdiŵiŶutioŶàdeàlaàŵoďilisatioŶàdeàĐalĐiuŵàiŶtƌaĐellulaiƌeàiŶduiteàpaƌàl͛áŶgàIIàdeà

façon oxyde nitrique (NO) dépendante (Hus-Citharel et al., 2008).  

 

c) L’aĐtiǀatioŶ de kiŶases 

De nombreuses kinases ont été montrées comme étant activées suiteàăàlaàstiŵulatioŶàdeàl͛ápĠliŶeR 

paƌàl͛apĠliŶe.àEŶàeffet,àilàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueàlaàstiŵulatioŶàpaƌàpEϭϯFàdeàl͛ápĠliŶe‘àŵuƌiŶàeǆpƌiŵĠàdeà

façon stable en cellules CHO, entraîne une phosphorylation de ERK ½ (Masri et al., 2002, 2004). 

L͛aĐtiǀatioŶàdeàE‘KàϭàetàE‘KàϮàsoŶtàdĠpeŶdaŶtes deàlaàpƌotĠiŶeàGαi et indépendantes deàl͛aĐtiǀatioŶàdeà

la GTPase Ras (Masri et al., 2002, 2004). 

Il a également été montré que la phosphorylation des résidus Thr-389, Thr-421 et Ser-ϰϮϰàdeàl͛ápĠliŶe‘à

eŶtƌaîŶaitàl͛aĐtiǀatioŶàdeàlaàkiŶaseàpϳϬ“ϲàpaƌàdes voies de signalisation différentes (Masri et al., 2004). 

En effet, la phosphorylation de la Thr-389 entraîne une activation de la voie des phosphoinositides 3 

Kinase (Pi3K) / Protéine Kinase B (Akt) qui vont activer la kinase p70S6. Par la suite, cette kinase 
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phosphoryle la protéine « mammalian Target of rapamycine » (mTor) (Masri et al., 2004; Eyries et al., 

2008) ƋuiàeŶtƌaîŶeàuŶeàpƌoduĐtioŶàdeàNOàǀiaàl͛aĐtiǀatioŶàdeàl͛oǆǇdeàŶitƌiƋueàsǇŶthaseàdeàl͛eŶdothĠliuŵàà

(Ishida et al., 2004; Azizi et al., 2008).àL͛aĐtiǀatioŶàdeàlaàpϳϬ“ϲàǀiaàlaàphosphoƌǇlatioŶàdeàlaàThƌ-421 et 

la Ser-424 fait intervenir une protéine kinase C (PKC) appartenant à la famille des PKC atypiques comme 

ĐelaàaàĠtĠàdĠŵoŶtƌĠàeŶàtƌaitaŶtàlesàĐellulesàeǆpƌiŵaŶtàl͛ápĠliŶe‘àaǀeĐàuŶ pseudo-suďstƌatàdeàlaàPKCζ. 

Cette PKC atypique, une fois activée, phosphoryle et active les kinases de la voie MAPK (Masri et al., 

2004).àEŶfiŶ,àilàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueàlaàstiŵulatioŶàdeàl͛ápĠliŶe‘àpaƌàpEϭϯFàiŶduisaitàuŶeàphosphoƌǇlatioŶà

de pϳϬ“ϲKà ǀiaà l͛aĐtiǀatioŶà desà MáPKà ĐoŶtƌƀlĠeà paƌà laà pƌotĠiŶeà Gαi. De cette activation résulte 

l͛augŵeŶtatioŶàdeàlaàdiffĠƌeŶĐiatioŶàdesàĐellulesàsouĐhesàeŶàĐaƌdioŵǇoĐǇtesà;D͛áŶielloàetàal.,àϮϬϬϵͿ. 

EŶfiŶ,àlaàouàlesàG‘KàƌĠgulaŶtàlaàdissoĐiatioŶàdeàlaàpƌotĠiŶeàGàăàl͛ápĠliŶe‘àaiŶsiàƋueàleàƌecrutement des 

protéines de type β-arrestine sont à ce jour inconnues. Néanmoins, il a été montré in vitro que 

l͛ápĠliŶe‘àĠtaitàĐapaďleàdeàƌeĐƌuteƌàlesàG‘KsàϮàetàϱàetàƋueàlesàsitesàdeàphosphoƌǇlatioŶàpoteŶtielàdeà

l͛ápĠliŶe‘àpouǀaŶtàŵĠdieƌàleàƌeĐƌuteŵeŶtàdeàces GRKs étaient les résidus Ser-335, Ser-345 et Ser-348 

(Chen et al., 2014). De plus, il a été montré que la mutation de la Ser-ϯϰϴàdeàl͛ápĠliŶe‘àeŶtƌaîŶaitàuŶeà

absence de phosphorylation de cette dernière et surtout une absence de recrutement des GRKs 2 et 

5, une absence de recruteŵeŶtàdesàβ-aƌƌestiŶesàϭàetàϮàetàuŶeàaďseŶĐeàd͛iŶteƌŶalisatioŶàduàƌĠĐepteuƌ.à

Toutefois,àl͛ápĠliŶe‘àŵutĠàĠtaitàtoujouƌsàĐapaďleàdeàsigŶaleƌàǀiaàsaàpƌotĠiŶeàGà(Chen et al., 2014). Ainsi, 

cette étude a permis de montrer que, in vitro, l͛ápĠliŶe‘àpƌĠseŶtaitàuŶeàsigŶalisatioŶàMAPK β-arrestine 

dépendante via la phosphorylation de la Ser-348, très vraisemblablement, par les GRKs 2 et 5. 

 

d) L’iŶteƌŶalisatioŶ du ƌĠĐepteuƌ de l’apĠliŶe 

Coŵŵeà laà plupaƌtà desà ‘CPGs,à l͛ápĠliŶe‘à s͛iŶteƌŶaliseà suiteà ăà laà liaisoŶà desà diffĠƌeŶtsà fƌagŵeŶtsà

d͛apĠliŶeà(Reaux et al., 2001; Medhurst et al., 2003; Zhou et al., 2003b; El Messari et al., 2004; Iturrioz 

et al., 2010b). Cependant, K17F est 30 fois plus puissant que pE13F pour induireàl͛iŶteƌŶalisatioŶàdeà

l͛ápĠliŶe‘àdeàƌatà(Gerbier et al., 2017). Comme mentionné plus haut, la délétion de la Phe C-terminale 

de K17F (K16P), mais aussi la substitution de cette Phe par une Ala (K17A), conduisent à des peptides 

liaŶtà l͛ápĠliŶe‘àetàaĐtiǀaŶtàsoŶàĐouplageàăà laàpƌotĠiŶeàGαi, avec la même efficacité que K17F, sans 

pouǀoiƌà iŶduiƌeà l͛iŶteƌŶalisatioŶà duà ƌĠĐepteuƌ, suggérant que ce résidu joue un rôle crucial dans 

l͛aĐtiǀatioŶàdeàĐeàŵĠĐaŶisŵeà(El Messari et al., 2004; Iturrioz et al., 2010b). 

Afin de valider cette hypothèse, une étude structure-foŶĐtioŶà aà ĠtĠà ŵeŶĠeà suƌà l͛ápĠliŶe‘à paƌà

modélisation moléculaire et mutagénèse dirigée. Pour ce faire, le premier modèle tridimensionnel (3D) 

deàl͛ápĠliŶe‘àĐoŵpleǆĠàaǀeĐàpE13F ou K17F a été construit dans le laboratoire en collaboration avec 

le Dr B.Maigret. Un modèle brut a été bâti par homologie en utilisant comme patron le modèle validé 
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du récepteur à la cholécystokinine 8 de type 1 (CCK1R) (Archer-Lahlou et al., 2005). Ce modèle fut 

pƌiǀilĠgiĠàpaƌàƌappoƌtàăàlaàseuleàstƌuĐtuƌeàĐƌistallogƌaphiƋueàeǆistaŶteàăàl͛ĠpoƋue,àĐelleàduàrécepteur de 

la Rhodopsine, en raison du fait que le modèle du récepteur CCK1 était une forme activée du récepteur 

et que ce modèle était validé par des études structure-fonction (Archer-Lahlou et al., 2005). 

L͛oďseƌǀatioŶà duàŵodğleà ĐoŵpleǆĠà aǀeĐà KϭϳFà ouà pEϭϯFàŵoŶtƌeà Ƌueà lesà peptidesà iŶteƌagisseŶtà eŶà

surface du récepteur avec des acides aminés acides via leurs résidus basiques alors que leur Phe C-

teƌŵiŶaleàs͛iŶsğƌeàauàfoŶdàduàsiteàdeàliaisoŶàduàƌĠĐepteuƌàdaŶsàuŶeàpoĐheàĐoŶstituĠeàdesàTƌpàϭϱϮàetà

259 et de la Phe 255. Des études structures-foŶĐtioŶsàpaƌàŵutagĠŶğseàdiƌigĠeàduàƌĠĐepteuƌàdeàl͛apĠliŶeà

ont montré que lesà ƌĠĐepteuƌsà deà l͛apĠliŶeà ŵutĠsà suƌà Đesà ƌĠsidusà Ŷ͛ĠtaieŶtà plusà Đapaďlesà d͛ġtƌeà

iŶteƌŶalisĠsàsousàl͛aĐtioŶàdeàKϭϳFàaloƌsàƋu͛ilsàĐoŶseƌǀaieŶtàlaàĐapaĐitĠàdeàlieƌàl͛apĠliŶeàouàăàseàĐoupleƌà

ăà laà pƌotĠiŶeà Gαi. Ceci a permis de démontrer le rôle clé des résidus Phe 255 et Trp 259 dans 

l͛iŶteƌŶalisatioŶàduà ƌĠĐepteuƌàaiŶsiàƋueàdeàǀalideƌàĐeàpƌeŵieƌàŵodğleàϯDàduà ƌĠĐepteuƌàdeà l͛apĠliŶeà

(Iturrioz et al., 2010b).àDeàplus,àĐetteàĠtudeàĐoŶfiƌŵeàl͛eǆisteŶĐeàd͛uŶeàdissoĐiatioŶàfoŶĐtioŶŶelleàeŶtƌeà

le couplage deà laà pƌotĠiŶeàGαi ăà l͛ápĠliŶe‘à età l͛iŶteƌŶalisatioŶà deà Đeà deƌŶieƌ.à CeĐià iŵpliƋueà Ƌueà leà

récepteur existe sous différentes conformations actives dépendant de la façon dont le ligand agoniste 

se lie dans le site de liaison, ce ƋuiàaŵğŶeàăà l͛aĐtiǀatioŶàdeàdifférentes voies de signalisation et par 

conséquent, à différents effets biologiques (Iturrioz et al., 2010b).àEŶfiŶ,àl͛ápĠliŶe‘àpouƌƌaitàpƌĠseŶteƌà

uŶeàsĠleĐtiǀitĠàfoŶĐtioŶŶelleàouàuŶeàsigŶalisatioŶàďiaisĠeàeŶàpouǀaŶtàĐoupleƌàlaàpƌotĠiŶeàGàd͛uŶeàpaƌt, 

etàƌeĐƌuteƌàlesàβ-aƌƌestiŶesàϭàetàϮàd͛autƌeàpaƌtà(Ceraudo et al., 2014). Cette signalisation biaisée a été 

coŶfiƌŵĠeàpaƌàuŶeàĠtudeàŵoŶtƌaŶt,àƋueàKϭϳFàĠtaitàĐapaďleàd͛iŶduiƌeàlaàphosphoƌǇlatioŶàdeàE‘Kà½àǀiaà

uŶàŵĠĐaŶisŵeàdĠpeŶdaŶtàduàƌeĐƌuteŵeŶtàdeàlaàβ-arrestine alors que K16P était uniquement capable 

d͛iŶduiƌeàl͛aĐtiǀatioŶàdeàlaàpƌotĠiŶeàGαi (Ceraudo et al., 2014).àDeàplus,àilàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueàl͛iŶjeĐtioŶà

i.ǀà Đhezà leà ƌatà ŶoƌŵoteŶduà deà KϭϲPà ouà deà pEϭϯáà Ŷ͛eŶtƌaîŶaità pasà laà ďaisse de pression artérielle 

observée avec K17F ou pE13F (El Messari et al., 2004; Lee et al., 2005).àCeàƋuiàsuggğƌeàƋueàl͛aĐtiǀatioŶà

deàE‘Kà½àdĠpeŶdaŶtàuŶiƋueŵeŶtàduàƌeĐƌuteŵeŶtàdeàlaàβà-aƌƌestiŶeàestàƌespoŶsaďleàdeàl͛effetàpƌesseuƌà

deàl͛apĠliŶe. 

Ainsi, ERK ½ peuvent être activées de façoŶà pƌotĠiŶeà Gà dĠpeŶdaŶteà età β-arrestine dépendante. 

CepeŶdaŶtàlesàaĐtioŶsàƋu͛ellesàeffeĐtueŶtàsuiteàăàleuƌàaĐtiǀatioŶàsoŶtàdiffĠƌeŶtes.àEŶàeffet,àloƌsƋueàleuƌà

aĐtiǀatioŶàestàiŶduiteàpaƌàl͛aĐtiǀatioŶàdeàlaàpƌotĠiŶeàG,àE‘Kà½àsoŶtàtƌaŶsloƋuĠesàdaŶsàleàŶoyau où elles 

agisseŶtàĐoŵŵeàdesàfaĐteuƌsàdeàtƌaŶsĐƌiptioŶ.àáà l͛iŶǀeƌse,à loƌsƋueà leuƌàaĐtiǀatioŶàestà iŶduiteàpaƌà leà

ƌeĐƌuteŵeŶtàdeàlaàβ-arrestine, ERK ½ restent dans le cytoplasme où elles vont réguler des mécanismes 

cytoplasmiques comme la traduction ou l͛apoptoseà ŵaisà aussià d͛autƌesà ǀoiesà deà sigŶalisatioŶà

(Eishingdrelo and Kongsamut, 2013). 
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e) ReĐǇĐlage du ƌĠĐepteuƌ de l’apĠliŶe 

LaàĐaƌaĐtĠƌisatioŶàdesàpƌofilsàd͛iŶteƌŶalisatioŶàdeàl͛ápĠliŶe‘àiŶduitsàpaƌàl͛apĠliŶe-36 ou pE13F montrent 

Ƌueà leà Đoŵpleǆeà pEϭϯF/ápĠliŶe‘à s͛iŶteƌŶaliseà età està ƌapideŵeŶtà ƌeĐǇĐlĠà ăà laà ŵeŵďƌaŶeà ǀiaà uŶà

mécanisme dépendant de la voie de signalisation Rab4 (Lee et al., 2010).à áà l͛iŶǀeƌseà leà Đoŵpleǆeà

apéline-ϯϲ/ápĠliŶe‘à s͛iŶteƌŶaliseà età està diƌigĠà ǀeƌsà laà ǀoieà deà dĠgƌadation lysosomiale via un 

mécanisme dépendant de la voie de signalisation Rab7. Chacune de ces voies sont induites par le 

ƌeĐƌuteŵeŶtàdeàlaàβ-aƌƌestiŶeàϭàăàl͛ápĠliŶe‘àaǀeĐ,àtoutefois,àdesàdiffĠƌeŶĐesàdaŶsàl͛assoĐiatioŶàspatio-

temporelle (Lee et al., 2010). Ces différences confirment les études précédentes ayant montrées que 

l͛apĠliŶe-36 induisait une internalisation forte et durable alors que pE13F induisait une internalisation 

tƌaŶsitoiƌeàdeàl͛ápĠliŶe‘àaǀeĐàuŶàƌeĐǇĐlageàƌapideà(Masri et al., 2006). Ainsi, malgré leur affinité pour 

l͛ápĠliŶe‘àetàleuƌàpouǀoiƌàd͛aĐtiǀatioŶàpƌoĐhes,àilàeǆisteàdesàdiffĠƌeŶĐesàsuďtilesàeŶtre les trois formes 

aĐtiǀesàd͛apĠliŶeàƋuiàoŶtàdesàiŵpaĐtsàŵajeuƌsàsuƌàleuƌàpƌopƌiĠtĠsàphǇsiologiƋues. 

 

f) L’hĠtĠƌodiŵĠƌisatioŶ du ƌĠĐepteuƌ 

CoŵŵeàdeàŶoŵďƌeuǆà‘CPGs,àl͛ápĠliŶe‘àestàĐapaďleàdeàs͛hoŵodiŵĠƌiseƌàetàdeàs͛hĠtĠƌodiŵĠƌiseƌ.àEŶà

effet, il a été montré Ƌueàl͛ápĠliŶe‘àpouǀait,à in vitro, former des homodimères via des interactions 

entre les TM I, II, III et IV des récepteurs (Cai et al., 2017). Toujours in vitro, il a été montré que 

l͛ápĠliŶe‘àpouǀaitàfoƌŵeƌàdesàdiŵğƌesàaǀeĐàleàƌĠĐepteuƌàáTϭ,àdoŶtàlaàliaisoŶàdeàl͛apĠliŶeàeŶtƌaîŶaitàuŶeà

inhibition de la signalisation induite paƌàl͛áŶgàIIà(Chun et al., 2008; Sun et al., 2011; Siddiquee et al., 

2013).àIlàaàĠgaleŵeŶtàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueàl͛ápĠliŶe‘àĠtaitàĐapaďleàdeàfoƌŵeƌàdesàhĠtĠƌodiŵğƌesàaǀeĐàleà

ƌĠĐepteuƌàʃ-opioïde, entraînant une augmentation de la prolifération cellulaire via une augmentation 

deàl͛aĐtiǀitĠàdeàlaàPKCàetàuŶeàdiŵiŶutioŶàdeàĐelleàdeàlaàPKáà(Li et al., 2012). Enfin, il a été montré que 

l͛ápĠliŶe‘àfoƌŵaitàdesàhĠtĠƌodiŵğƌesàaǀeĐàleàƌĠĐepteuƌàdeàlaàďƌadǇkiŶiŶeàdeàtǇpeàϭ,àeŶtƌaîŶaŶtàuŶeà

augmentation deàlaàpƌolifĠƌatioŶàĐellulaiƌeàetàuŶeàphosphoƌǇlatioŶàdeàeNOsàǀiaàl͛aĐtiǀatioŶàdeàlaàǀoieà

de signalisation PKC Gq dépendante (Bai et al., 2014). 
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Chapitre 3 : le système apélinergique 

 

I) DistƌiďutioŶ de l’apĠliŶe et de soŶ ƌĠĐepteuƌ 

 

1) Dans le cerveau 

Différentes études ont montré soit par RT-PCR (Kawamata et al., 2001; Medhurst et al., 2003), soit par 

hybridation in-situ (Pope et al., 2012), soit par Northern Blot ;D.àK.àLeeàetàal.,àϮϬϬϬ;àO͛Caƌƌollàetàal.,à

2000) laà distƌiďutioŶàhĠtĠƌogğŶeàdesàá‘Nŵsàdeà laà pƌĠpƌoapĠliŶeàetàdeà l͛ápĠliŶe‘àdaŶsàdiffĠƌeŶtesà

stƌuĐtuƌesàĐĠƌĠďƌalesàhuŵaiŶesàetàdeàƌat.àáiŶsiàl͛oŶàƌetƌouǀeàĐesàá‘NŵàdaŶsàlesàstƌuĐtuƌesàolfaĐtiǀes,à

leàseptuŵ,àl͛hippoĐaŵpe,àl͛hǇpothalaŵusàetàlaàglaŶdeàpiŶĠale. 

La distribution des neurones apélinergiques dans le cerveau de rat a été observée en utilisant un 

anticorps polyclonal de haute affinité et de haute sélectivité pour K17F reconnaissant également 

l͛apĠliŶe-36 et pE13F (Reaux et al., 2001, 2002; De Mota et al., 2004). Les neurones apélinergiques 

sont retrouvés de façon abondante dans les structures impliquées dans le contrôle des sécrétions 

neuroendocrines, de la prise alimentaire, du comportement dipsique et du contrôle de la pression 

artérielle comme la medulla oblongata. 

Les corps cellulaires de ces neurones sont particulièrement présents dans le SON, la partie 

magnocellulaire du PVN, le noyau arqué, le noyau ambigu et le noyau réticulé latéral. Inversement, les 

fiďƌesà Ŷeƌǀeusesà età lesà teƌŵiŶaisoŶsà ŶeuƌoŶalesà iŵŵuŶoƌĠaĐtiǀesà ăà l͛apĠliŶeà soŶtà laƌgeŵeŶtà

distƌiďuĠesà daŶsà leà thalaŵus,à l͛hǇpothalaŵus,à età l͛ĠŵiŶeŶĐeà ŵĠdiaŶeà deà l͛hǇpophyse postérieure 

(Brailoiu et al., 2002; Reaux et al., 2002). Ces localisations suggèrent que, comme pour les neurones 

magnocellulaires vasopressinergiques et ocytocinergiques, les neurones apélinergiques du SON et du 

PVNà pƌojetteŶtà daŶsà l͛hǇpophǇseà postĠƌieuƌe,à suggĠƌaŶtà uŶeà ĐoloĐalisatioŶà apĠliŶe/áVPà ouà

apéline/ocytocine. Cette hypothèse a été vérifiée en utilisant un double marquage immunofluorescent 

ƋuiàaàpeƌŵisàdeàdĠŵoŶtƌeƌàƋueàl͛apéline était co-loĐalisĠeàaǀeĐàl͛áVPà(De Mota et al., 2004; Reaux-Le 

Goazigo et al., 2004) età l͛oĐǇtoĐiŶeà (Brailoiu et al., 2002; Bodineau et al., 2011) dans les neurones 

ŵagŶoĐellulaiƌes.à Lesà Đoƌpsà Đellulaiƌesà età lesà fiďƌesà Ŷeƌǀeusesà iŵŵuŶoƌĠaĐtiǀesà ăà l͛apĠliŶeà oŶtà ĠtĠà

identifiés le long de la lamina terminalis, localisée le long du 3ème ventricule et contenant le SFO, dans 

l͛OVLTàetàdaŶsàleàŶoǇauàpƌĠoptiƋue médian. Ces structures cérébrales sont impliquées dans le contrôle 

du comportement dipsique (Buggy et al., 1977; Johnson et al., 1996; Bodineau et al., 2010). Le SFO et 

l͛OVLT présentent des capillaires fenêtrés permettant des échanges entre la périphérie et le système 

nerveux central. Ces organes constituent donc un lien entre les évènements périphériques, comme 
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une déshydratation sévère ou une hypovolémie, et les réponses adaptatives cérébrales comme la prise 

deàďoissoŶàouàlaàsĠĐƌĠtioŶàd͛áVP. 

Chezàleàƌat,àl͛ápĠliŶe‘àestàĠgaleŵeŶtàlaƌgeŵeŶtàeǆpƌiŵĠàdaŶsàleàsǇstğŵeàŶeƌǀeuǆàĐeŶtƌal.àEŶàeffet,àilàaà

ĠtĠàŵoŶtƌĠàpaƌàdesàeǆpĠƌieŶĐesàd͛hǇďƌidatioŶà in situ Ƌueàl͛á‘Nŵàdeàl͛ápĠliŶe‘àĠtait localisé dans le 

Đoƌteǆàpiƌifoƌŵe,àdaŶsàleàĐoƌteǆàeŶthoƌiŶal,àdaŶsàl͛hippoĐaŵpe,àdaŶsàlaàpaƌsàĐoŵpaĐtaàdeàlaàsuďstaŶĐeà

Ŷoiƌe,à daŶsà leà ŶoǇauà doƌsalà duà ƌaphĠà età daŶsà leà loĐusà Đœƌelusà ĐoŶteŶaŶtà lesà Đoƌpsà Đellulaiƌesà desà

neurones monoaminergiques ;DeàMotaàetàal.,àϮϬϬϬ;àD.àK.àLeeàetàal.,àϮϬϬϬ;àO͛Caƌƌollàetàal.,àϮϬϬϬͿ. Les 

Ŷiǀeauǆà d͛eǆpƌessioŶà deà l͛á‘Nŵà deà l͛ápĠliŶe‘à soŶtà ĠgaleŵeŶtà ĠleǀĠs dans les noyaux 

hypothalamiques, comme le SON et le PVN, dans le noyau arqué, dans la glande pinéale ainsi que dans 

l͛hǇpophǇseàauàŶiǀeauàdeàsesàloďesàaŶtĠƌieuƌàetàiŶteƌŵĠdiaiƌeà(De Mota et al., 2000) (Figure 31).  

Ilà aà ĠtĠà ŵoŶtƌĠà paƌà desà eǆpĠƌieŶĐesà deà douďleà ŵaƌƋuageà ĐoŵďiŶaŶtà l͛hǇďƌidatioŶà in situ et 

l͛iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐeà Ƌueà l͛á‘Nŵà deà l͛ápĠliŶe‘à està eǆpƌiŵĠà paƌà lesà ŶeuƌoŶesà ŵagŶoĐellulaiƌesà

ǀasopƌessiŶeƌgiƋuesàduà“ONàetàduàPVN.àCesàŶeuƌoŶesàeǆpƌiŵeŶtàĠgaleŵeŶtàlesàƌĠĐepteuƌsàdeàl͛áVPàdeà

type 1a (V1a) et 1b (V1b) ;HuƌďiŶàetàal.,àϭϵϵϴ;à‘eauǆàetàal.,àϮϬϬϭ;àO͛CaƌƌollàaŶdàLolait,àϮϬϬϯͿ alors que 

l͛á‘NŵàduàƌĠĐepteuƌàdeà l͛áVPàdeà tǇpeàϮà ;VϮͿàestàabsent (Hurbin et al., 1998). Cette expression de 

l͛ápĠliŶe‘àetàdesàƌĠĐepteuƌsàVϭaàdaŶsàlesàŶeuƌoŶesàŵagŶoĐellulaiƌesàǀasopƌessiŶeƌgiƋuesàsuggğƌeàuŶeà

ƌĠgulatioŶàautoĐƌiŶeàdiƌeĐteàdeàĐesàŶeuƌoŶesàpaƌàl͛apĠliŶeàetàl͛áVP. 
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Figure 31 : Distribution de l'apéline et de son récepteur dans le cerveau de rat (Flahault et al,. 2017). 

A :àDistƌiďutioŶàŶeuƌoaŶatoŵiƋueàdesàĐoƌpsàĐellulaiƌesàetàdesàfiďƌesàŶeƌǀeusesàiŵŵuŶoƌĠaĐtifsàăàl͛apĠliŶeàsuƌàuŶeàĐoupeà
parasagittale de cerveau de rat. Les corps cellulaires sont représentés sous forme de points et les fibres nerveuses sont 

représentées sous forme de lignes. 

B :àFilŵsàƌadiogƌaphiƋuesàdeàlaàdistƌiďutioŶàdesàá‘Nàŵessageƌsàdeàl͛ápĠliŶe‘àdaŶsàleàĐeƌǀeauàdeàƌat.àIlàs͛agitàdeàĐoupesà
frontales antéropostérieures partant du bregma de cerveau de rat. 

Abbréviations : Acb, noyau accuben ; Amb, noyau ambigu ; Amy, amygdale ;àáL,àloďeàaŶtĠƌieuƌàdeàl͛hǇpophǇse ; AP, area 

postrema ; Arc, noyau arqué ; BST, noyaux de la couche de la strie terminale ; C, cérébellum ; CC, corps calleux ; Cput, 

caudate putamen ; Cx, cortex cérébral ; DBB, bande diagonale de Broca ;àDMH,àŶoǇauàdoƌsoŵĠdiaŶàdeàl͛hǇpothalaŵus ; 
DR, noyau raphé dorsal ; DTg, noyau dorsal tegmentale ; ENT, cortex entorhinal ; HIP, hippocampe ; Hpt, hypothalamus ; 

IL,à loďeà iŶteƌŵĠdiaƌeà deà l͛hǇpophǇse ;à LC,à loĐusà Đœƌelus ; LPO, aire latérale préoptique ; LRN, hypophyse latérale 

réticulée ; ME, éminence médiane ; MPO, noyau médian préoptique ;àNL,àloďeàŶeuƌalàdeàl͛hǇpophǇse ; NLOT, noyau du 

tractus olfactif latéral ; NST, noyau du tractus solitaire ; OB, bulbe olfactif ; OVLT, organe vasculaire de la lamina 

terminalis ; PAG, substance grise périarquéductale ; PBN, noyau parabrachial ; PIN, glande pinéale ; PIR, cortex 

piriforme ; PVA noyau paraventiculaire du thalamus ; PVN,à ŶoǇauà paƌaǀeŶtiĐulaiƌeà deà l͛hǇpothalaŵus ; Re, noyaux 

réuniens du thalamus ; SCN, noyau suprachiasmatique ; SFO, organe subfornical ; SN, substance noire ; SNc, pars 

compacta de la substance noire ; SON, noyau supraotpique ; SP5, noyau spinal du nerf trijumeaux ; S, septum ; Th, 

thalamus ; VMH, noyauàǀeŶtƌoŵĠdiaŶàdeàl͛hǇpothalaŵ
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2) Dans le rein 

Des études ont montré par RT-PC‘àƋueàlesàá‘NŵàĐodaŶtàpouƌàlaàpƌĠpƌoapĠliŶeàetàl͛ápĠliŶe‘àĠtaieŶtà

exprimés dans le rein humain et de rat ;Medhuƌstà età al.,à ϮϬϬϯ;à O͛Caƌƌollà età al.,à ϮϬϬϬͿ. Par des 

eǆpĠƌieŶĐesàd͛hǇďƌidatioŶàin situ  effectuées chez le rat, il a été moŶtƌĠàƋueàl͛á‘Nŵàdeàl͛ápĠliŶe‘àĠtaità

exprimé par les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses des artérioles glomérulaires 

(Hus-Citharel et al., 2008).à DaŶsà leà ƌeiŶ,à laà plusà gƌaŶdeà ĐoŶĐeŶtƌatioŶà d͛á‘Nŵà deà l͛ápĠliŶe‘à està

oďseƌǀĠeàdaŶsà leàgloŵĠƌule.à L͛ápĠlineR est également exprimé dans le canal collecteur suivant un 

gradient croissant avec une faible expression dans le canal collecteur cortical, une expression modérée 

dans le canal collecteur de la médullaire externe et une expression plus élevée dans le canal collecteur 

de la médullaire interne (Hus-Citharel et al., 2008).àIlàestàiŶtĠƌessaŶtàdeàĐoŶstateƌàƋueàl͛ápĠliŶe‘àauà

niveau du canal collecteur est coexprimé avec le récepteur V2 (Ostrowski et al., 1992).  

 

3) DaŶs le Đœuƌ et les aƌtğƌes 

IlàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueàlesàá‘NŵàdeàlaàpƌĠpƌoapĠliŶeàetàduàƌĠĐepteuƌàdeàl͛apĠliŶeàsoŶtàlaƌgeŵeŶtàpƌĠseŶtsà

daŶsàleàsǇstğŵeàĐaƌdioǀasĐulaiƌe,àƋueàĐeàsoitàĐhezàleàƌatàouàĐhezàl͛Homme. 

En effet, les ARNms de la préproapéline etàdeàl͛ápĠliŶe‘àoŶtàĠtĠàdĠteĐtĠsàdaŶsàlesàĐellulesàeŶdothĠlialesà

ǀasĐulaiƌesàĐaƌdiaƋuesàdeàƌat.àLesàŶiǀeauǆàd͛eǆpƌessioŶàdeàĐesàá‘NŵàdaŶsàleàĐœuƌàfoŶtàpaƌtieàdesàplusà

ĠleǀĠsàdeàl͛oƌgaŶisŵeàetàsoŶtàsiŵilaiƌesàăàĐeuǆàƌetƌouǀĠsàdaŶsàleàƌeiŶàetàleàpouŵoŶà(Habata et al., 1999; 

HosoǇaàetàal.,àϮϬϬϬ;àO͛Caƌƌollàetàal.,àϮϬϬϬͿ. 

Chezà l͛Hoŵŵe,à ilà aà ĠgaleŵeŶtà ĠtĠà dĠŵoŶtƌĠà l͛eǆpƌessioŶà desà á‘Nŵà deà laà pƌĠpƌoapĠliŶeà età deà

l͛ápĠliŶe‘à daŶsà leà Đœuƌà (Medhurst et al., 2003).à Paƌà desà eǆpĠƌieŶĐesà d͛iŵŵuŶohistoĐhiŵie,à

l͛eǆpƌessioŶàdeàl͛apĠliŶeàaàĠtĠàdĠteĐtĠeàauàŶiǀeauàdesàĐellulesàeŶdothĠliales vasculaires (notamment 

daŶsà l͛aƌtğƌeàŵaŵŵaiƌeà iŶteƌŶeàgauĐhe,à l͛aƌtğƌeàĐoƌoŶaiƌe ou la veine saphène) ainsi que dans les 

ǀaisseauǆàsaŶguiŶsàduàpouŵoŶ,àduàƌeiŶàetàdeàlaàglaŶdeàsuƌƌĠŶale.àL͛ápĠliŶe‘àest,àƋuaŶtàăàlui,àeǆpƌiŵĠà

daŶsàlesàĐellulesàĠpithĠlialesàdeàl͛eŶdoĐaƌde,àdaŶsàlesàĐaƌdioŵǇoĐǇtesàetàdaŶsàlesàĐellulesàŵusĐulaiƌesà

lisses (Kleinz and Davenport, 2004; Kleinz et al., 2005). 
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II) Rôle daŶs le ŵaiŶtieŶ de l’ĠƋuiliďƌe hǇdƌiƋue 

 

1) Effets ĐeŶtƌauǆ de l’apĠliŶe suƌ l’aĐtiǀitĠ des ŶeuƌoŶes à AVP, suƌ la sĠĐƌĠtioŶ d’AVP 

et sur la diurèse 

L͛áVPàestàĠgaleŵeŶtàĐoŶŶueàsousàleàŶoŵàd͛hoƌŵoŶeàaŶtidiuƌĠtiƋueàetàpossğde,àeŶàplus de son effet 

sur la diurèse, un effet vasoconstricteur. Au sein des neurones magnocellulaires vasopressinergiques, 

l͛áVPà està seĐƌĠtĠeà deà laà ŶeuƌohǇpophǇseà daŶsà laà ĐiƌĐulatioŶà saŶguiŶeà ǀiaà lesà Đapillaiƌesà feŶġtƌĠsà

présents dans cette structure. Cette sécrĠtioŶà s͛effeĐtueàeŶà ƌĠpoŶseàauǆà ǀaƌiatioŶsàdeà l͛osŵolalitĠà

plasmatique et de la volémie (Manning et al., 1977; Brownstein et al., 1980) ouàeŶĐoƌeàsousàl͛iŶflueŶĐeà

de neurohormones comme les peptides angiotensinergiques ou natriurétiques (Zini et al., 1996; 

Gouzènes et al., 1998). Comme décrit plus haut, au sein des neurones magnocellulaires 

ǀasopƌessiŶeƌgiƋues,àl͛áVP,àlesàƌĠĐepteuƌsàVϭa,àl͛apĠliŶeàetàl͛ápĠliŶe‘àĐoloĐaliseŶtà(Reaux et al., 2001; 

O͛Caƌƌollà aŶdà Lolait,à ϮϬϬϯͿ, suggérant une interaction entre apéline etàáVP.à L͛apĠliŶeàagiƌaità suƌà laà

sĠĐƌĠtioŶàd͛áVPàetàĐeà iŶdĠpeŶdaŵŵeŶtàduàƌĠtƌoĐoŶtƌƀleàƋu͛effeĐtueà l͛áVPàsuƌàsaàpƌopƌeàsĠĐƌĠtioŶà

(Gouzènes et al., 1998; Ludwig, 1998).  

Afin de vérifier cette hypothèse, des études ont été menées dans deux modèles animaux : la rate 

lactante et la souris déshydratée. Dans le modèle de la rate lactante, les animaux présentent une 

hyperactivité des neurones magnocellulaires qui sécrètent des tauǆàĠleǀĠsàd͛áVPàafiŶàdeàĐoŶseƌǀeƌà

l͛eauàdeàl͛oƌgaŶisŵeàpouƌàpeƌŵettƌeàuŶeàpƌoduĐtioŶàoptiŵaleàdeàlaitàŵateƌŶelà (Poulain et al., 1977; 

Gimpl and Fahrenholz, 2001).àL͛iŶjeĐtioŶàpaƌàǀoieài.Đ.ǀàdeàKϭϳFàĐhezàĐesàƌattesàaàpeƌŵisàdeàŵoŶtƌeƌàuŶeà

iŶhiďitioŶà deà l͛aĐtiǀitĠà ĠleĐtƌiƋueà phasiƋueà desà ŶeuƌoŶesà ǀasopƌessiŶeƌgiƋues,à uŶeà ƌĠduĐtioŶà deà laà

liďĠƌatioŶàd͛áVPàdaŶsàlaàĐiƌĐulatioŶàsaŶguiŶeàetàuŶeàaugŵeŶtatioŶ de la diurèse aqueuse (De Mota et 

al., 2004). Dans le modèle des souris déshydratées pendant 24 à 48h, il est observé une augmentation 

deà l͛aĐtiǀitĠà desà ŶeuƌoŶesà ǀasopƌessiŶeƌgiƋuesà età uŶeà diŵiŶutioŶà deà laà sĠĐƌĠtioŶà d͛áVPà daŶsà laà

circulation sanguine (Hogarty et al., 1992; Kadekaro et al., 1992).àL͛iŶjeĐtioŶàpaƌàǀoieài.Đ.ǀàdeàKϭϳFàĐhezà

ces souris a montré une diminution sigŶifiĐatiǀeàdeàlaàliďĠƌatioŶàsǇstĠŵiƋueàd͛áVPà(Reaux-Le Goazigo 

et al., 2004).à Cesà Ġtudesà suggğƌeŶtà Ƌueà l͛apĠliŶeà pouƌƌait être sécrétée des corps cellulaires des 

neurones du SON et du PVN puis se lierait sur les ApélineRs exprimés à la surface de ces neurones 

entraînant, de façon autocrine, uŶeàiŶhiďitioŶàdeàleuƌàaĐtiǀitĠàetàuŶeàiŶhiďitioŶàdeàlaàsĠĐƌĠtioŶàd͛áVP.à

L͛apĠliŶe agirait donc ĐoŵŵeàuŶàiŶhiďiteuƌàŶatuƌelàdeàl͛effetàaŶtidiuƌĠtiƋueàdeàl͛áVP (Figure 32). 
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Figure 32 : áĐtioŶàĐeŶtƌaleàdeàl͛apĠliŶeàsuƌàl͛aĐtiǀitĠàdesàŶeuƌoŶesàăàǀasopƌessiŶe (Flahault et al., 

2017). 

L͛apĠliŶeàetàl͛ápĠliŶe‘àsoŶtàĐo-localisés dans les neurones magnocellulaires vasopressinergiques du PVN et du 

“ONàaǀeĐàl͛áVPàetàleàƌĠĐepteuƌàăàlaàǀasopƌessiŶeàdeàtǇpeàϭà;Vϭ‘Ϳ.àChezàlaàƌatteàlaĐtaŶte,àl͛iŶjeĐtioŶài.Đ.ǀàdeàKϭϳFà
iŶhiďeàl͛aĐtiǀitĠàĠleĐtƌiƋueàphasiƋueàdesàŶeuƌoŶesàăàáVPàeŶtƌaîŶaŶtàuŶeàdiŵiŶutioŶàdeàlaàliďĠƌatioŶàd͛áVPàdaŶsà
la circulation sanguine et une augmentation de la diurèse. Les images de microscopie confocale illustre la 

distƌiďutioŶàdeà l͛apĠliŶeà età deà l͛áVPàdaŶsà lesà Đoƌpsà Đellulaiƌesà duàPVN. Une forte co-loĐalisatioŶà deà l͛apĠliŶeà
;ƌougeͿàetàdeàl͛áVPà;ǀeƌtͿàaàĠtĠàdĠtĠĐtĠeàdaŶsàlesàneurones magnocellulaires à AVP. 

 

2) Effets de l’apĠliŶe et de l’AVP suƌ le ŵaiŶtieŶ de l’ĠƋuiliďƌe hǇdƌiƋue au Ŷiǀeau du 

rein 

EŶàplusàdeàsoŶàaĐtioŶàĐeŶtƌaleàsuƌà laàƌĠgulatioŶàdeàl͛ĠƋuiliďƌeàhǇdƌiƋue,à l͛apĠliŶeàpouƌƌaitàaǀoiƌàuŶeà

aĐtioŶàƌĠŶaleàdiƌeĐteàsuƌàlaàdiuƌğse.àEŶàeffet,àilàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueàl͛á‘Nŵàdeàl͛ápĠliŶe‘àhuŵaiŶàĠtaità

exprimé dans le glomérule et le long du néphron et Đeluiàdeàl͛apĠliŶeàaàĠtĠàƌetƌouǀĠàleàloŶgàdesàĐaŶauǆà

collecteurs (De Falco et al., 2002; Hus-Citharel et al., 2008). Or les récepteurs V2 sont exprimés le long 

des canaux collecteurs. ChezàlaàƌatteàlaĐtaŶteàaŶesthĠsiĠe,àl͛iŶjeĐtioŶàpaƌàǀoieài.ǀàdeàdosesàĐƌoissaŶtes 

de K17F induit une augmentation dose-dépendante de la diurèse suggérant une action directe de 

l͛apĠliŶeàsuƌàlesàĐaŶauǆàĐolleĐteuƌsàoùàestàoďseƌǀĠeàl͛aĐtioŶàaŶtidiuƌĠtiƋueàde l͛áVPàǀiaàlesàƌĠĐepteuƌsà

V2 (Hus-Citharel et al., 2008). Au niveau des artérioles glomérulaires isolées,àilàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋu͛uŶeà

foisàpƌĠĐoŶtƌaĐtĠesàpaƌàl͛áŶgàII,à l͛application de K17F induit une vasodilatation de ces artérioles. Ce 

mécanisme a été démontré comme étant dépendant de la production de NO puisque la vasodilatation 

Ŷ͛estàplusàoďseƌǀĠeàloƌsàdeàlaàĐo-application de K17F avec un inhibiteur de NO synthase ou lorsque les 
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artérioles sont désendothélisées (Hus-Citharel et al., 2008).àáiŶsi,àl͛effetàǀasodilatateuƌàdeàl͛apĠliŶeàestà

direĐteŵeŶtà liĠà ăà l͛iŶhiďitioŶà deà laà pƌoduĐtioŶà deà ĐalĐiuŵà iŶduiteà paƌà l͛áŶgà IIà ǀiaà l͛aĐtiǀatioŶà deà laà

pƌotĠiŶeàGαi ĐouplĠeàăàl͛ápĠliŶe‘.àáiŶsiàl͛apĠliŶeàaugŵeŶteàleàfluǆàsaŶguiŶàƌĠŶalàǀiaàuŶeàaĐtioŶàdiƌeĐteà

suƌàl͛ápĠliŶe‘àsituĠàsuƌàl͛eŶdothĠliuŵàdesàaƌtĠƌioles glomérulaires, contribuant ainsi à augmenter la 

diurèse. 

L͛áVP,à eŶà stiŵulaŶtà leà ƌĠĐepteuƌà VϮà daŶsà lesà ĐaŶauǆà ĐolleĐteuƌs,à iŶduità uŶeà augŵeŶtatioŶà deà laà

pƌoduĐtioŶàd͛áMPĐàetàuŶeàaĐtiǀatioŶàdeàlaàPKáàƋuiàphosphoƌǇleàlesàaƋuapoƌiŶesàdeàtǇpeàϮà;áQPϮͿ.àUŶeà

foisà phosphoƌǇlĠes,à lesàáQPϮà s͛iŶsğƌeŶtà ăà laàŵeŵďƌaŶeàapiĐaleàdesà ĐellulesàpƌiŶĐipalesà desà ĐaŶauǆà

ĐolleĐteuƌs,àeŶtƌaîŶaŶtàuŶeàƌĠaďsoƌptioŶàd͛eau,àuŶeàdiŵiŶutioŶàdeàlaàdiuƌğseàaiŶsiàƋu͛uŶeàdiŵiŶutioŶà

deà l͛osŵolalitĠà plasŵatiƋueà (Nielsen et al., 1995; Sands et al., 1997).à L͛eǆpƌessioŶà deà l͛á‘Nŵà deà

l͛ápĠliŶe‘àleàloŶgàduàĐaŶalàĐolleĐteuƌàsuggğƌeàƋueàl͛apĠliŶeàpouƌƌaitàaǀoiƌàuŶeàaĐtioŶàaƋuaƌĠtiƋueàeŶà

agissant directement sur cette partie du néphron. Afin de vérifier cette hypothèse, il a été montré que 

l͛appliĐatioŶàdeàKϭϳFàsuƌàlesàĐaŶauǆàĐolleĐteuƌsàŵédullaires entraînait une inhibition de la production 

d͛áMPĐàiŶduiteàpaƌàlaàdDáVP,àuŶàagoŶisteàspĠĐifiƋueàetàsĠleĐtifàduàƌĠĐepteuƌàVϮ,àetàuŶeàdiŵiŶutioŶàdeà

la mobilisation du calcium intracellulaire induite par la dDAVP (Hus-Citharel et al., 2014). De plus, il a 

ĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueàl͛iŶjeĐtioŶàpaƌàǀoieài.ǀàdeàdosesàĐƌoissaŶtesàdeàKϭϳFàĐhezàlaàƌatteàlaĐtaŶteàeŶtƌaînait 

uŶeàaugŵeŶtatioŶàdeàlaàdiuƌğseàetàuŶeàdiŵiŶutioŶàdeàl͛osŵolalité urinaire de façon dose-dépendante 

saŶsàfaiƌeàǀaƌieƌàlaàkaliuƌğseàetàlaàŶatƌiuƌğse.àUŶeàdiŵiŶutioŶàdeàl͛eǆpƌessioŶàdesàáQPϮàăàlaàŵeŵďƌaŶeà

apicale est observée après injection par voie i.v de K17F chez la ratte lactante selon un gradient 

desĐeŶdaŶtà duà Đoƌteǆà jusƋu͛ăà laàŵĠdullaiƌeà (Hus-Citharel et al., 2014). Cette étude montre que la 

diurèse induite par K17F est liée à une action directe sur le canal collecteur. Enfin, il a été montré que 

l͛iŶjeĐtioŶàpaƌàǀoieài.ǀàl͛apĠliŶeàϭϯà;ĐoƌƌespoŶdaŶtàăàlaàfoƌŵeàŶoŶàpǇƌoglutaŵǇlĠeàdeàpEϭϯFͿàĐhezàleàƌat 

Sprague-Dawley mâle entraînait une augmentation de la diurèse (Murza et al., 2016).  

áiŶsi,àl͛apĠliŶeàeǆeƌĐeàuŶeàaĐtioŶàdiuƌĠtiƋueàdeàdeuǆàfaçoŶs.àToutàd͛aďoƌd,àelleàiŶhiďeàauàŶiǀeauàĐeŶtƌalà

laàliďĠƌatioŶàd͛áVPàdaŶsàlaàĐiƌĐulatioŶàsaŶguiŶe.àEŶsuite,àelleàagitàdiƌeĐteŵeŶtàauàŶiǀeauàduàƌeiŶàoùàelleà

augmente le flux sanguin rénal en agissaŶtàsuƌà lesàaƌtĠƌiolesàgloŵĠƌulaiƌesàetàelleàs͛opposeàăà l͛effetà

aŶtidiuƌĠtiƋueàdeà l͛áVPàauàŶiǀeauàduàĐaŶalàĐolleĐteuƌ.àáiŶsi,à l͛apĠliŶeàetà l͛áVPàpossğdeŶtàdesàeffetsà

opposĠsàetàĐoŶtƌiďueŶtàauàĐoŶtƌƀleàdeàl͛osŵolalitĠàplasŵatiƋueàeŶàƌĠgulaŶtàlaàƌĠaďsoƌptioŶàd͛eauàpaƌà

le rein (Figure 33). 
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Figure 33 : ‘epƌĠseŶtatioŶàdesàǀoiesàdeàsigŶalisatioŶàaĐtiǀĠesàpaƌàl͛apĠliŶeàetàl͛áVPàdaŶsàlesàĐellulesà
principales des canaux collecteurs (Flahault et al., 2017). 

Dans les cellules principales des canaux ĐolleĐteuƌs,à l͛áVPà seà lieà auà ƌĠĐepteuƌà VϮ,à situĠà ăà laà ŵeŵďƌaŶeà
ďasolatĠƌale,à Ƌuià aĐtiǀeà l͛adĠŶǇlateà ĐǇĐlaseà ;áCͿà ǀiaà soŶà Đouplageà ăà laà pƌotĠiŶeà Gs et conduisant à une 

augŵeŶtatioŶàdeàlaàpƌoduĐtioŶàd͛áMPĐ.àCeĐiàpƌoǀoƋueàuŶeàaugŵeŶtatioŶàdeàl͛aĐtiǀitĠàdeàlaàprotéine kinase A 

(PKA) induisant une insertion des aquaporines 2 (AQP2) à la membrane apicale. Les AQP2, à la membrane apicale, 

etàlesàáQPϯàetàáQPϰ,àăàlaàŵeŵďƌaŶeàďasolatĠƌale,àpeƌŵetteŶtàuŶeàƌĠaďsoƌptioŶàd͛eauàĐoŶduisaŶtàsiŵultaŶĠŵeŶtà
à une diminution de la diurèse et une augmentation de la concentration des urines. 

áà l͛iŶǀeƌse,à laà liaisoŶàdeà l͛apĠliŶeàăà l͛ápĠliŶe‘à iŶduitàuŶeà iŶhiďitioŶàdeà l͛áCàǀiaà leà Đouplageàduà ƌĠĐepteuƌàăà laà
protéine Gi ĐoŶduitsaŶtàăàuŶeàdiŵiŶutioŶàdeàlaàpƌoduĐtioŶàd͛áMPĐàaiŶsiàƋueàdeàl͛aĐtiǀitĠàdeàlaàPKá.àIlàeŶàƌĠsulteà
uŶeàdiŵiŶutioŶàdeàl͛iŶseƌtioŶàdesàáQPϮàăàlaàŵeŵďƌaŶeàapiĐale,àeŶtƌaîŶaŶtàuŶeàdiŵiŶutioŶàdeàlaàƌĠaďsoƌptioŶàdeà
l͛eauàĐoŶduisaŶtàăàuŶeàaugŵeŶtatioŶàdeàlaàdiuƌğseàetàuŶeàdiŵiŶutioŶàdeàlaàĐoŶĐeŶtƌatioŶàdesàuƌiŶes.à 
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3) RĠgulatioŶ opposĠe de l’apĠliŶe et de l’AVP loƌs de la dĠshǇdƌatatioŶ 

CoŵŵeàdĠĐƌitàplusàhaut,àl͛apĠliŶeàetàl͛áVPàsoŶtàĐoloĐalisĠes dans les neurones magnocellulaires et ont 

des actions opposées sur la diurèse. Il était donc important de savoir comment ces deux peptides sont 

ƌĠgulĠsà pouƌàŵaiŶteŶiƌà l͛ĠƋuiliďƌeà hǇdƌiƋueà deà l͛oƌgaŶisŵe.à áfiŶà deà ƌĠpoŶdƌeà ăà Đetteà ƋuestioŶ,à laà

régulation de la synthèse et de la liďĠƌatioŶàd͛apĠliŶeàetàd͛áVPàa été étudiée lors de la déshydratation 

Đhezàleàƌat.àPuis,àuŶeàĠtudeàeffeĐtuĠeàĐhezàl͛homme a cherché à déterminer les niveaux plasmatiques 

d͛apĠliŶeàetàd͛áVPàsuiǀaŶtàl͛Ġtatàd͛hǇdƌatatioŶàdesàǀoloŶtaiƌes. 

 

a) Effets de la déshydratation chez le rat 

Il a été montré chez le ƌatàƋueàsuiteàăàlaàdĠshǇdƌatatioŶ,àl͛áVPàestàsĠĐƌĠtĠeàdaŶsàlaàĐiƌĐulatioŶàsaŶguiŶeà

plusà ƌapideŵeŶtà Ƌu͛elleà Ŷ͛està sǇŶthĠtisĠe,à eŶtƌaîŶaŶtà uŶeà dĠplĠtioŶà desà stoĐksà d͛áVPà daŶsà lesà

neurones magnocellulaires (Zingg et al., 1986). Parallèlement, la déshydratation entraîne une 

diŵiŶutioŶàdesàtauǆàplasŵatiƋuesàd͛apĠliŶeàetàuŶeàaugŵeŶtatioŶàduàĐoŶteŶuàŶeuƌoŶalàeŶàapĠliŶeàdaŶsà

les neurones magnocellulaires vasopressinergiques (De Mota et al., 2004; Reaux-Le Goazigo et al., 

2004).àáiŶsi,à suiteàăà laàdĠshǇdƌatatioŶ,à l͛apĠliŶeàs͛aĐĐuŵuleàdaŶsà lesàŶeuƌoŶesàăàáVPàauà lieuàd͛ġtƌeà

sĠĐƌĠtĠe.àIlàaàĠgaleŵeŶtàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueàl͛iŶjeĐtioŶàpaƌàǀoieài.Đ.ǀàd͛áVPàĐhezàdesàƌatsàaǇaŶtàuŶàaccès 

liďƌeàăà l͛eauàpeƌŵettaitàdeàƌetƌouǀeƌàdesàĐoŶĐeŶtƌatioŶsàŶeuƌoŶalesàd͛apĠliŶeàĠƋuiǀaleŶtesàăàĐellesà

observées loƌsàdeà laàdĠshǇdƌatatioŶ.àáà l͛iŶǀeƌse,à ilàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋue, suite à la déshydratation et à 

l͛iŶjeĐtioŶàpaƌàǀoieài.Đ.ǀàd͛uŶàaŶtagoŶisteàdesàƌĠĐepteuƌsàVϭ,àlesàĐoŶĐeŶtƌatioŶsàŶeuƌoŶalesàd͛apĠliŶeà

étaient réduites (Reaux-Le Goazigo et al., 2004). Ces études prouveŶtà doŶĐà Ƌueà l͛apĠliŶeà età l͛áVPà

exercent des actions opposées lors de la déshydratation (Zingg et al., 1986; De Mota et al., 2004). Elles 

ŵoŶtƌeŶtàaussiàƋueàl͛áVPàetàl͛apĠliŶeàsoŶtàsĠĐƌĠtĠes séparément par les neurones magnocellulaires 

vasopressinergiques du SON et du PVN qui les produisent dans des compartiments distincts, 

confirmant la présence des deux peptides dans les expériences de colocalisation (De Mota et al., 2004; 

Reaux-Le Goazigo et al., 2004). 

áiŶsi,àlaàƌĠgulatioŶàĐƌoisĠeàdeàl͛apĠliŶeàetàdeàl͛áVPàsuiǀant un stimulus osmotique répond à un objectif 

physiologique :àpeƌŵettƌeàleàŵaiŶtieŶàdeàl͛ĠƋuiliďƌeàhǇdƌiƋueàdeàl͛oƌgaŶisŵeàeŶàpƌĠǀeŶaŶtàl͛eǆĐƌĠtioŶà

d͛eauàauàŶiǀeauàduàƌeiŶàloƌsàdeàlaàdĠshǇdƌatatioŶ.à 
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b) Effets de la dĠshǇdƌatatioŶ Đhez l’hoŵŵe 

La régulation ĐƌoisĠeàdeàl͛apĠliŶeàetàdeàl͛áVPàaàĠtĠàĠtudiĠeàĐhezàdesàhoŵŵes,àǀoloŶtaiƌesàsaiŶs,àeŶà

ĐoŵpaƌaŶtàlesàtauǆàplasŵatiƋuesàd͛apĠliŶeàetàd͛áVP.àPouƌàĐeàfaiƌeàlesàĠĐhaŶtilloŶsàdeàplasŵaàoŶtàĠtĠà

ƌeĐueillisàsoitàϮhàapƌğsàl͛iŶjeĐtioŶàd͛uŶeàsolutioŶàsaliŶeàhǇpeƌtoŶique entraînant une augmentation de 

l͛osŵolalitĠà plasŵatiƋue,à soità ϯϬà ŵiŶà apƌğsà uŶeà pƌiseà oƌaleà d͛eauà eŶtƌaîŶaŶtà uŶeà diŵiŶutioŶà deà

l͛osŵolalitĠàplasŵatiƋueà(Azizi et al., 2008).  

IlàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueàl͛augŵeŶtatioŶàdeàl͛osŵolalitĠàplasŵatiƋueàĐoïŶĐidaitàaǀeĐàuŶeàaugŵeŶtatioŶàdesà

ŶiǀeauǆàplasŵatiƋuesàd͛áVPàpaƌallğleŵeŶtàăàuŶeàďaisseàdesàtauǆàd͛apĠliŶe.àáàl͛iŶǀeƌse,àlaàdiŵiŶutioŶà

deà l͛osŵolalitĠàplasŵatiƋueàĐoïŶĐidaitàaǀeĐàuŶeàdiŵiŶutioŶàdesàŶiǀeauǆàplasŵatiƋuesàd͛áVPàetàuŶeà

augŵeŶtatioŶàdesàŶiǀeauǆàplasŵatiƋuesàd͛apĠliŶeà(Azizi et al., 2008). 

Cette étude montre donc que l͛osŵolalitĠàplasŵatiƋueàestàuŶàƌĠgulateuƌàphǇsiologiƋueàŵajeuƌàdesà

taux plasmatiques d͛áVPàetàd͛apĠliŶeàĐhezàl͛hoŵŵe.àDeàplus,àlaàƌelatioŶàĐƌoisĠeàeŶtƌeàlaàƌĠgulatioŶàdeà

l͛apĠliŶeàetàdeàl͛áVPàoďseƌǀĠeàĐhezàl͛hoŵŵeàĐoŶfiƌŵeàlesàƌĠsultatsàdesàĠtudesàsuƌàlaàdéshydratation 

ŵeŶĠesà Đhezà leà ƌatà età dĠŵoŶtƌeà Ƌue,à Đoŵŵeà l͛áVP,à l͛apĠliŶeà paƌtiĐipeà auàŵaiŶtieŶà deà l͛ĠƋuiliďƌeà

hǇdƌiƋueàdeàl͛oƌgaŶisŵe,àƋueàĐeàsoitàĐhezàl͛homme ou chez le rongeur. 

 

4) Effets de l’âge suƌ la ƌĠgulatioŶ ĐƌoisĠe eŶtƌe l’apĠliŶe et l’AVP 

Chez les personnes âgées, il a été montré que, du fait de la diminution de la prise de boisson et de la 

peƌteàeǆĐessiǀeàd͛eau,àleàƌisƋueàdeàdĠshǇdƌatatioŶàĠtaitàplusàĠleǀĠàƋueàĐhezàlesàadultesàjeuŶesà(Phillips 

et al., 1984; Jéquier and Constant, 2010).àDuàfaitàdeàleuƌàiŵpliĐatioŶàdaŶsàlaàƌĠgulatioŶàdeàl͛ĠƋuiliďƌeà

hǇdƌiƋue,àl͛apĠliŶeàetàl͛áVPàoŶtàĠtĠàĠtudiĠesàĐhezàleàsujetàągĠ. 

Il aà ĠtĠàŵoŶtƌĠà Ƌueà leà ǀieillisseŵeŶtà eŶtƌaîŶait,à Đhezà l͛Homme, une augmentation de la taille des 

neurones magnocellulaires vasopressinergiques (Fliers et al., 1985) ainsi que du nucléole (Hoogendijk 

et al., 1985) etàdeàl͛appaƌeilàdeàGolgià(Lucassen et al., 1994; K. Palin et al., 2009) de ces neurones.  

Chez le rongeur, il a été montré que le vieillissement entraînait une augmentation des taux 

plasŵatiƋuesàd͛áVPàaloƌsàƋueàlesàtauǆàplasŵatiƋuesàd͛apĠliŶeàsoŶtàĐoŶsidĠƌaďleŵeŶtàdiŵiŶuĠsà(Fliers 

and Swaab, 1983; Terwel et al., 1992; Sladek and Olschowka, 1994; Karine Palin et al., 2009). Une étude 

ĐoŶduiteàĐhezàleàƌatàWistaƌàŵąleàągĠà;ϮϮàseŵaiŶesͿàaàŵoŶtƌĠàƋu͛auàŶiǀeauàduà“ON,àl͛á‘Nŵàdeàl͛áVPà

aǀaità uŶeà eǆpƌessioŶà ƌĠduiteà aloƌsà Ƌueà l͛á‘Nŵà deà l͛apĠliŶeà Ġtaità augŵeŶtĠà paƌà ƌappoƌtà ăà leuƌà

expression respectives chez le rat Wistar mâle adulte (3 semaines) (Sauvant et al., 2014). De plus, la 

déshydratation, Ƌuià eŶtƌaîŶeà Đhezà l͛adulteà uŶeà augŵeŶtatioŶà desà tauǆà plasŵatiƋuesà d͛áVPà età uŶeà

ďaisseàĐoŶĐoŵitaŶteàdeàĐeuǆàdeàl͛apĠliŶe,àŶ͛aàauĐuŶàeffetàĐhezà leàƌatàągĠàsuƌà lesàtauǆ plasmatiques 
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d͛áVPàetàd͛apĠliŶe.àCeàŵaŶƋueàdeàƌĠgulatioŶàpaƌàuŶàstiŵulusàosŵotiƋueàseŵďleàliĠàauàfaitàƋueàĐhezàleà

sujetà ągĠ,à lesà tauǆà plasŵatiƋuesà d͛áVPà soŶtà dĠjăà tƌğsà augŵeŶtĠs, alors que les taux plasmatiques 

d͛apĠliŶeàsoŶtàfoƌteŵeŶtàdiŵiŶuĠsàetàƋueàĐes limites ne peuvent pas être franchies (De Mota et al., 

2004; Sauvant et al., 2014). 

Ainsi, le vieillisseŵeŶtà eŶtƌaîŶeƌaità uŶeà peƌteà deà laà ƌĠgulatioŶà ĐƌoisĠeà deà l͛áVPà età deà l͛apĠliŶeà eŶà

réponse à des contraintes osmotiques prolongées. Ceci expliquerait la faible tolérance des patients 

ągĠsàăàlaàdĠshǇdƌatatioŶ.àCepeŶdaŶtàĐetteàhǇpothğseàseàdoitàd͛ġtƌe confirmée par des études cliniques 

impliquant ces patients âgés. 

 

III) Rôle dans la fonction cardiaque 

 

1) Effets de l’apĠliŶe suƌ les ǀaisseauǆ 

Il a été montré in vitro Ƌueà l͛iŶjeĐtioŶà d͛apĠliŶeà ϭϯà daŶsà desà aƌtĠƌiolesà ŵĠseŶtĠƌiƋuesà huŵaiŶesà

précontractées par un analogue du thromboxane A2 induisait une vasodilatation de ces artères. Cet 

effet a également été retrouvé, mais de façon atténuée, dans les artères hépatiques de patients 

ĐiƌƌhotiƋues.àDeàfaçoŶà iŶtĠƌessaŶte,à l͛ajoutàd͛uŶà iŶhiďiteuƌàdeàNOàsǇŶthaseà;leàN;ǁͿ-nitro-L-arginine 

méthylester ou L-NáMEͿà diŵiŶueà l͛effetà ǀasodilatateuƌà deà l͛apĠliŶeà suƌà lesà aƌtğƌesàŵĠseŶtĠƌiƋuesà

saiŶesàŵaisà Ŷ͛eŵpġĐheàpasà l͛effetàduàpeptideà suƌà lesà aƌtğƌesàpƌĠseŶtaŶtàuŶàdĠfautàdeà l͛ĠpithĠliuŵà

(Salcedo et al., 2007),àsuggĠƌaŶtàuŶàeffetàǀasodilatateuƌ,àNOàetàeŶdothĠliuŵàdĠpeŶdaŶtàdeàl͛apĠliŶe.à

L͛effetà ǀasodilatateuƌà aà ĠgaleŵeŶtà ĠtĠà oďseƌǀĠà Đhezà leà ƌatà loƌsà d͛Ġtudesà ex vivo sur des artérioles 

gloŵĠƌulaiƌesà affĠƌeŶtesàetà effĠƌeŶtesà pƌĠĐoŶtƌaĐtĠesàpaƌà l͛áŶgà IIà (Hus-Citharel et al., 2008) et sur 

l͛aoƌteàpƌĠĐoŶtƌaĐtĠeàăàlaàŶoƌadƌĠŶaliŶeà(Iturrioz et al., 2010a). Puis in vivo, sur des artérioles humaines 

deà l͛aǀaŶt-ďƌasàoùà l͛iŶjeĐtioŶàd͛apĠliŶe-36 ou de pE13F entraînait une vasodilatation des artérioles 

aloƌsàƋueàlaàŵġŵeàiŶjeĐtioŶàeŶàpƌĠseŶĐeàd͛uŶàiŶhiďiteuƌàdeàNOàsǇŶthaseàattĠŶuaitàl͛effetàdeàl͛apĠliŶeà

sur les artérioles (Japp et al., 2008). 

áfiŶà deà ĐoŶfiƌŵeƌà l͛effetà ǀasodilatateuƌà eŶdothĠliuŵà dĠpeŶdaŶtà deà l͛apĠliŶe,à desà Ġtudesà oŶtà ĠtĠà

effeĐtuĠesàeŶà iŶjeĐtaŶtàdeà l͛apĠliŶeà in vitro suƌàdesàaƌtğƌesàpƌĠleǀĠesàĐhezà l͛hoŵŵeàoù a été retiré 

l͛eŶdothĠliuŵàǀasĐulaiƌeà (Katugampola et al., 2001; Maguire et al., 2009) ou in vivo chez des souris 

dont les artères ont été désendothélisées par un prétraitement de L-NAME pendant 8 semaines 

(Nagano et al., 2013). Il a été ŵoŶtƌĠàdaŶsàĐesàĠtudesàƋu͛eŶàl͛aďseŶĐeàd͛eŶdothĠliuŵ,àl͛apĠliŶeàeǆeƌçaità

un effet vasoconstricteur sur les vaisseaux. Il a donc été montré que la stimulation des ApélineR situés 

suƌàl͛eŶdothĠliuŵàeŶtƌaîŶaitàuŶeàǀasodilatatioŶàNO-dĠpeŶdaŶte.àNĠaŶŵoiŶs,àl͛ápélineR est également 
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présent à la surface des cellules musculaires lisses (Wang et al., 2011). Leur stimulation entraîne une 

ǀasoĐoŶsĐtƌiĐtioŶàuŶiƋueŵeŶtàǀisiďleàeŶàaďseŶĐeàd͛eŶdothĠliuŵ, qui impliquerait une autre voie de 

signalisation que celle du NO comme une action diƌeĐteàdeàl͛apĠliŶeàsuƌàlesàĐellulesàŵusĐulaiƌesàlissesà

(Wang et al., 2011). 

áuàŶiǀeauàdesàĐellulesàeŶdothĠliales,àlaàliaisoŶàdeàl͛apĠliŶeàăàsoŶàƌĠĐepteuƌàiŶduitàuŶeàphosphoƌǇlatioŶà

de la NO synthaseàǀiaàl͛aĐtiǀatioŶàdeàlaàǀoieàPI3K/Akt et provoque une synthèse de NO (Zhong et al., 

2007). Le NO produit diffuse ensuite dans les cellules musculaires lisses où il active une protéine à 

activité guanylate cyclase qui déphosphoryle le Guanosine TriPhosphate (GTP) en Guanosine 

MoŶoPhosphateàĐǇĐliƋueà;GMPĐͿ.àL͛augŵeŶtatioŶàdeàGMPĐàpƌoǀoƋueàuŶeàaĐtiǀatioŶàdeàlaàPƌotĠiŶeà

KiŶaseàCà;PKCͿàƋuiàǀa,àd͛uŶeàpaƌt,àaĐtiǀeƌà laàpoŵpeà“E‘CáàáTPaseàpeƌŵettaŶtàuŶeàƌĠaďsorption du 

ĐalĐiuŵàǀeƌsàleàƌĠtiĐuluŵàsaƌĐoplasŵiƋue.àD͛autƌeàpaƌt,àlaàPKGàǀaàfaǀoƌiseƌàlaàdĠphosphoƌǇlatioŶàdeàlaà

chaîne légère de la myosine réduisant la tension cellulaire et entraînant une vasodilatation (Japp and 

Newby, 2008; Ladeiras-Lopes et al., 2008; Rastaldo et al., 2011).  

EŶàl͛aďseŶĐeàd͛uŶàeŶdothĠliuŵàfoŶĐtioŶŶel,à l͛apĠliŶeàseà lieàdiƌeĐteŵeŶtàăà l͛ápĠliŶe‘àpƌĠseŶtàsuƌà lesà

ĐellulesàŵusĐulaiƌesàlisses.àUŶeàfoisàl͛ápĠliŶe‘àaĐtiǀĠ,àilàaĐtiǀeàlaàPKCàpƌoǀoƋuaŶtàuŶeàpƌoduĐtioŶàdeà

inositol triphosphate (IP3) et de diacyglycérol (DAG). Ces médiateurs induisent une augmentation de la 

concentration intracellulaire de calcium et une phosphorylation des chaînes légères de la myosine 

provoquant une vasoconstriction (Hashimoto et al., 2006; Rastaldo et al., 2011; Modgil et al., 2013) 

(Figure 34).  
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Figure 34 : Mécanismes vasodilatateur et vasoĐoŶstƌiĐteuƌàiŶduitsàpaƌàl͛apĠliŶe. 

 

2) Effets sur la pression artérielle 

Ilà aà ĠtĠà ŵoŶtƌĠà Ƌueà l͛iŶjeĐtioŶà sǇstĠŵiƋueà deà KϭϳF,à pEϭϯF,à d͛apĠliŶeà ϭϯà ouà deà ‘ϭϮFà Đhezà leà ƌatà

normotendu induit une baisse de la pression artérielle, de façon NO dépendante (D. K. Lee et al., 2000; 

Reaux et al., 2001; Tatemoto et al., 2001; Cheng et al., 2003; El Messari et al., 2004; Nagano et al., 

2013; Gerbier et al., 2017).  

áuàŶiǀeauàĐeŶtƌal,àl͛effetàdeàl͛apĠliŶeàestàdiffĠƌeŶtàsuiǀaŶtàlaàloĐalisatioŶàdeàl͛iŶjeĐtioŶàetàleàfaitàƋueàle 

rat soit anesthésié ou vigil ouàƋu͛ilà soità ŶoƌŵoteŶduàouàhǇpeƌteŶdu.à EŶà effet,à il a été montré que 

l͛iŶjeĐtioŶ d͛apĠliŶe-13 dans le NTS et dans les cellules de la médulla oblongata rostroventrolatérale 

du rat Sprague-Dawley anesthésié augmentait la pression artérielle (Seyedabadi et al., 2002). Il a 

ĠgaleŵeŶtàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueàl͛iŶjeĐtioŶài.Đ.ǀàd͛apĠliŶe-13 chez le rat Wistar Kyoto (WKY) vigil augmentait 

la pression artérielle (Kagiyama et al., 2005).àPaƌàailleuƌs,àilàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueàl͛iŶjeĐtioŶài.Đ.ǀàd͛apĠliŶe-

13 dans le PVN de rat WKY et SHR anesthésiés augmentait la pression artérielle de façon dose-

dĠpeŶdaŶteàaǀeĐàuŶàĐaƌaĐtğƌeàhǇpeƌteŶseuƌàdeàl͛apĠliŶe-13 exacerbé chez le SHR (Zhang et al., 2014). 

Deàplus,à ilàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueà l͛iŶjeĐtioŶàdeàpEϭϯFàdaŶsà laàŵedulla rostroventrolatérale de rats WKY 
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normotendus anesthésiés entraînait une légère augmentation de la pression artérielle et que ce 

ŵĠĐaŶisŵeà iŵpliƋuaità uŶeà aĐtiǀatioŶà ĐoŶsĠĐutiǀeà duà ƌĠĐepteuƌà ăà l͛áVPàVϭaà (Griffiths et al., 2017). 

Cependant, ilà aà ĠtĠàŵoŶtƌĠà Ƌueà l͛iŶjeĐtioŶà i.Đ.ǀà d͛apĠliŶeà ϭϯà daŶsà leà “FOà deà ƌatsà “pƌague-Dawley 

anesthésiés entraînait une diminution de la pression artérielle (Dai et al., 2013). De plus, il a été montré 

ƋueàsuiteàăàuŶàstƌess,àl͛iŶjection i.c.v d͛apĠliŶe-13 chez le SHR vigil liŵitaitàl͛effetàpƌesseuƌàdûàauàstƌess,à

iŶdiƋuaŶtà doŶĐà Ƌueà l͛apĠliŶe-ϭϯà pouƌƌaità joueƌà leà ƌƀleà d͛aŶtihǇpeƌteŶseuƌà daŶsà Đeà ŵodğleà deà ƌatà

puisque la même expérience réalisée chez le WKY ne montrait pas de limitatioŶ,àŶiàd͛augŵeŶtatioŶàdeà

l͛effetàpƌesseuƌà(Gomolka et al., 2015).àEŶfiŶ,àilàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueàl͛iŶjeĐtioŶ i.c.v chez le rat anesthésié 

deàpEϭϯFàŶ͛eŶtƌaîŶaitàpasàdeàŵodifiĐatioŶàdeàlaàpƌessioŶàaƌtĠƌielleà(Reaux et al., 2001).àD͛autƌes études 

sont donc ŶĠĐessaiƌesàafiŶàdeàdĠteƌŵiŶeƌàpƌĠĐisĠŵeŶtàleàƌƀleàĐĠƌĠďƌalàdeàl͛apĠliŶeàsuƌàleàĐoŶtƌƀleàdeà

la pression artérielle. 

 

3) Effets sur la contractilité cardiaque 

IlàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàsuƌàdesàĐœuƌsàisolĠsàpeƌfusĠsàdeàƌatàƋueàl͛apĠliŶe-16 (peptide non endogène constitué 

des 16 résidus C-terminaux de la préproapéline) induisait une augmentation dose-dépendante de la 

teŶsioŶàĐaƌdiaƋueàaǀeĐàuŶeàpuissaŶĐeàĐoŵpaƌaďleàăàĐelleàdeàl͛adƌĠŶoŵĠdulliŶeàouàdeàl͛eŶdothĠliŶe,à

de puissantes molécules endogènes inotropes positives (Szokodi et al., 2002). Cet effet a été confirmé 

eǆàǀiǀoàetàiŶàǀiǀo.àEǆàǀiǀo,àsuƌàdesàĐaƌdioŵǇoĐǇtesàsaiŶsàisolĠsàoùàl͛appliĐatioŶàd͛apĠliŶe-16 induisait 

une augmentation significative du raccourcissement des sarcomères (Farkasfalvi et al., 2007). In vivo, 

eŶàiŶjeĐtaŶtàdeàfaçoŶàaigüeàpaƌàǀoieài.ǀàĐhezàleàƌatàŶoƌŵoteŶduàouàiŶsuffisaŶtàĐaƌdiaƋueàdeàl͛apĠliŶe-

16 pendant 20 min à une dose de 10 ng/kg, il a été montré une amélioration de la contractilité 

cardiaque (Berry et al., 2004). In vivo encore, en injectant, par voie i.p chez la souris, pE13F qui 

augmente la contractilité cardiaque tout en diminuant la pré-Đhaƌgeà ;touteà foƌĐeà s͛opposaŶtà auà

ƌeŵplissageà duà ĐœuƌͿà età laà post-Đhaƌgeà ;touteà foƌĐeà s͛opposaŶtà ăà l͛ĠjeĐtioŶà duà saŶgà paƌà leà ĐoeuƌͿà

(Ashley et al., 2005). 

IlàestàĠtaďliàƋueàl͛effetàiŶotƌopeàpositifàestàattƌiďuĠàăàl͛augŵeŶtatioŶàdeàlaàĐoŶĐeŶtƌatioŶàeŶàĐalĐiuŵà

iŶtƌaĐellulaiƌe.àCetteàaugŵeŶtatioŶàpasseàgĠŶĠƌaleŵeŶtàsoitàpaƌàl͛activation des canaux calciques de 

tǇpesà L,à soità paƌà l͛aĐtiǀatioŶàdeà l͛ĠĐhaŶgeuƌàNa+/H+ ;NHEͿàƋuià iŶhiďeà l͛ĠĐhaŶgeuƌàNa+/Ca2+ (NCX) et 

aĐtiǀeàl͛ĠĐhaŶgeuƌàNa+/Ca2+ inverse (NCX*)  (Katz and Lorell, 2000; Bers, 2002; Szokodi et al., 2002; 

Dorn, 2010; Mathar et al., 2014).  

DaŶsàleàĐasàdeàl͛apĠliŶe,àlesàŵĠĐaŶisŵesàƌespoŶsaďlesàdeàĐetàeffetàsoŶtàeŶĐoƌeàŵalàĐoŶŶusàetàsujetàăà

dĠďats.àL͛effetàiŶotƌopeàpositifàdeàl͛apĠliŶeàestàiŶdĠpeŶdaŶt de l͛aĐtiǀitĠ des canaux calciques de type 

L, de la libĠƌatioŶà deà NO,à deà l͛aĐtiǀatioŶà duà ƌĠĐepteuƌà áTϭ,à deà l͛aĐtiǀatioŶà desà ƌĠĐepteuƌsà αà età β-
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adƌĠŶeƌgiƋuesàaiŶsiàƋueàdeàl͛aĐtiǀatioŶàdesàƌĠĐepteuƌsàdeàl͛eŶdothĠliŶeàdeàtǇpeàáàetàBà(Szokodi et al., 

2002).à IlàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueà l͛iŶhiďitioŶàsĠpaƌĠeàdeà laàPLC,à laàPKC,àduàNHEàetàduàNCXià liŵitaità l͛effetà

iŶotƌopeàpositifàdeàl͛apĠliŶe,àsuggĠƌaŶtàƋueàl͛apĠliŶe,àeŶàaĐtiǀaŶtàl͛ápĠliŶe‘,àeŶtƌaîŶaitàuŶeàaĐtiǀatioŶà

de la PLC induisant la production de DAG. Ce DAG activerait les NHE via la PKC entraînant une 

augmentation de Na+ intracellulaire qui proǀoƋueƌaitàl͛aĐtiǀatioŶàdesàNCXiàĠĐhaŶgeaŶtàĐeàNa+àpaƌàduà

CaϮ+.àL͛augŵeŶtatioŶàdeàĐalĐiuŵàiŶtƌaĐellulaiƌeàaugŵeŶteàleàpHàĐǇtosoliƋueàetàdeàfaitàeŶtƌaîŶeàuŶe 

hǇpeƌseŶsiďilitĠàdesàŵǇofilaŵeŶtsàd͛aĐtiŶeàauà ĐalĐiuŵàetàà induire leur contraction (Szokodi et al., 

2002).àL͛iŵpliĐatioŶàdesàĐaŶauǆàNHEàetàNCXiàaàĠtĠàĐoŶfiƌŵĠeàloƌsàd͛uŶeàĠtudeàŵoŶtƌaŶtàĠgaleŵeŶtà

Ƌueàl͛apĠliŶeàiŶduisait,àpaƌàuŶàŵĠĐaŶisŵeàPKCàdĠpeŶdaŶt,àl͛aĐtiǀatioŶàdeàlaàpoŵpeà“E‘CáàpeƌŵettaŶtà

la réabsorption du Ca2+ cytosolique dans le réticulum sarcoplasmique pendant la diastole, ajoutant à 

l͛apĠliŶeàuŶeàpƌopƌiĠtĠàlusitƌopeàpositiǀeà;laàƌĠaďsoƌptioŶàdeàĐalĐiuŵàeŶtƌaîŶeàuŶeàƌelaǆatioŶàduàĐœuƌͿà

en plus de son effet inotrope positif (Wang et al., 2008). 

áàl͛aŵĠlioƌatioŶàdeàlaàĐoŶtƌaĐtilitĠàiŶduite,às͛ajouteàuŶeàaugŵeŶtatioŶàdeàl͛aŵplitudeàdeàlaàƌĠpoŶseàauà

taux intracellulaire de calcium (Dai et al., 2006; Wang et al., 2008). Ainsi, il a été suggéré que la 

pƌoduĐtioŶà d͛IPϯà iŶduiteà paƌà l͛aĐtiǀatioŶà deà laà PLCà pouƌƌaità ĠgaleŵeŶtà pƌoǀoƋueƌà laà liďĠƌatioŶà deà

calcium dansàleàĐǇtoplasŵeàǀiaàlaàliaisoŶàdeàl͛IPϯàsuƌàsoŶàƌĠĐepteuƌàsaƌĐoŵĠƌiƋueà;IPϯ‘Ϳà(Rastaldo et 

al., 2011).à EgaleŵeŶt,à l͛ápĠliŶe‘à aĐtiǀĠà pouƌƌait,à paƌà uŶà ŵĠĐaŶisŵeà PLCà iŶdĠpeŶdaŶt,à pƌoǀoƋueƌà

l͛aĐtiǀatioŶàduàƌĠĐepteuƌàăàlaàƌǇaŶodiŶeà;‘Ǉ‘ͿàsituĠàsuƌàleàsaƌĐoŵğƌeàƋuiàprovoquerait une libération 

massive de calcium dans le cytoplasme (Galanth et al., 2012) (Figure 35).  
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Figure 35 : Voies de signalisation intracellulaires responsables de l'effet inotrope positif de l'apéline 

(Galanth et al., 2012). 

Les flèches rouges indiquent les flux de calcium au cours de la systole. Les flèches vertes indiquent le transport 

duàĐalĐiuŵàduƌaŶtàlaàdiastole.àLesàflğĐhesàďleuesàiŶdiƋueŶtàlesàpossiďlesàaĐtioŶsàiŶduitesàpaƌàl͛apĠliŶeàauàĐouƌsàdeà
la contraction cardiaque. 
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Chapitre 4 : Le ƌĠĐepteuƌ de l’apéline, cible thérapeutique potentielle 

 

 

I) Implication dans les désordres hydriques 

CoŵŵeàdĠĐƌitàplusàhaut,àl͛apĠliŶeàpossğdeàuŶàeffetàaƋuaƌĠtiƋueàǀiaàsoŶàaĐtioŶàĐeŶtƌaleàeŶàiŶhiďaŶtàlaà

sĠĐƌĠtioŶà d͛áVPà daŶsà laà ĐiƌĐulatioŶà saŶguiŶeà età aussià ǀiaà soŶà aĐtioŶà directe au niveau du rein en 

augmentant le flux sanguin rénal et en ayant un effet opposé à celui de l͛áVPàauàŶiǀeauàduà ĐaŶalà

ĐolleĐteuƌ.à áiŶsià l͛ápĠliŶe‘à ƌepƌĠseŶteà uŶeà Điďleà thĠƌapeutiƋueà potentielle dans le traitement de 

pathologies associées à une rétention hydrique et/ou une hyponatrémie. 

L͛hǇpoŶatƌĠŵieàestàdĠfiŶie,àĐhezàl͛Hoŵŵe, par une concentration plasmatique en sodium inférieure à 

135 mmol/L. Ce désordre métabolique fréquent est associé à une augmentation du risque de mortalité 

chez les patients hospitalisés et est plus fréquemment associée ăàuŶeàƌĠteŶtioŶàdeàl͛eauàeǆtƌaĐellulaiƌeà

Ƌu͛ăàdes apports alimentaires en sodium insuffisants.àL͛hǇpoŶatƌĠŵieàpeut être secondaire à la prise 

de certains tƌaiteŵeŶtsà;aŶtidĠpƌesseuƌs,àdiuƌĠtiƋues,à…Ϳ,àăàuŶeàinsuffisance cardiaque ou hépatique 

ĐhƌoŶiƋue.à L͛hǇpoŶatƌĠŵieàpeutà ĠgaleŵeŶtà ġtƌeàdue au syndrome de sĠĐƌĠtioŶà iŶappƌopƌiĠà d͛áVP 

(SIADH), où celle-ĐiàestàaloƌsàseĐoŶdaiƌeàăàuŶeàosŵoƌĠgulatioŶàaŶoƌŵaleàdeà l͛áVPà (Ellison and Berl, 

2007). Il est donc important en clinique, devant une hyponatrémie, de pouvoir déterminer la 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶàplasŵatiƋueàd͛áVP.àToutefois,àĐelle-ci est difficile à mesurer en pratique, notamment 

du fait de la faible demi-ǀieàdeàl͛áVP. La copeptine estàdepuisàuŶeàdizaiŶeàd͛aŶŶĠesàutilisĠeàĐoŵŵeà

ŵaƌƋueuƌà deà suďstitutioŶà ăà l͛áVP.à EŶà effet,à laà ĐopeptiŶe correspond à la partie C-terminale du 

pƌĠĐuƌseuƌàdeà l͛áVPàetàestàsĠĐƌĠtĠeàdeàfaçoŶàĠƋuiŵolaiƌeàăà l͛áVPàdaŶsà laàĐiƌĐulatioŶàsaŶguiŶeàmais 

présente une demi-ǀieà plusà loŶgue.à Deà plus,à lesà tauǆà plasŵatiƋuesà d͛áVPà età deà Đopeptine sont 

fortement corrélés (Morgenthaler et al., 2008; Balanescu et al., 2011). Ce marqueur a permis de 

différentier, parmi les patients hyponatrémiques, les patients atteints de polydipsie primaire, qui 

présentent une faible concentration plasmatique en copeptine et une faible osmolalité urinaire, des 

patients doŶtàl͛hǇpoŶatƌĠŵieàƌĠsulteàd͛uŶe autre cause (Fenske et al., 2009).  

Dans le cadre du SIADH, étaŶtàdoŶŶĠàƋueàl͛áVPàetàl͛apĠliŶeàsoŶtàƌĠgulĠesàde façon opposée par les 

stimuli osmotiques, les taux plasmatiquesàd͛apĠliŶeàpaƌallğleŵeŶtàăàĐeuǆàdeàl͛áVP/copeptine ont été 

mesurés chez les patients atteints deà “IáDH.à Lesà tauǆàd͛apĠliŶeà età deà ĐopeptiŶeà Đhezà Đesà patieŶtsà

ĠtaieŶtàiŶappƌopƌiĠsàpuisƋu͛ilsàĠtaieŶtàƌespeĐtiǀeŵeŶtàϮϲàetàϳϱ%àplusàĠleǀĠsàƋueàĐhezàlesàǀoloŶtaires 

sains (Blanchard et al., 2013). Ceci suggère que l͛augŵeŶtatioŶà deà laà sĠĐƌĠtioŶà d͛apĠliŶeà daŶsà laà

ĐiƌĐulatioŶàsaŶguiŶeàŶ͛estàpasàsuffisaŶteàpouƌàĐoŵpeŶseƌàl͛augŵeŶtatioŶàdesàtauǆàplasŵatiƋuesàd͛áVPà

ŶeàpeƌŵettaŶtàpasàdeàĐoƌƌigeƌàl͛hǇpoŶatƌĠŵie.à 
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CoŵŵeàdĠǀeloppĠàplusàhaut,àeŶàƌĠpoŶseàăàl͛augŵeŶtatioŶàdeàl͛osŵolalitĠàplasŵatiƋueàoŶàoďseƌǀeàuŶeà

augŵeŶtatioŶàdeàlaàsĠĐƌĠtioŶàd͛áVPàetàuŶeàdiŵiŶutioŶàdeàlaàsĠĐƌĠtioŶàd͛apĠliŶeàĐeàƋuiàpeƌŵetàuŶeà

ƌĠaďsoƌptioŶà deà l͛eauà paƌà leà ƌeiŶ.à áà Đelaà s͛ajouteà ĠgaleŵeŶtà laà seŶsatioŶà deà soifà entraînée par 

l͛augŵeŶtatioŶàdeàl͛osŵolalité plasmatique. Chezàl͛Hoŵŵe,àlaàsǇŵptoŵatologieàassoĐiaŶt une prise 

d͛eauàeǆĐessiǀeà ;polǇdipsieͿàetàuŶeàdiuƌğseà iŵpoƌtaŶteà;eǆĐƌĠtioŶàd͛uƌiŶeàhǇpotoŶiƋueͿà s͛appelleà leà

syndrome polyuro-polydipsique (SPP). Le SPP peut être secondaire à 3 causes : le diabète insipide (DI) 

central (partiel ou complet), le DI néphrogénique (partiel ou complet) et la polydipsie primaire (PP). Le 

DI central (DIC) est secondaire à une déficience totale ou partielle de sécrétion de l͛áVPàau niveau 

central, reflétée par de faibles niveaux de copeptine plasmatique. Dans le DIC, les cas d͛hǇpeƌŶatƌĠŵieà

sévère ne surviennent Ƌu͛eŶà Đasà deà ƌestƌiĐtioŶà d͛aĐĐğsà ăà l͛eau. Le DI néphrogénique (DIN) est 

seĐoŶdaiƌeà ăà l͛iŶseŶsiďilitĠà ƌĠŶaleà ăà l͛áVPà dueà ăà desà ŵutatioŶsà hĠƌĠditaiƌesà ouà ĐoŶgĠŶitalesà duà

récepteur V2 deàl͛áVPàouàdesàáQPϮ.àLaàPPàĐoŶsisteàeŶàuŶeàpƌiseàeǆĐessiǀeàd͛eauàaloƌsàƋueàl͛osŵolalitĠà

plasŵatiƋueàŶ͛estàpasàpeƌtuƌďĠe.àLaàPPàŶ͛estàpasàdueàăàuŶeàdĠfiĐieŶĐeàouàuŶeàƌĠsistaŶĐeàăàl͛áVPàŵaisà

estàplutƀtàleàƌĠsultatàd͛uŶeàpƌiseàd͛eauàeǆĐessiǀeàsuƌàuŶeàloŶgueàduƌĠe,àeŶàl͛aďseŶĐeàdeàdĠsoƌdƌeàdeàlaà

ƌĠgulatioŶàdeà l͛osŵolalitĠàplasŵatiƋueàetàƋuiàestà fƌĠƋueŶteàĐhezà lesàŵaladesà souffƌaŶtàdeà tƌouďlesà

psychiatriques (Christ-Crain and Fenske, 2016). Dans ce contexte, il a été montré que le dosage 

plasŵatiƋueàdeàĐopeptiŶeàĐhezàl͛Hoŵŵeàpeƌŵettaitàd͛ĠtaďliƌàaǀeĐàfiaďilitĠàlaàĐauseàduà“PP (Timper et 

al., 2015).  

De même que dans l͛hǇpoŶatƌĠŵie, ilà aà ĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueà l͛ĠƋuiliďƌeàápĠliŶe/áVPàplasŵatiƋue était 

dérégulé dans le SPP (Urwyler et al., 2016). En effet, chez les patients ayant un DIN complet (DINc), les 

taux de copeptine sont 13 fois plus élevés que chez les patients sains ; lesàtauǆàd͛apĠliŶeàsoŶtàaussiàplusà

élevés (1,6 fois). Cette moindre augmentation de la concentration d͛apĠliŶeàpeutàs͛eǆpliƋueƌàpaƌàleàfaità

que le système apéline/AVP cherche à rééquilibrer la balance entre les deux hormones. Cependant, 

dans le DINc,àl͛áVPàŶeàpossğdeàplusàsoŶàaĐtiǀitĠàaŶtidiuƌĠtiƋueàauàŶiǀeauàduàƌeiŶàdûàsoitàăàlaàŵutatioŶà

de son récepteur VϮ,àsoitàăàlaàŵutatioŶàdeàl͛áQPϮ.àL͛apĠliŶeàseƌaitàdoŶĐ,àdaŶsàĐetteàpathologie,àlaàseuleà

hoƌŵoŶeàĐapaďleàd͛eǆeƌĐeƌàuŶàeffetàauàŶiǀeauàduàƌeiŶàeŶàaugŵeŶtaŶtàlaàdiuƌğse.à 

Dans le DIC complet (DICc), les niveaux de copeptine plasmatique sont diminués de 52% alors que ceux 

d͛apĠliŶeà plasŵatiƋueà soŶtà lĠgğƌeŵeŶtà aďaissĠsà deà ϭϴ%à paƌà ƌappoƌtà auǆà tauǆà ŵesuƌĠsà Đhezà lesà

volontaires sains. De plus, le ratio apéline/copeptine chez les patients atteints de DICc est supérieur à 

celui des volontaires sains. Ceci suggère queàlaàdiŵiŶutioŶàdeàlaàĐoŶĐeŶtƌatioŶàd͛apĠliŶeàplasŵatiƋueà

chez les patients atteints de DICc est insuffisante comparée à la très forte diminution du taux 

d͛áVP/ĐopeptiŶe plasmatique.àáiŶsi,àleàdĠsĠƋuiliďƌeàdeàlaàďalaŶĐeàeffetàaŶtidiuƌĠtiƋueàdeàl͛áVP/effet 

diuƌĠtiƋueàdeàl͛apĠliŶeàŶ͛estàpasàĐoƌƌigĠ, ce qui entraîne une polyurie. 
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Enfin dans la PP, la concentration plasmatique de copeptine et le ratio apéline/copeptine sont 

siŵilaiƌesà ăà Đeuǆà desà ǀoloŶtaiƌesà saiŶs.à PouƌtaŶt,à laà ĐoŶĐeŶtƌatioŶà plasŵatiƋueà d͛apĠline est 

lĠgğƌeŵeŶt,àŵaisà sigŶifiĐatiǀeŵeŶt,à diŵiŶuĠeà Đhezà lesà patieŶtsà atteiŶtsà deà PP.à CeĐià suggğƌeà Ƌu͛uŶà

ƌappoƌtà apĠliŶe/ĐopeptiŶeà Ŷoƌŵalà attesteà d͛uŶeà homéostasie hydrique ĠƋuiliďƌĠeà aloƌsà Ƌu͛uŶeà

augmentation, dans le DIN complet (DINc), ou une diminution, dans le DICc, de ce rapport comparé 

aux volontaires sains indique une perturbation de la régulation de l͛ĠƋuiliďƌeàhǇdƌiƋue.àLesàƌĠsultatsà

oďteŶusàĐhezàlesàpatieŶtsàatteiŶtsàdeàPPàsuggğƌeŶtàƋueàl͛apĠliŶeàpouƌƌaitàġtƌeàdiƌeĐteŵeŶtàiŵpliquée 

dans le développement de cette pathologie doŶtàlaàĐauseàest,àăàl͛heuƌeàaĐtuelle,àŵalàĐoŶŶue. En effet, 

laàdiŵiŶutioŶàdeàlaàpƌoduĐtioŶàd͛apĠliŶeàĐhezàlesàpatieŶtsàpouƌƌaitàġtƌeàƌespoŶsaďleàdeàlaàtƌğsàfoƌteà

pƌiseàdeàďoissoŶàpuisƋu͛ilàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàĐhezàleàƌatàdĠshǇdƌatĠàƋueàl͛iŶjeĐtioŶàpaƌàǀoieài.Đ.ǀàd͛apĠliŶeà

entraînait une inhibition significative de la prise de boisson (Reaux et al., 2001). CepeŶdaŶt,àl͛apĠliŶeà

ĐiƌĐulaŶteàŶ͛aàpasàpouƌàseuleàoƌigiŶeàlesàŶeuƌoŶesàŵagŶoĐellulaiƌesàǀasopƌessiŶeƌgiƋues.àElleàpeutàġtƌeà

pƌoduiteàpaƌàl͛eŶdothĠliuŵà;O͛Caƌƌollàetàal.,àϮϬϬϬ;àTateŵotoàetàal.,àϮϬϬϭ;àKleiŶzàaŶdàDaǀeŶpoƌt,àϮϬϬϰ;à

Kleinz et al., 2005),àleàĐœuƌà(Medhurst et al., 2003) ou les adipocytes (Boucher et al., 2005). Dans ces 

ĐoŶditioŶs,à d͛autƌesà Ġtudesà soŶtà ŶĠĐessaiƌesà pouƌà confirmeƌà l͛iŵpliĐatioŶà deà l͛apĠliŶeà daŶsà laà

physiopathologie de la PP. 

EŶà ĐoŶĐlusioŶ,à l͛ápĠliŶe‘à constitue une cible thérapeutique potentielle dans le traitement de 

pathologies daŶsà lesƋuellesà l͛ĠƋuiliďƌeà hǇdƌiƋueà està peƌtuƌďĠ.à EŶà paƌtiĐulieƌ,à le développement 

d͛agoŶistesàdeà l͛ápĠliŶe‘àouàd͛aŶaloguesà deà l͛apĠliŶeàmétaboliquement stables pourrait se révéler 

particulièrement utile dans le traitement deàl͛hǇpoŶatƌĠŵie. 

 

II) Implications dans les pathologies cardiovasculaires 

L͛apĠliŶeà età soŶà ƌĠĐepteuƌà pouƌƌaieŶtà ġtƌeà iŵpliqués dans le développement et le maintien de 

pathologies cardiovasculaires. 

EŶà effet,à ilà aà ĠtĠàŵoŶtƌĠà Ƌueà lesà tauǆà plasŵatiƋuesàd͛apĠliŶeà ĠtaieŶtà plusà ĠleǀĠsà Đhezà lesà patieŶtsà

pƌĠseŶtaŶtàuŶàdĠďutàd͛iŶsuffisaŶĐeàĐaƌdiaƋueàpaƌàƌappoƌtàauǆàǀoloŶtaiƌesàsaiŶs (Chen et al., 2003) mais 

ƋuiàdiŵiŶueŶtàaǀeĐàl͛aggravation de la pathologie (Chen et al., 2003; Földes et al., 2003; Chong et al., 

2006),àsuggĠƌaŶtàƋueàl͛apĠliŶeàauƌaitàuŶàƌƀleàauàŵoŵeŶtàduàƌeŵodelageàeŶàiŶduisaŶtàl͛hǇpeƌtƌophieà

desàĐaƌdioŵǇoĐǇtes.àIlàaàĠgaleŵeŶtàĠtĠàŵoŶtƌĠàĐhezàleàƌatàƋueàl͛eǆpƌessioŶàdeàl͛apĠliŶeàetàdeàl͛ápĠliŶe‘à

augmentait ou se maintenait lors deà laà phaseà d͛hǇpeƌtƌophieà duà ǀeŶtƌiĐuleà gauĐheà ;dĠďutà

d͛iŶsuffisaŶĐeàĐaƌdiaƋueͿàŵaisàĐhutaitàloƌsàdeàl͛iŶstallatioŶàdeàlaàpathologieà(Iwanaga et al., 2006).  
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Il a également ĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueàl͛iŶjeĐtioŶàaigüeàd͛apĠliŶe-16 par voie i.v chez le rat insuffisant cardiaque 

suiteàăàuŶàiŶfaƌĐtusàduàŵǇoĐaƌdeà,àaugŵeŶtaitàleàǀoluŵeàsaŶguiŶàĠjeĐtĠàpaƌàleàĐœuƌàtoutàeŶàƌĠduisaŶtà

la pression diastolique du ventricule gauche sans altérer les pré- et post-charges. Un effet similaire a 

été observé chez le rat témoin (Berry et al., 2004). De plus, il a été montré dans un modèle 

d͛iŶsuffisaŶĐeà ĐaƌdiaƋueà iŶduiteà paƌà l͛isopƌotĠƌĠŶolà Ƌueà l͛iŶjeĐtioŶà d͛apĠliŶe-36 restaurait 

partiellement la fonction ventriculaire gauche (Jia et al., 2006).àDeàŵġŵe,àilàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueàl͛apĠliŶeà

augmentait la contractilité du muscle cardiaque du ventricule droit développant une insuffisance 

cardiaque consécutive à une hypertension pulmonaire (Dai et al., 2006).àIlàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueàl͛apĠliŶeà

aàuŶàeffetàdiƌeĐtà suƌà laàpƌopagatioŶàduàpoteŶtielàd͛aĐtioŶàetàdeà laà ĐoŶtƌaĐtilitĠàdesà ĐaƌdioŵǇoĐǇtesà

(Farkasfalvi et al., 2007). Cette iŶduĐtioŶà deà laà ĐoŶtƌaĐtioŶà desà ĐaƌdioŵǇoĐǇtesà s͛effeĐtueà paƌà

l͛aĐtiǀatioŶàdeàlaàǀoieàPi3K-Akt-ERK1/2-p70S6K (Xie et al., 2015).àCesàĠtudesàappuieŶtàl͛hǇpothğseàd͛uŶà

ƌƀleàdeàl͛apĠliŶeàdaŶsàleàƌeŵodelageàĐaƌdiaƋue. 

Egalement, il a été montré que l͛iŶaĐtiǀatioŶàgĠŶiƋueàdeàlaàpƌĠpƌoapĠliŶeàĐhezàlaàsouƌisàeŶtƌaîŶaitàleà

dĠǀeloppeŵeŶtàd͛uŶeàiŶsuffisaŶĐeàĐaƌdiaƋueàăàpaƌtiƌàduàϲème mois (Kuba et al., 2007). Enfin, chez les 

patients atteints d͛iŶsuffisaŶĐeàĐaƌdiaƋue,àilàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueàl͛iŶjeĐtioŶàaigüeàpaƌàǀoieài.ǀàd͛apĠliŶe-

36 ou de pE13F réduisait la pression artérielle ainsi que les résistances vasculaires (Japp et al., 2008). 

EŶfiŶ,à daŶsà l͛iŶsuffisaŶĐeà ĐaƌdiaƋue,à laà diŵiŶutioŶà duà dĠďità ĐaƌdiaƋueà assoĐiĠe à la diminution du 

volume sanguin circulant induit une activation des barorécepteurs. Ceux-ci activent le système nerveux 

sympathique, le SRA-aldostérone ainsi que la sécrétioŶà d͛áVPà daŶsà laà ĐiƌĐulatioŶà saŶguiŶe.à Cetteà

liďĠƌatioŶàd͛áVPàeŶtƌaîŶeàuŶeàƌĠaďsoƌptioŶàd͛eauàpaƌàleàƌeiŶà(Urso et al., 2015). Il a été montré que 

10% des patients insuffisants cardiaques présentent une hyponatrémie faible à modérée (Sica, 2005). 

De plus, les patieŶtsàatteiŶtsàd͛uŶeàiŶsuffisaŶĐeàĐaƌdiaƋueàsĠǀğƌeàetàpƌĠseŶtaŶtàuŶeàhǇpoŶatƌĠŵieàoŶtà

souǀeŶtàdesàtauǆàplasŵatiƋuesàd͛áVPàĠleǀĠsà(Goldsmith et al., 1986) etàl͛hǇpoŶatƌĠŵieàestàassoĐiĠeà

avec une réduction de la survie et une augmentation du risque de complications (Chin and Goldman, 

1996).àIlàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàĐhezàlesàpatieŶtsàatteiŶtsàd͛iŶsuffisaŶĐeàĐaƌdiaƋueàĐhƌoŶiƋueàƋueàlesàŶiǀeauǆàdeà

ĐopeptiŶeàetàd͛apĠliŶeàplasŵatiƋues étaient 190% et 25%, respectivement, plus élevés que ceux des 

volontaires sains (Blanchard et al., 2013). 

Ainsi, du fait de l͛effetà aƋuaƌĠtiƋue,à deà laà ǀasodilatatioŶ,à deà l͛effetà iŶotƌopeà positifà suďsĠƋueŶtsà ăà

l͛aĐtiǀatioŶà deà l͛ápĠliŶe‘,à Đeà ƌĠĐepteuƌà ĐoŶstitueà uŶeà Điďleà thĠƌapeutiƋueà poteŶtielleà daŶsà leà

tƌaiteŵeŶtàdeàl͛iŶsuffisaŶĐe ĐaƌdiaƋueàetàeŶĐouƌageàleàdĠǀeloppeŵeŶtàd͛agoŶistesàdeàl͛ápĠliŶe‘àouà

desàaŶaloguesàdeàl͛apĠliŶeàŵĠtaďoliƋueŵeŶtàstaďle à visée thérapeutique dans ce contexte.  
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Chapitre 5 : CaƌaĐtĠƌiseƌ l’iŶteƌaĐtioŶ apĠliŶe/ƌĠĐepteuƌ pouƌ dĠǀeloppeƌ uŶe 

molécule d’iŶtĠƌġt 

 

 

Afin de développer des outils thérapeutiques utiles dans le traitement des désordres hydriques ou de 

l͛iŶsuffisaŶĐeà ĐaƌdiaƋue,à lesàĠtudesà seà soŶtàappuǇĠesà suƌà lesàĠtudesà stƌuĐtuƌe-fonction menées sur 

l͛apĠliŶeàetàsoŶàƌĠĐepteuƌ.àCesàĠtudesàoŶtàpermis de déterminer que les résidus basiques de pE13F ou 

deàKϭϳFàĠtaieŶtàiŵpoƌtaŶtsàpouƌàlaàliaisoŶàduàpeptideàăàl͛ápĠliŶe‘à(Fan et al., 2003; Medhurst et al., 

2003; El Messari et al., 2004) ainsi que le rôle de la Phe C-teƌŵiŶaleàdeàl͛apĠliŶe,àƋuiàseàfiǆeàdaŶsàuŶeà

poche aromatique située au fond du site de liaison (Iturrioz et al., 2010b). Cette Phe est responsable 

deàl͛iŶteƌŶalisatioŶàduàƌĠĐepteuƌàetàduàƌeĐƌuteŵeŶtàdeàlaàβ-arrestine médiant les effets hypotenseurs 

deàl͛apĠliŶeà(El Messari et al., 2004; Lee et al., 2005; Iturrioz et al., 2010b; Ceraudo et al., 2014). Les 

effets in vivo deàl͛apĠliŶeàdĠtaillĠsàdaŶsàlesàpaƌtiesàpƌĠĐĠdeŶtesàsoŶtàtƌaŶsitoiƌesàĐeàƋuiàsuggğƌeàƋueàlesà

différentes formes molĠĐulaiƌesàd͛apĠliŶeàpossğdeŶtàuŶeàdeŵi-vie plasmatique très courte. En effet, 

dans le plasma de souris, la demi-vie de K17F et de pE13F ont été évaluées à, respectivement, 4,6 et 

7,2 minutes (Gerbier et al., 2017). Dans le plasma de rat, la demi-vie de pE13F a été évaluée à 14 

minutes (Murza et al., 2014) taŶdisàƋueàl͛apĠliŶe-36 possède une demi-vie inférieure à 5 minutes dans 

le plasma humain (Japp et al., 2010). Enfin, notre laboratoire a évalué que la demi-vie de K17F in vivo 

chez la souris était de 44 secondes (données non publiées). Du fait de cette demi-vie très courte, deux 

types de stratégies ont été mises en place afin de développer des agonistes ou des antagonistes 

puissaŶtsà età sĠleĐtifsà deà l͛ápĠliŶe‘.à “oit,à leà dĠǀeloppeŵeŶtà deà ŵolĠĐulesà sǇŶthĠtiƋuesà ŶoŶ-

peptidiques, soit le déǀeloppeŵeŶtàd͛aŶaloguesàdeàl͛apĠliŶeàŵĠtaďoliƋueŵeŶtàstaďles.à 

 

I) Molécules non-peptidiques ou pseudopeptidiques 

La toute première étude ayant cherché à développer un agoniste non-peptidiƋueà deà l͛ápĠliŶe‘à

humain, a consisté à cribler une chimiothèque de 800 ĐoŵposĠsàpoƌteuƌsàd͛uŶàgƌoupeŵeŶtàfluoƌesĐeŶtà

;lissaŵiŶeͿà paƌà uŶeà teĐhŶologieà oƌigiŶaleà deà tƌaŶsfeƌtà d͛ĠŶeƌgieà deà fluoƌesĐeŶĐeà ;F‘ETͿà eŶtƌeà leà

gƌoupeŵeŶtàfluoƌesĐeŶtàetàl͛eGFPàfusioŶŶĠeàăàl͛eǆtƌĠŵitĠàN-teƌŵiŶaleàdeàl͛ápĠliŶe‘àhuŵaiŶàeǆpƌiŵĠà

de façon stable en cellules HEK-Ϯϵϯ.àCeàĐƌiďlageàaàpeƌŵisàd͛isoleƌàplusieuƌsàĐoŵposĠsàaǇaŶtàuŶeàaffiŶitĠà

pouƌàl͛ápĠliŶeR allant de 90 nM à 1000 nM dont le composé E339-3D6 présentant une affinité pour 

l͛ápĠliŶe‘àdeàϵϬàŶM,àǀiaàĐetteàteĐhŶiƋueàdeàF‘ET,àetàϯϵϬàŶM,àǀiaàlaàtechnique de radioliaison (Iturrioz 

et al., 2010a). Ce composé correspond à un pseudopeptide composé de 4 synthons comprenant : une 

pipéridine, un imidazolium benzylé, un amino-thiazol et une Lys sur laquelle est greffée une chaîne 
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dodécacarbonée reliée ăàuŶeàlissaŵiŶe.àL͛Ġtudeàdeàses caractéristiques pharmacologiques in vitro et 

de ses effets ex vivo et in vivo ont montré que ce composé présentait la même capacité que pE13F et 

KϭϳFàăàiŶduiƌeàl͛iŶteƌŶalisatioŶàdeàl͛ápĠliŶe‘àŵaisàiŶhiďaitàpaƌtielleŵeŶtàlaàpƌoduĐtioŶàd͛áMPĐàiŶduiteà

paƌà laàF“K.àáiŶsi,à l͛Eϯϯϵ-3D6 se comporte comme un agoniste entier vis-à-ǀisàdeàl͛iŶteƌŶalisatioŶàdeà

l͛ápĠliŶe‘àetàĐoŵŵeàuŶàagoŶisteàpaƌtielàǀis-à-ǀisàduàĐouplageàăàlaàpƌotĠiŶeàGαi.àLes études ex vivo, 

effectuées sur des anneaux aortiques de rat précontractés par la noradrénaline, ont montré que 

l͛Eϯϯϵ-3D6 induisait de façon dose-dépendante et endothélium-dépendant, la vasorelaxation des 

anneaux aortiques et ce, de façon aussi efficace Ƌueàl͛aĐĠtǇlĐholiŶeàetàsiŵilaiƌeàăàKϭϳF.àLesàĠtudesàin 

vivo oŶtàŵoŶtƌĠàƋueàl͛iŶjeĐtioŶàpaƌàǀoieài.Đ.ǀàd͛Eϯϯϵ-3D6 chez la souris vigile et déshydratée induisait 

une diminution dose-dĠpeŶdaŶteàdeàlaàliďĠƌatioŶàd͛áVPàdaŶsàleàsaŶg,àsuggĠƌaŶtàƋueàl͛Eϯϯϵ-3D6 exerce 

lesàŵġŵeàeffetsàƋueàl͛apĠliŶeàauàŶiǀeauàdesàŶeuƌoŶesàŵagŶoĐellulaiƌesàǀasopƌessiŶeƌgiƋuesà(Iturrioz 

et al., 2010a).  

Par la suite, des études de relation structure-aĐtiǀitĠàŵeŶĠesàsuƌàl͛Eϯϯϵ-3D6 ont permis de développer 

diffĠƌeŶtsàĐoŵposĠsàaǇaŶtàuŶeàaffiŶitĠàsuďŵiĐƌoŵolaiƌeàpouƌàl͛ápĠliŶe‘.àEllesàoŶtàĠgaleŵeŶtàpeƌŵisà

de montrer que le taille du linker permettait la sélectivité du composé vis-à-vis du récepteur AT1, que 

le groupement 3-benzyl-1-methyl-3H-ϭʄ⁴-iŵidazoleàĠtaità iŵpoƌtaŶtàpouƌà iŶduiƌeà l͛iŶteƌŶalisatioŶàdeà

l͛ápĠliŶe‘à aiŶsià Ƌueà laà liaisoŶà ǀiaà leà gƌoupeŵeŶtà ŵĠthǇlaŵiŶe.à Lesà deuǆà autƌesà gƌoupeŵeŶts 

méthylamines et le groupement imine ont été également montrés comme étant importants pour 

l͛affiŶitĠà età leà pouǀoiƌà iŶteƌŶalisaŶtà duà ĐoŵposĠ.à NĠaŶŵoiŶs,à l͛esseŶtielà deà l͛aĐtiǀitĠà deà liaisoŶà età

d͛iŶduĐtioŶàdeàl͛iŶteƌŶalisatioŶàĠtaient portées par le groupement lissamine (Margathe et al., 2014). 

Ce composé est cependant trop volumineux et fluorescent, ce qui rend impossible son utilisation 

potentielle comme agent thérapeutique. 

Une autre étude a cherché par un criblage haut débit à découvrir des petites molécules, agonistes du 

ƌĠĐepteuƌàdeà l͛apĠliŶeàgƌąĐeàăàuŶàtestàde ƌeĐƌuteŵeŶtàdeà laàβ-aƌƌestiŶeàăà l͛ápĠliŶe‘.àLeàĐƌiďlageàdeà

ϯϯϬϲϬϬà ĐoŵposĠs,à aà peƌŵisà d͛isoleƌà leà MLϮϮϯà pƌĠseŶtaŶtà uŶeà EC50 de 3,7 µM pour induire le 

ƌeĐƌuteŵeŶtàdeàβ-aƌƌestiŶeàpaƌàl͛ápĠliŶe‘àaǀeĐàuŶeàsĠleĐtiǀitĠàpouƌàl͛ápĠliŶe‘àǀis-à-vis du récepteur 

AT1 d͛uŶàfaĐteuƌàϮϭ.àDuàfaitàdeàĐetteàďoŶŶeàsĠleĐtiǀitĠ,àĐeàĐoŵposĠàaàseƌǀiàdeàphaƌŵaĐophoƌeàpouƌà

des études structure-aĐtiǀitĠàǀisaŶtàăàaugŵeŶteƌàl͛effiĐaĐitĠàduàĐoŵposĠàăàiŶduiƌeàleàƌeĐƌuteŵeŶtàdeà

laàβ-aƌƌestiŶeàŵaisàauĐuŶeàaŵĠlioƌatioŶàŶ͛aàpuàġtƌeàoďteŶueà (Khan et al., 2010). Au cours de cette 

même étude, une molécule auàĐaƌaĐtğƌeàaŶtagoŶisteàdeàl͛ápĠliŶe‘àaàĠtĠàdĠĐouǀeƌte,àleàMLϮϮϭ,àetàqui 

possède une affinité de 2 µM et une sélectivité vis-à-ǀisàduàƌĠĐepteuƌàáTϭàd͛uŶàfaĐteuƌàϯϳà(Maloney et 

al., 2010, 2012). Le ML221 a été utilisé in vivo et présente une activité inhibitrice sur le pouvoir 

angiogénique de l͛apĠliŶeà(Hall et al., 2017).àIlàpouƌƌaitàġtƌeàiŶtĠƌessaŶtàd͛oďseƌǀeƌàlesàeffetsà in vivo 

d͛uŶàautƌeàaŶtagoŶisteàdeàl͛ápĠliŶe‘,àpƌĠseŶtaŶtàuŶe affinité pour le récepteur du même ordre que le 
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ML221, le cyclo(1-6)CRPRLC-KH-cyclo(9-14)CRPRLC qui consiste en motifs RPRL, motif clé de la liaison 

deàpEϭϯFàăàl͛ápĠliŶe‘,àĐǇĐlisĠsà(Macaluso et al., 2011). 

Paƌàlaàsuite,àuŶeàautƌeàĠtudeàaàĐheƌĐhĠàăàdĠĐouǀƌiƌàuŶeàpetiteàŵolĠĐuleàagoŶisteàdeàl͛ápĠliŶe‘àpaƌàuŶeà

méthode de criblage utilisant, premièrement, un test de mobilisation de calcium intracellulaire, puis 

un test de radioliaison. Pour ce faire, une chimiothèque de petites molécules a été utilisée en ne 

pƌeŶaŶtàƋueàlesàŵolĠĐulesàpƌĠseŶtaŶtàdesàĐaƌaĐtĠƌistiƋuesàphǇsiĐoĐhiŵiƋuesàpƌoĐhesàdeàl͛apĠliŶeàpuisà

100 composés ont été testés. Une molécule, le composé 1, a présenté une affinité de 5,2 µM pour 

l͛ápĠliŶe‘àet une capacité à mobiliser le calcium intracellulaire de 21,5 µM. Cette molécule a ensuite 

servi de pharmacophore pour des études structure-aĐtiǀitĠàǀisaŶtàăàaugŵeŶteƌàl͛effiĐaĐitĠàduàĐoŵposĠ.à

Ainsi, il a été obtenu une molécule, le composé 22, présentant uŶeàaffiŶitĠàdeàϭ,ϯàµMàpouƌàl͛ápĠliŶe‘à

et une EC50 de 0,8 µM pour induire la mobilisation de calcium (Narayanan et al., 2016). Du fait de sa 

faiďleàĐapaĐitĠàăàseàlieƌàetàăàaĐtiǀeƌàl͛ápĠliŶe‘àpaƌàƌappoƌtàauǆàfƌagŵeŶts eŶdogğŶeàd͛apĠliŶe,àauĐuŶeà

étude ex vivo et in vivo Ŷ͛oŶtàĠtĠàŵeŶĠes.  

Enfin, une autƌeàĠtudeàaàdĠǀeloppĠàuŶeàpetiteàŵolĠĐuleàagoŶisteàdeàl͛ápĠliŶe‘àďiaisĠeàǀis-à-vis de la 

protéine G, le CMF-019 (acide (S)-3-[1-(1-Ethyle-propyle)-2-thiophène-2-ylmethyle-1H-

benzoimidazole-5-carbonyle]-amino-5-methyle-hexanoique) (Read et al., 2016). Cette molécule 

présente une affinité nanomolaire pouƌà l͛ápĠliŶe‘à età uŶeà capacité nanomolaire d͛aĐtiǀatioŶà deà laà

protéine Gαi semblable à celle de pE13F. Par contre, elle est 100 fois moins efficace à induire le 

ƌeĐƌuteŵeŶtàdeàlaàβ-aƌƌestiŶeàetàl͛iŶteƌŶalisatioŶàduàƌĠĐepteuƌ.àCeĐiàseàtƌaduitàin vivo, lors deàl͛iŶjeĐtioŶà

de cette molécule par voie i.v chez le rat Sprague-Dawley anesthésié, par un effet inotrope positif avec 

uŶeà augŵeŶtatioŶà deà l͛ĠjeĐtioŶà età duà dĠďità ĐaƌdiaƋueà età uŶeà aďseŶĐeà deà ǀaƌiatioŶà deà laà pƌessioŶà

aƌtĠƌielleà jusƋu͛ăà ϱϬϬà Ŷŵol.à CeĐià teŶdà ă ĐoŶfiƌŵeƌà Ƌueà l͛effetà hǇpoteŶseuƌà deà l͛apĠliŶeà suità uŶà

ŵĠĐaŶisŵeàβ-arrestine-dépendant. De plus, sa demi-vie dans le plasma de rat est de 38 minutes et sa 

petiteàtailleàpouƌƌaitàluiàpeƌŵettƌeàd͛ġtƌeàadŵiŶistƌĠe par voie orale (Read et al., 2016). Néanmoins, 

d͛autƌesàĠtudesàdoiǀeŶtàġtƌeàeŶtƌepƌisesàpouƌàĐoŶfiƌŵeƌàleàpoteŶtielàthĠƌapeutiƋueàdeàĐetteàŵolĠĐuleà

dans des modèles animaux d͛iŶsuffisaŶĐeà ĐaƌdiaƋueà età pouƌà Ġǀalueƌà soŶà ŵodeà d͛adŵiŶistƌatioŶ 

(Tableau IV). 
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Tableau IV : ligands pseudopeptidiques et non-peptidiques de l'ApélineR. 
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II) Analogues de l’apĠliŶe métaboliquement stables 

1) AŶalogues de l’apĠliŶe-12 

IlàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueàl͛apĠliŶe-12, ƋuiàŶ͛eǆiste pas in vivo et qui correspond aux 12 résidus C-terminaux 

de la préproapéline (Arg-Pro-Arg-Leu-Ser-His-Lys-Gly-Pro-Met-Pro-PheͿ,àĠtaitàleàfƌagŵeŶtàd͛apĠliŶeàleà

plus court capable de réduire de façon importante la pression artérielle (Tatemoto et al., 2001). Sur 

Đetteàďase,àilàaàĠtĠàdĠǀeloppĠàϯàaŶaloguesàĐǇĐliƋuesàdeàl͛apĠliŶe-ϭϮàeŶàliaŶtàsoit,àl͛áƌg1 et la Phe12, soit 

l͛áƌg1 et la Lys7, soit la Lys7 et la Phe12.àL͛aŶalogueàĐǇĐliƋueàLǇs7-Phe12 a été montré comme étant le 

ŵeilleuƌà peptideà Đapaďleà d͛iŶhiďeƌà laà pƌoduĐtioŶà d͛áMPĐà iŶduiteà paƌà laà F“K.à NĠaŶŵoiŶs,à tousà Đesà

peptides cyclisés présentaient une activité 200 à 1000 fois inférieure à celle de pE13F (Hamada et al., 

2008) (Tableau V). De ce fait, aucune étude in vivo Ŷ͛aàĠtĠàĐoŶduiteàpouƌàĠǀalueƌàl͛effiĐaĐitĠàdeàĐesà

composés. 

 Tƌoisà autƌesà Ġtudesà oŶtà ĐheƌĐhĠà ăà dĠǀeloppeƌà desà aŶaloguesà deà l͛apĠliŶeà eŶà utilisaŶtà l͛apĠliŶe-12 

comme patron. La première a développé un composés en ajoutant un groupement nitro (NO2Ϳàăàl͛áƌg1 

de R12F et en substituant la Met10 deà‘ϭϮFàpaƌàuŶeàŶoƌleuĐiŶeà;NleͿàetàeŶàaŵidaŶtàl͛hǇdƌoǆǇleàdeàlaà

Phe (Sidorova et al., 2012). La seconde a développĠàuŶà ĐoŵposĠà eŶàŵĠthǇlaŶtà l͛aŵiŶeàαà l͛áƌgàN-

terminale et en substituant la Met10 du peptide par une Nle (Pelogeykina et al., 2015). Enfin le 

troisième analogue développé possède un groupement nitro ajouté au groupement guanidinium de 

l͛áƌg1, une Nle à la place de la Met10 etàuŶeàaŵidatioŶàsuƌàl͛hǇdƌoǆǇleàdeàlaàPheàC-terminale (Pisarenko 

et al., 2015). Chacun de ces peptides ont été étudiés in vivo et présentent des effets cardioprotecteurs 

comparables à ceux de pE13F (Tableau V). Cependant, aucune de ces études ne détaille les propriétés 

pharmacologiques et pharmacocinétiques de ces peptides, ce quià ƌeŶdà diffiĐileà l͛ĠǀaluatioŶà duà

potentiel thérapeutique de ces analogues. 

 

2) AŶalogues de l’apĠliŶe-36 

L͛apĠliŶe-36 a également été utilisée comme patron pour développer des analogues métaboliquement 

stables. La stratégie utilisée a consisté à ajouter des chaînes de polyéthylène glycol (PEG) de tailles 

diffĠƌeŶtesà suƌà l͛aŵiŶeà liďƌeàdeà laà LeuàN-teƌŵiŶaleà deà l͛apĠliŶe-ϯϲ.à L͛ĠtudeàdesàdiffĠƌeŶtsà peptidesà

oďteŶusàaàŵoŶtƌĠàƋueàl͛ajoutàd͛uŶeàĐhaîŶeàdeàPEGàdeàϰϬàkDaàsuƌàlaàLeu1 deàl͛apĠliŶe-36 permettait 

d͛oďteŶiƌà uŶà aŶalogueà Đapaďleà deà lieƌà l͛ápĠliŶe‘à età d͛iŶduiƌeà l͛iŶhiďitioŶà deà laà pƌoduĐtioŶà d͛áMPĐà

iŶduiteà paƌà laà F“Kàdeà l͛oƌdƌeàduàŶaŶoŵolaiƌe,à Đoŵpaƌaďleà ăà Đelleà deà l͛apĠliŶe-36. De plus, la PEG-

apéline-ϯϲàpƌĠseŶtaitàuŶeàaugŵeŶtatioŶàdeàl͛effetàiŶotƌopeàpositifàet une demi-vie 2,7 fois supérieure 

ăàĐelleàdeàl͛apĠliŶe-36 (Jia et al., 2012) (Tableau V). Bien que ce peptide soit plus efficace et plus stable 
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in vivo Ƌueà l͛apĠliŶe-36, son poids moléculaire et sa demi-vie (moins de 15minutes) le rendent 

impossible à utiliser pour un usage thérapeutique. 

Une autre étude a utilisé le même type de stratégie pour obseƌǀeƌà lesàeffetsàdeà l͛apĠliŶe-36 sur le 

ŵĠtaďolisŵe.à EŶà effet,à ilà aà ĠtĠàŵoŶtƌĠà Ƌueà l͛apĠliŶe-36 diminuait la glycémie et la prise de poids 

(Castan-Laurell et al., 2011; Galon-Tilleman et al., 2017). Par mutagénèse dirigée, il a été construit une 

sĠƌieà deà ǀaƌiaŶtsà deà l͛apĠliŶe-ϯϲàŵutĠsà suƌà desà ƌĠsidusà ĐoŶseƌǀĠsà auà Đouƌsà deà l͛ĠǀolutioŶ.à Ilà aà ĠtĠà

ŵoŶtƌĠàƋueàl͛apĠliŶe-36(L28A) pƌĠseŶtaitàuŶeàĐapaĐitĠàϭϬϬàfoisàplusàfaiďleàƋueàl͛apĠliŶe-36 pour activer 

l͛ápĠliŶe‘àetàĠtaitàiŶĐapaďleàd͛iŶduiƌeàuŶeàhǇpoteŶsioŶàĐhezàleà“H‘.àNĠaŶŵoiŶs,àilàĐoŶseƌǀaitàleàŵġŵeà

pƌofilàƋueàl͛apĠliŶe-ϯϲàsuƌàleàŵĠtaďolisŵe,àsuggĠƌaŶtàƋueàĐetàeffetàdeàl͛apĠline-ϯϲàŶ͛estàpasàŵĠdiĠàpaƌà

l͛ápĠliŶe‘.àPaƌàlaàsuite,àilàaàĠtĠàajoutĠàuŶeàĐhaîŶeàdeàPEGàdeàϯϬàkDaàsoitàăàl͛eǆtƌĠŵitĠàN-terminale, soit 

ăàl͛eǆtƌĠŵitĠàC-teƌŵiŶaleàdeàl͛apĠliŶe-ϯϲ,àsoitàsuƌàleàƌĠsiduàϮϴàdeàl͛apĠliŶe-36 substitué en Cys. Il a été 

ŵoŶtƌĠà Ƌueà l͛ajoutà deà PEGà auǆà eǆtƌĠŵitĠsà deà l͛apĠliŶe-ϯϲà eŶtƌaîŶaità uŶeà aďseŶĐeà d͛effetà suƌà leà

métabolisme alors que le peptide apéline-36-[L28C(30 kDa-PEG)], qui présentait une activité sur 

l͛ápĠliŶe‘àϭϬϬϬϬàfoisàplusàfaiďleàƋueàl͛apĠliŶe-36, était incapable de réduire la pression artérielle chez 

leà“H‘àŵaisàĠtaitàĐapaďleàdeàƌĠduiƌeàlaàglǇĐĠŵieàdeàfaçoŶàplusàiŵpoƌtaŶteàetàplusàduƌaďleàƋueàl͛apĠliŶe-

36 (Galon-Tilleman et al., 2017) (Tableau V).  

 

3) AŶalogues de l’apĠliŶe-13 et de pE13F 

La majorité desàĠtudesàǀisaŶtàăàdĠǀeloppeƌàuŶàaŶalogueàŵĠtaďoliƋueŵeŶtàstaďleàdeàl͛apĠliŶeàseàsoŶtà

foĐalisĠesàsuƌàl͛apĠliŶe-13 (Glu-Arg-Pro-Arg-Leu-Ser-His-Lys-Gly-Pro-Met-Pro-Phe) et pE13F (pGlu-Arg-

Pro-Arg-Leu-Ser-His-Lys-Gly-Pro-Met-Pro-PheͿàpuisƋu͛ilsàsoŶtàlesàfƌagŵeŶtsàeŶdogğŶeàd͛apĠliŶeàaĐtifsà

les plus courts. 

La première étude a développé un analogue de pE13F en substituant la Phe C-terminale par un isomère 

deàl͛álaàdeàlaàsĠƌieàDà;peptideàappelĠàFϭϯáͿ.àIlàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueàĐeàpeptideàŶeàpƌĠseŶtaitàpasàd͛effetà

hypoteŶseuƌ,àŶiàd͛augŵeŶtatioŶàdeàsaàdeŵi-ǀieàpaƌàƌappoƌtàăàĐelleàdeàpEϭϯF.àL͛adŵiŶistƌatioŶàdeàFϭϯáà

seulàouàsiŵultaŶĠŵeŶtàaǀeĐàpEϭϯFàŶ͛eŶtƌaîŶeàauĐuŶeàǀaƌiatioŶàdeàlaàpƌessioŶàaƌtĠƌielleàĐeàƋuiàsuggğƌeà

ƋueàFϭϯáàestàĐapaďleàdeàlieƌà l͛ápĠliŶe‘àŵaisàŶ͛estàpasàĐapaďleàd͛iŶduiƌeàuŶàeffetàhǇpoteŶseuƌàaloƌsà

Ƌu͛ilà aŶtagoŶiseà l͛effetà pƌesseuƌà iŶduità paƌà pEϭϯFà (Lee et al., 2005). De fait, ce peptide est 

ĐoŵŵuŶĠŵeŶtàutilisĠàĐoŵŵeàuŶàaŶtagoŶisteàdeàl͛ápĠliŶeR. Pourtant, il a été montré que F13A était 

Đapaďleà deà lieƌà leà ƌĠĐepteuƌ,à d͛iŶduiƌeà l͛iŶhiďitioŶà deà laà pƌoduĐtioŶà d͛áMPĐà iŶduiteà paƌà laà F“Kà età

d͛iŶduiƌeà laà ŵoďilisatioŶà deà Ca2+ intracellulaire (Medhurst et al., 2003). Cependant, sa capacité à 

iŶduiƌeàleàƌeĐƌuteŵeŶtàdeàlaàβ-aƌƌestiŶeàetàl͛iŶteƌŶalisatioŶàdeàl͛ápĠliŶe‘àŶ͛oŶtàpasàĠtĠàĠtudiĠes.àIlàŶ͛està

doŶĐàpasàpossiďleàdeàĐoŶĐluƌeàsiàFϭϯáàestàuŶàaŶtagoŶisteàdeàl͛ápélineR ou un agoniste biaisé vis-à-vis 
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deàlaàpƌotĠiŶeàGàĐoŵŵeàpeutàl͛ġtƌeàKϭϲPà(El Messari et al., 2004; Ceraudo et al., 2014) (Tableau V). En 

ƌeǀaŶĐhe,à ilàĐoŶfoƌteà l͛hǇpothğseàƋueà l͛effetàhǇpoteŶseuƌàdeà l͛apĠliŶeàestàŵĠdiĠàpaƌàuŶàŵĠĐaŶisŵeà

indépendant de la protéine G. 

“uiteà auǆà Ġtudesà ŵoŶtƌaŶtà Ƌueà l͛ECáϮà pƌĠseŶtaità uŶeà aĐtiǀitĠà pƌotĠolǇtiƋueà suƌà l͛apĠliŶeà eŶà

hydrolysant la Phe C-terminale de pE13F (Vickers et al., 2002), le dĠǀeloppeŵeŶtàd͛aŶaloguesàaǇaŶtà

une Phe C-terminale protégée afin de stabiliser le peptide a été entrepris. Ainsi Murza et coll. ont 

effectué un « D-scanning » de pE13F et substitué certains résidus du peptide par un acide aminé non-

naturel (Murza et al., 2012). Il a été montré que chaque substitution de résidu par son stéréo-isomère 

de la série D entraînait une chute deàlaàliaisoŶàăàl͛ápĠliŶe‘àaǀeĐàuŶàiŵpaĐtàplusàdĠlĠtğƌeàpouƌàlesàƌĠsidusà

du motif RPRL, la Lys8 et la Gly9 de pE13F, suggérant que ce résidu Gly pouvait avoir un rôle structural 

important. Il a également été montré que la substitution de la Met11 par une NleàŶ͛affeĐtaitàpasà laà

liaisoŶàduàpeptideàăàl͛ápĠliŶe‘,àŶ͛eŶtƌaîŶaitàauĐuŶeàaugŵeŶtatioŶàdeàlaàdeŵi-vie du composé mais le 

pƌotĠgeaitàdeà l͛oǆǇdatioŶàpaƌà lesàpƌoduitsà ĐiďlaŶtà laàMetàdeàpEϭϯF.àáfiŶàdeàpƌotĠgeƌà l͛aŶalogueàdeà

l͛hǇdƌolǇseàpaƌàl͛ECáϮ,àlaàPheàC-terminale de pE13F a été substituée par un acide aminé non-naturel. Il 

a été démontré que les résidus 2-naphtal-Phe (2Nal) et 4-bromo-Phe (4Br(F)) augmentaient la demi-

vie du peptide au-delăà d͛uŶeà heuƌeà età Ƌueà lesà aŶaloguesà ƌĠsultaŶtsà pƌĠseŶtaieŶtà uŶà pƌofil 

pharmacologique similaire à celui de pE13F. Il en a également été de même pour la substitution de la 

Pro12 de pE13F par un acide aminoisobutyrique (Aib) qui, en possédant un profil similaire à pE13F, voit 

sa demi-vie passer à environ 50 minutes (Murza et al., 2012). Cependant, aucune étude in vivo Ŷ͛aàĠtĠà

conduite sur ce peptide (Tableau V).  

Suite à cette étude, trois analogues de pE13F ont été développés en utilisant le même patron, pE13F 

dont la Met10 est substituée par une Nle (pGlu-Arg-Pro-Arg-Leu-Ser-His-Lys-Gly-Pro-Nle-Pro-Phe), et 

différant par leur résidu C-terminal (Murza et al., 2014, 2015) (Tableau V). Le premier présente un 

benzoïlphényle à la place de la Phe C-terminale (Bpa : pGlu-Arg-Pro-Arg-Leu-Ser-His-Lys-Gly-Pro-Nle-

Pro-Bpa), le second présente une Tyr-O-benzyle à la place de la Phe (Tyr(OBn) : pGlu-Arg-Pro-Arg-Leu-

Ser-His-Lys-Gly-Pro-Nle-Pro-Tyr(OBn)) et le troisième présente un groupement méthyl sur le carbone 

αàdeàlaàPheà;L-αMe : pGlu-Arg-Pro-Arg-Leu-Ser-His-Lys-Gly-Pro-Nle-Pro-Phe-(L-αMeͿͿ.àEŶàĐoŵpaƌaisoŶà

avec pE13F, qui présente une demi-vie de 14 minutes dans le plasma de rat, ces trois analogues 

présentent une demi-vie ex vivo augmentée (55 minutes pour le Bpa, 66 minutes pour le Tyr(OBn) et 

plus de 120 minutes pour le L-αMeͿà (Murza et al., 2014). De plus, les composés Bpa et L-αMeà

pƌĠseŶteŶtàuŶeàaffiŶitĠàpouƌàl͛ápĠliŶe‘àsiŵilaiƌeàăàĐelleàdeàpEϭϯFàŵaisàsoŶtàϯϬàfoisàplusàeffiĐaĐesàpouƌà

iŶduiƌeà l͛iŶhiďitioŶà deà laà pƌoduĐtioŶàd͛áMPc induite par la FSK. De son côté, le composé Tyr(OBn) 

pƌĠseŶteàuŶeàaffiŶitĠàpouƌàl͛ápĠliŶe‘àϲϬàfoisàsupĠƌieuƌeàăàĐelleàdeàpEϭϯFàetàestàϰàfoisàplusàeffiĐaĐeàdaŶsà

l͛iŶduĐtioŶàdesàǀoiesàdeàsigŶalisatioŶ,àŶotaŵŵeŶtàsuƌàleàƌeĐƌuteŵeŶtàdeàlaàβ-arrestine. Il a été montré 
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in vivo Ƌueàl͛iŶjeĐtioŶàpaƌàǀoieài.ǀàdeàĐetàaŶalogueàĐhezàleàƌatà“pƌague-Dawley normotendu entraînait 

une hypotension supérieure à celle induite par pE13F (Murza et al., 2015) (Tableau V). Enfin, dans une 

Ġtudeà ƌĠĐeŶte,à l͛aŶalogueàTǇƌ;OBŶͿàaà ĠtĠàutilisĠà Đoŵŵeàpatron pour développer des analogues de 

l͛apĠliŶeàĐoŵpƌeŶaŶtàuŶàŵaĐƌoĐǇĐleà(Murza et al., 2017).àL͛Ġtudeàpaƌtàdeàl͛hǇpothğseàƋue,àpouƌàseàlieƌ,à

un analogue doit avoir une conformation particulière. CeĐiàiŵpliƋue,àsiàl͛aŶalogueàestàtƌğsàfleǆiďle,àdeà

foƌtsà Đoûtsà d͛ĠŶeƌgieà eŶtƌopiƋueà età doŶĐà uŶeà ƌĠduĐtioŶà deà soŶà affiŶitĠà pouƌà leà ƌĠĐepteuƌ.à áiŶsi,à

l͛utilisatioŶàdeàŵaĐƌoĐǇĐlesàpeƌŵettƌaitàdeàĐoŶtƌaiŶdƌeàl͛aŶalogueàdaŶsàuŶeàĐoŶfoƌŵatioŶàpƌĠĐiseàetà

donc de réduiƌeàlesàĐoûtsàd͛eŶtƌopie.àPouƌàĐeàfaiƌe,àilàaàĠtĠàiŶsĠƌĠàeŶtƌeàl͛His7 et la Met11 du composé 

Tyr(OBn), substitués en allyglycine, un macrocycle. Par des études de relation structure-activité, la 

taille et la nature de ce macrocycle ont été modifiées afin d͛oďteŶiƌà lesàŵeilleuƌsàĐoŵposĠs.àCeĐiàaà

ĐoŶduitàauàdĠǀeloppeŵeŶtàd͛uŶàagoŶisteàeŶtieƌàdeàl͛ápĠliŶe‘àpƌĠseŶtaŶtàuŶàpƌofilàphaƌŵaĐologiƋueà

et un effet hypotenseur comparable à pE13F et 5 composés biaisés vis-à-vis de la protéine G. Sur ces 

5 composés biaisés vis-à-vis de la protéine G, un seul a été injecté de façon aigüe par voie i.v chez le 

rat Sprague-DaǁleǇà aŶesthĠsiĠà età ilà Ŷ͛està pasà Đapaďleà d͛iŶduiƌeà deà ďaisseà deà laà pƌessioŶà aƌtĠƌielleà

(Murza et al., 2017) (Tableau V).àCetteàĠtudeàĐoŶfoƌteàeŶĐoƌeàl͛hǇpothğseàƋueàl͛effetàhǇpoteŶseuƌàdeà

l͛apĠliŶeàestàŵĠdiĠàpaƌàuŶàŵĠĐaŶisŵeàβ-arrestine dépendant. Bien que cette étude ait développé des 

composés prometteurs, aucune donnée de demi-ǀie,àŶiàd͛effetsàin vivo Ŷ͛estàdĠtaillĠe. 

UŶeàautƌeàĠtudeàaàĐoŵďiŶĠàlaàsuďstitutioŶàdeàƌĠsidusàdeàpEϭϯFàaǀeĐàl͛additioŶàd͛uŶeàĐhaîŶeàpalŵǇtoǇleà

sur le Glu N-terminal de pE13F. Il a été montré que la substitution de la Met11 par une Nle et celle de 

la Pro12 par un Aib entraînait une augmentation de la demi-vie du peptide dans le plasma de rat. De 

plus,àilàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueàl͛ajoutàd͛uŶàĐhaîŶeàpalŵǇtoǇlĠeàsuƌàĐeàpeptideàŵodifiĠàaugŵeŶtaitàlaàstaďilitĠà

du peptide qui présentait alors une demi-vie plasmatique de 29 h tout en conservant les propriétés 

pharmacologiques du peptide (Juhl et al., 2016). Néanmoins, aucune expérience in vivo Ŷ͛estàǀeŶueà

confirmer le potentiel thérapeutique de ce composé. 

UŶeàautƌeàĠtudeàaàĐheƌĐhĠàăàdĠǀeloppeƌàuŶàaŶalogueàĐǇĐlisĠàdeàl͛apĠliŶe-13 en substituant le Glu C-

terminal et la Ser6 par des Cys formant un pont disulfure entre elles (MM07 : Cys-Arg-Pro-Arg-Leu-Cys-

His-Lys-Gly-Pro-Met-Pro-Phe) (Brame et al., 2015).àCeàĐoŵposĠàpƌĠseŶteàuŶeàaffiŶitĠàpouƌàl͛ápĠliŶe‘à

eǆpƌiŵĠàeŶàCHOàdeàϯϬϬàŶMàetàpouƌàl͛ápĠliŶe‘àeŶdogğŶeàeǆpƌimé dans le tissu cardiaque de 170 nM. 

IlàpƌĠseŶteàuŶeàĐapaĐitĠàăàiŶduiƌeàleàƌeĐƌuteŵeŶtàdeàlaàβ-arrestine 790 fois moins bonne que pE13F et 

ilàestàϮϭϱà foisàŵoiŶsàeffiĐaĐeàăà iŶduiƌeà l͛iŶteƌŶalisatioŶàdeà l͛ápĠliŶe‘,àeŶàĐoŵpaƌaisoŶàăàpEϭϯF.àPaƌà

contre, il présente une activité similaire à pE13F pour induire la contraction de la veine saphène de rat, 

suggĠƌaŶtàƋu͛ilàaĐtiǀeàlaàpƌotĠiŶeàGàĐoŵŵeàpEϭϯF.àáiŶsiàĐetàaŶalogueàdeàl͛apĠliŶe-13 serait un agoniste 

biaisé vis-à-vis de la protéine G. Le MM07 présente une demi-vie dans le plasma de rat de 17,4 minutes 

ce qui est 8,7 fois plus long que pE13F (2 minutes). Enfin, il a été montré chez le rat que le MM07 
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induisait une augmentation dose-dĠpeŶdaŶteàdeàlaàfƌaĐtioŶàd͛ĠjeĐtioŶ,àuŶeàdiŵiŶutioŶàdesàƌĠsistaŶĐesà

vasculairesà ŵaisà Ŷ͛aǀaità pasà d͛effetà suƌà laà pƌessioŶà aƌtĠƌielle.à Chezà l͛hoŵŵe,à ilà aà ĠtĠà ŵoŶtƌĠà Ƌueà

l͛iŶjeĐtioŶàdeàMMϬϳàeŶtƌaîŶaitàuŶeàǀasodilatatioŶàdeàlaàǀeiŶeàdeàl͛aǀaŶt-bras et une augmentation du 

débit cardiaque (Brame et al., 2015) (Tableau V). Ainsi, le MM07 semble bien être un agoniste biaisé 

vis-à-ǀisàdeàlaàpƌotĠiŶeàG.àNĠaŶŵoiŶs,àilàpossğdeàuŶeàaffiŶitĠàpouƌàl͛ápĠliŶe‘àduàŵġŵeàoƌdƌeàƋueàsaà

capacité à iŶduiƌeà l͛iŶteƌŶalisatioŶàduàƌĠĐepteuƌ.àDeàplus,à lesàauteuƌsàŶ͛eǆpliƋueŶtàpasà laàdiffĠƌeŶĐeà

eŶtƌeà laà ĐapaĐitĠà duà MMϬϳà ăà iŶduiƌeà leà ƌeĐƌuteŵeŶtà deà laà β-aƌƌestiŶeà ăà l͛ápĠliŶe‘à età ăà iŶduiƌeà

l͛iŶteƌŶalisatioŶàdeàĐeàdeƌŶieƌ.àEŶàeffet,à leàMMϬϳàestàϯ,ϲàfoisàplusàeffiĐaĐeàăàiŶduiƌeàl͛iŶteƌŶalisatioŶà

aloƌsàƋueàĐeàŵĠĐaŶisŵeàestàdĠpeŶdaŶtàduàƌeĐƌuteŵeŶtàdeàlaàβ-arrestine. Egalement, les auteurs ne 

ĐaƌaĐtĠƌiseŶtàpasàdiƌeĐteŵeŶtàlaàĐapaĐitĠàduàMMϬϳàăàiŶduiƌeàl͛aĐtiǀatioŶàdeàlaàpƌotĠiŶeàG.àOŶàŶeàpeutà

donc pas savoir si ce composé est réellement un agoniste biaisé vis-à-vis de cette protéine. Si tel était 

leàĐas,àilàĐoŶfoƌteƌaitàlesàhǇpothğsesàsuggĠƌaŶtàƋueàl͛effetàiŶotƌopeàpositifàdeàl͛apĠliŶeàestàŵĠdiĠàpaƌà

l͛aĐtiǀatioŶà deà laà pƌotĠiŶeà Gà età que son effet hypotenseur est médiĠà paƌà leà ƌeĐƌuteŵeŶtà deà laà β-

arrestine. 

Enfin, une étude a cherché à augmenter la demi-ǀieàdeàpEϭϯFàeŶàl͛eŶĐapsulaŶtàdaŶsàuŶeàŶaŶopaƌtiĐuleà

constituée de PEG et de liposomes. Il a été montré in vitro que pE13F était libéré au bout de 60 minutes 

avec un piĐàatteiŶtàauàďoutàdeàϭϱàh.àPaƌàlaàsuite,àilàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋueàl͛iŶjeĐtioŶàĐhƌoŶiƋue,àpaƌàǀoieài.p,à

des nanoparticules chez la souris infarcie développant une insuffisance cardiaque, réduisait la zone 

d͛iŶfaƌĐieàetàpƌĠseŶtaitàuŶàeffetàĐaƌdiopƌoteĐteuƌà (Serpooshan et al., 2015) (Tableau V). Ce type de 

méthodologie pourrait être utile pour augmenter l͛effiĐaĐitĠàdeàĐelles-ci en permettant une libération 

plus longue. 



137 
 

 

Tableau V : Analogues de l'apéline métaboliquement stables. 
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III) Objectifs de thèse 

L͛apĠliŶeàǀiaàsoŶàƌĠĐepteuƌàpaƌtiĐipeàăàlaàƌĠgulatioŶàdesàfoŶĐtioŶsàĐaƌdioǀasĐulaiƌesàetàauàŵaiŶtieŶàdeà

l͛ĠƋuiliďƌeàhǇdƌiƋueàdeàl͛oƌgaŶisŵe.àáiŶsiàl͛ápĠliŶe‘àĐoŶstitueàuŶeàĐiďleàthĠƌapeutiƋueàpoteŶtielleàdaŶsà

leàtƌaiteŵeŶtàdeàpathologiesàĐaƌdioǀasĐulaiƌesàĐoŵŵeàl͛iŶsuffisaŶĐeàĐaƌdiaƋueàouàdaŶsàleàtƌaiteŵeŶtà

de l͛hǇpoŶatƌĠŵie Đoŵŵeà leà “IáDH.à L͛adŵiŶistƌatioŶà d͛uŶà agoŶisteà deà l͛ápeliŶ‘à seƌaità

particulièrement favorable pour le traitement de ces pathologies.àEŶàeffet,àdaŶsàleàĐasàdeàl͛iŶsuffisaŶĐeà

cardiaque, cet agoniste pourrait augmenter la diurèse et les performances contractiles du myocarde 

tout en diminuant les résistances vasculaires. Dans le cas deàl͛hǇpoŶatƌĠŵie, cet agoniste pourrait, en 

favorisant la diurèse aqueuse, augmenter les concentrations de sodium extracellulaire en excrétant 

l͛eauà liďƌeà età eŶà agissaŶtà suƌà lesà ŶeuƌoŶesà ŵagŶoĐellulaiƌesà ǀasopƌessinergiques en diminuant la 

liďĠƌatioŶàd͛áVPàdaŶsàlaàĐiƌĐulatioŶàsaŶguiŶe et rééquilibrer le rapport apéline/AVP impliqué dans le 

ŵaiŶtieŶàdeàl͛ĠƋuiliďƌeàhǇdƌiƋue. 

áfiŶàdeàdĠǀeloppeƌàdeàtellesàŵolĠĐulesàilàfautàd͛uŶeàpaƌt,àpouƌàles agonistes ,àĐoŶŶaîtƌeàl͛organisation 

stƌuĐtuƌaleà età foŶĐtioŶŶelleà deà l͛ápĠliŶe‘à età deà soŶà ligaŶdà peƌŵettaŶtà deà ĐoŵpƌeŶdƌeà ĐoŵŵeŶtà

l͛apĠliŶeàseàlieàăàsoŶàƌĠĐepteuƌ.àD͛autƌeàpaƌt,àpouƌàlesàaŶaloguesàdeàl͛apĠliŶeàŵĠtaďoliƋueŵeŶtàstaďles,à

il faut chercher à augmenter la demi-ǀieàdeàl͛apéline en modifiant le peptide mais sans modifier ses 

propriétés pharmacologiques paƌàƌappoƌtàăàl͛apĠliŶeàŶatiǀe. 

L͛oďjeĐtifàdeàŵaàthğseàaàĐoŶsistĠàă : 

• IdeŶtifieƌàlesàƌĠsidusàdeàl͛ápĠliŶe‘àƌespoŶsaďlesàdes interactions avec les résidus basiques de 

pE13F par des études structure-fonction par modélisation moléculaire et mutagénèse dirigée. 

• Développer des analogues de K17F et de pE13F métaboliquement stables par des études 

structure-aĐtiǀitĠà deà l͛apĠliŶeà età paƌà uŶeà appƌoĐheà oƌigiŶaleà d͛additioŶà deà ĐhaîŶeà

fluoƌoĐaƌďoŶĠeàăàl͛eǆtƌĠŵitĠàN-terminale de K17F. 

Les résultats obtenus par les études structure-foŶĐtioŶ,àpeƌŵettƌoŶtàd͛iŶitieƌàuŶàĐƌiďlageà in silico de 

ĐhiŵiothğƋuesà ǀiƌtuellesà suƌà l͛ápĠliŶe‘à afiŶà deà dĠǀeloppeƌà uŶà phaƌŵaĐophoƌeà d͛agoniste ou 

d͛aŶtagoŶisteà deà Đeà ƌĠĐepteuƌ.à Lesà Ġtudesà stƌuĐtuƌe-activité, conduiront au développement 

d͛aŶaloguesà deà l͛apĠliŶeà ŵĠtaďoliƋueŵeŶtà staďlesà qui pourraient constituer des agents 

thĠƌapeutiƋuesàpoteŶtielsàpouƌàleàtƌaiteŵeŶtàdeàl͛iŶsuffisaŶĐeàĐaƌdiaƋueàetàdeàl͛hǇpoŶatƌĠŵie. 
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IV) Article 1 : Etude du ŵode de liaisoŶ de pEϭϯF à l’ApĠliŶeR 

1) Introduction 

Afin de définir le mode de liaison de pE13F à son récepteur, nous avons construit plusieurs modèles 

ϯDàdeàl͛ápĠliŶe‘àpaƌàhoŵologieàaǀeĐàd͛autƌesàrécepteurs de la famille de la rhodopsine cristallisés ou 

non. 

DaŶsàuŶàpƌeŵieƌàteŵps,àuŶàŵodğleàtƌidiŵeŶsioŶŶelà;ϯDͿàdeàl͛ápĠliŶe‘àfoŶdĠàsuƌàleàŵodğleàϯDàǀalidĠà

du récepteur de la cholécystokinine-8 de type 1 (CCK1R), appartenant à la sous-famille des récepteurs 

« rhodopsine-likeà»àetàsituĠàdaŶsàlaàďƌaŶĐheàβ,àaàĠtĠàƌĠalisĠ.àCeàpƌeŵieƌàŵodğleàϯDàdeàl͛ápĠliŶe‘àfutà

en partie validé par des études de structure-fonction par mutagénèse dirigée et a permis de définir les 

ĠlĠŵeŶtsàstƌuĐtuƌauǆàiŵpliƋuĠsàdaŶsàl͛iŶteƌŶalisatioŶàdeàl͛ápĠliŶe‘à(Iturrioz et al., 2010b) 

La résolution de plusieurs structures cristallographiques de RCPGS ont permis de construire ensuite 

deuǆàŶouǀeauǆàŵodğlesàϯDàdeàl͛ápĠliŶe‘àsuƌàlaàďaseàdesàstƌuĐtuƌesàĐƌistallogƌaphiƋuesàduàƌĠĐepteur 

βϮ-adƌĠŶeƌgiƋueàetàduàƌĠĐepteuƌàdesàĐhiŵiokiŶesàα,àCXC‘ϰ.àLeàpƌeŵieƌàpatƌoŶàutilisĠàaàĠtĠàlaàstƌuĐtuƌeà

ĐƌistallogƌaphiƋueàduàƌĠĐepteuƌàβϮ-adrénergique avec un antagoniste (Rasmussen et al., 2007) . Ce 

récepteur fait partie de la sous-famille des récepteurs « rhodopsine-like » et est situé dans la branche 

α.àLeàseĐoŶdàpatƌoŶàsĠleĐtionné a été la structure cristallographique du récepteur CXCR4 cristallisé 

avec un antagoniste peptidique (Wu et al., 2010). 

Ce récepteur ayant pour ligand endogène de nature peptidique le Stromal-Derived Factor-1 (SDF-1) ou 

CXCL12 appartient aussi à la sous-famille des récepteurs « rhodopsine-like » mais est situé dans la 

ďƌaŶĐheàɶàĐoŵŵeàleàƌĠĐepteuƌàdeàl͛apĠliŶe. 

L͛iŶtƌoduĐtioŶà deà pEϭϯFà daŶsà lesà tƌoisà ŵodğlesà ϯDà deà l͛ápĠliŶe‘à aà peƌŵisà deà ǀisualiseƌà plusieuƌsà

iŶteƌaĐtioŶs,àdiffĠƌeŶtesàsuiǀaŶtàlesàŵodğles,àeŶtƌeàlesàƌĠsidusàďasiƋuesàdeàl͛apĠliŶeà;áƌg2, Arg4 et Lys8) 

iŶdispeŶsaďlesàăàlaàliaisoŶàdeàl͛apĠliŶeà(Fan et al., 2003; Medhurst et al., 2003) et des résidus acides 

des boucles extracellulaires du récepteur (Figure 35). 

DaŶsàleàŵodğleàϯDàdeàl͛ápĠliŶe‘àfoŶdĠàsuƌàleàŵodğleàϯDàduàCCKϭ‘,àl͛áƌg2 de pE13F interagit avec les 

résidus Asp-182 et Asp-ϮϴϬàdeàl͛ápĠliŶe‘à;àl͛áƌg4 lieàl͛ásp-182 du récepteur et la Lys8 interagit avec les 

résidus Asp-92 et Asp-282. 

DaŶsà leà ŵodğleà ϯDà deà l͛ápĠliŶe‘à foŶdĠà suƌà laà stƌuĐtuƌeà ĐƌistallogƌaphiƋueà duà ƌĠĐepteuƌà βϮ-

adƌĠŶeƌgiƋue,àl͛áƌg2 etàl͛áƌg4 de pE13F interagissent avec le même résidu, le Glu-ϵϬàdeàl͛ápĠliŶe‘. 
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EŶfiŶ,àdaŶsàleàŵodğleàϯDàdeàl͛ápĠliŶe‘àfoŶdĠàsuƌàlaàstƌuĐtuƌeàĐƌistallogƌaphiƋueàduàƌĠĐepteuƌàCXC‘ϰ,à

l͛áƌg2 de pE13F interagit avec le Glu-ϭϳϮàdeàl͛ápĠliŶe‘,àl͛áƌg4 iŶteƌagitàaǀeĐàl͛ásp-282 et la Lys8 interagit 

aǀeĐàl͛ásp-92. 

Afin de vérifier ces interactions, des mutations ponctuelles de tous les résidus identifiés ont été 

effeĐtuĠesàdaŶsàleàƌĠĐepteuƌàdeàl͛apĠliŶeàpaƌàŵutagĠŶğseàdiƌigĠe.àCesàƌĠsidusàoŶtàĠtĠàsuďstituĠsàpaƌà

une Ala ou par un résidu plus conservatif, une Asn pour les résidus Asp et une Gln pour les résidus Glu. 

Les ADNcs de ces différents récepteurs mutés ont été transfectés en CHO et des lignées stables ont 

été établies. 

Nous avons ensuite caractérisé l'effet de ces mutations sur les propriétés pharmacologiques de 

l͛ápĠliŶe‘àƋueàĐeàsoitàsuƌàsaàĐapaĐitĠàăàlieƌàpEϭϯFàƌadioŵaƌƋuĠàaiŶsiàƋueàsuƌàlaàĐapaĐitĠàdeàpEϭϯFàăà

iŶduiƌeà l͛iŶhiďitioŶà deà laà pƌoduĐtioŶà d͛áMPĐà iŶduiteà paƌà laà F“Kà ouà ăà iŶduiƌeà l͛iŶteƌŶalisatioŶà desà

ApélineR mutés. 

 

Figure 35 : Modèles tridimensionnelsà deà l͛ápĠliŶe‘à deà ƌatà ĐoŶstƌuitsà paƌà hoŵologieà deà sĠƋueŶĐeà

protéiques et fondés sur la structure cristallographique ou sur le modèle tridimensionnel validé de 

différents RCPGs. 
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2) Discussion 

“uiteàăàl͛iŶtƌoduĐtioŶàdeàpEϭϯFàdaŶsàĐhaĐuŶàdesàtƌoisàŵodğlesàϯDàdeàl͛ápĠliŶe‘,àdesàiŶteƌaĐtioŶsàeŶtƌeà

leà peptideà età leà ƌĠĐepteuƌà oŶtà ĠtĠà oďseƌǀĠes.à áiŶsi,à ĐhaƋueà ƌĠsiduà deà l͛ápeliŶ‘à poteŶtielleŵeŶtà

impliqué dans la liaison du ligand a été substituté, par mutagénèse dirigée, soit par une Ala, soit par 

un résidu conservatif. Des lignées stables exprimant ces récepteurs mutés couplés à une protéine 

autofluorescente, eGFP,à oŶtà ĠtĠà Ġtaďliesà afiŶà deà ĐaƌaĐtĠƌiseƌà phaƌŵaĐologiƋueŵeŶtà l͛iŵpaĐtà desà

mutations sur la ĐapaĐitĠàdeàpEϭϯFàăàseàlieƌàăàĐesàƌĠĐepteuƌsàouàăàiŶduiƌeàl͛iŶhiďitioŶàdeàlaàpƌoduĐtioŶà

d͛áMPĐàiŶduiteàpaƌàlaàF“KàaiŶsiàƋueàl͛iŶteƌŶalisatioŶàdesàápĠliŶe‘àŵutĠs. 

L͛aŶalǇseà paƌà ŵiĐƌosĐopieà ĐoŶfoĐaleà à fluoƌesĐeŶĐeà deà l͛eǆpƌessioŶà desà ápeliŶ‘à ŵutĠsà aà ŵoŶtƌĠ 

Ƌu͛auĐuŶeàŵutatioŶàŶ͛iŵpaĐtaitàl͛eǆpƌessioŶàŶiàl͛adƌessageàăàlaàŵeŵďƌaŶeàplasŵiƋueàduàƌĠĐepteuƌ.à

Nous avons montré que les ApelinR mutés D92A, E172A, D282A et D282N ne présentaient pas de 

liaisoŶàdeàpEϭϯFàƌadioŵaƌƋuĠàjusƋu͛ăàϱàŶMàdeàƌadioligaŶdàsuggĠƌaŶtàƋue les résidus Asp-92, Glu-172 

et Asp-282 sont impliqués dans la liaison de pE13F. De façon intéressante, nous avons montré que la 

suďstitutioŶà deà l͛ásp-92 et du Glu-172 par une Asn et une Gln, respectivement, aboutit à des 

récepteurs qui conservent leur capaĐitĠàăàlieƌàpEϭϯF,àĐoŶtƌaiƌeŵeŶtàăàlaàsuďstitutioŶàdeàl͛ásp-282 par 

une Ala. Ceci suggère que les résidus Asp-92 et Glu-172 établissent très certainement des liaisons 

hydrogènes aǀeĐàl͛apĠliŶe,àaloƌsàƋueàl͛ásp-282 établit des liaisons électrostatiques aǀeĐàl͛apĠliŶe.àEŶfiŶà

les ApelinR mutés pour les résidus Glu-90, Asp-182 et Asp-280 présentent une liaison de pE13F 

ƌadioŵaƌƋuĠeàsiŵilaiƌeàăàĐelleàdeàl͛ápĠliŶe‘àsauǀage,àsuggĠƌaŶtàƋueàĐesàƌĠsidusàŶeàsoŶtàpasàiŵpliƋuĠsà

dans la liaison de pE13F au récepteur. 

Nous nous sommes ensuite attachés à caractériser la capacité des récepteurs mutés à inhiber la 

pƌoduĐtioŶàd͛áMPĐàiŶduiteàpaƌàlaàF“K.ààLaàstiŵulatioŶàpaƌàpEϭϯFàdesàƌĠĐepteuƌsàŵutĠsàŵutaŶtsàEϵϬá,à

D92N, E172Q et D280A entraîne une inhibition de la production d͛áMPĐàiŶduiteàpaƌàlaàF“KàiŶdiƋuaŶtà

ƋueàĐesàŵutatioŶsàŶ͛affeĐteŶtàpasàlaàĐapaĐitĠàduàƌĠĐepteuƌàdeàl͛apĠliŶeàăàġtƌeàĐouplĠàŶĠgatiǀeŵeŶtàăà

l͛áC.à 

Deàplus,àlesàƌĠĐepteuƌsàŵutĠsàDϵϮáàetàEϭϳϮáàŶeàpƌĠseŶteŶtàpasàd͛iŶhiďitioŶàdeàlaàpƌoduĐtioŶàd͛áMPĐà

en accord aveĐà lesà ƌĠsultatsàdesàeǆpĠƌieŶĐesàdeà liaisoŶ.àáà l͛iŶǀeƌse,à lesà ƌĠĐepteuƌsàŵutĠsàDϮϴϮáàetà

DϮϴϮNàƋuiàŶeàpƌĠseŶtaieŶtàpasàdeàliaisoŶàjusƋu͛ăàϱàŶMàdeàpEϭϯFàƌadioŵaƌƋuĠ,àsoŶtàĐapaďlesàd͛iŶhiďeƌà

laà pƌoduĐtioŶà d͛áMPĐ.àNĠaŶŵoiŶs,à leuƌsà ĐapaĐitĠsà ăà iŶhiďeƌà laà pƌoduĐtioŶà d͛áMPĐà soŶtà foƌteŵeŶtà

diŵiŶuĠesàd͛uŶàfaĐteuƌàϮϬϴàetàϭϭϯϳàƌespeĐtiǀeŵeŶtàpaƌàƌappoƌtàăàl͛ápĠliŶe‘àsauǀageàĐoŶfiƌŵaŶtàaiŶsià

les résultats de liaison.  

EŶfiŶ,àŶousàaǀoŶsàǀĠƌifiĠàsiàlesàdiffĠƌeŶtesàŵutatioŶsàduàƌĠĐepteuƌàdeàl͛apĠliŶeàpouǀaieŶtàaffeĐteƌàsaà

ĐapaĐitĠàăàs͛iŶteƌŶaliseƌàsousàl͛aĐtioŶàdeàpEϭϯF.àLeàtƌaiteŵeŶtàdesàdiffĠƌeŶtesàligŶĠesàdeàĐellulesàCHOà
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exprimant de façon stable les récepteurs sauvage et mutés par une concentration supramaximale de 

pE13F montre que les mutants E90A, D92N, E172Q, D182A etàDϮϴϬáàsoŶtàĐapaďlesàdeàs͛iŶteƌŶaliseƌà

sousàl͛aĐtioŶàdeàpEϭϯFàĐoŵŵeàleàƌĠĐepteuƌàsauǀage.àáàl͛iŶǀeƌse,àpEϭϯFàŶ͛iŶduitàpasàl͛iŶteƌŶalisatioŶà

desàŵutaŶtsàDϵϮá,àEϭϳϮá,àDϮϴϮáàetàDϮϴϮN.àLesàƌĠsultatsàd͛iŶteƌŶalisatioŶàǀieŶŶeŶtàĐoŶfiƌŵeƌàleàƌƀleà

des résidus Asp-92, Glu-172 et Asp-282 dans la liaison de pE13F.  

Nous avons donc démontré que les résidus Asp-92, Glu-172 et Asp-282 sont impliqués dans la liaison 

deàpEϭϯFàăàl͛ápeliŶ‘.àCesàƌĠsidusàoŶtàĠtĠàoďseƌǀĠsàuŶiƋueŵeŶtàdaŶsàleàŵodğleàϯDàdeàl͛ápĠliŶe‘àfoŶdĠà

sur la stƌuĐtuƌeàĐƌistallogƌaphiƋueàduàƌĠĐepteuƌàdesàĐhiŵiokiŶesàCXC‘ϰ.àCeàƌĠsultatà faitàseŶsàsià l͛oŶà

ƌegaƌdeàl͛aƌďƌeàphǇlogĠŶĠtiƋueàdesàƌĠĐepteuƌsàdeàlaàfaŵilleàdeàlaàƌhodopsiŶe.àEŶàeffet,àl͛ápĠliŶe‘àseà

trouve dans la même branche que le récepteur CXCR4 qui, de ce fait, se trouve être le patron le plus 

proche phylogénétiquement. Ce travail représente une seconde validation de ce modèle après celle 

concernant les résidus de la poche aromatique située au fond du site de liaison, accueillant la Phe C-

terminale de l͛apĠliŶeà(Iturrioz et al., 2010b) (Figure 36). De la caractérisation pharmacologique de ces 

ƌĠsidusàetàdeàlaàŵodĠlisatioŶàŵolĠĐulaiƌe,àŶousàpouǀoŶsàdoŶĐàĐoŶĐluƌeàƋueàl͛ásp-92 interagit avec la 

Lys8 et le Glu-ϭϳϮàiŶteƌagitàaǀeĐàl͛áƌg2 de pE13F via un pont salin entre leur groupement carboxylate et 

leàgƌoupeŵeŶtàaŵŵoŶiuŵàouàguaŶidiŶiuŵàdeàlaàLǇsàetàdeàl͛áƌgàdeàpEϭϯF,àƌespeĐtiǀeŵeŶt.àL͛ásp-282 

iŶteƌagit,à ƋuaŶtà ăà lui,à aǀeĐà l͛áƌg4 de pE13F via une liaison électrostatique puisque la mutation 

conservative de ce résidu ne restaure pas la liaison de pE13F radiomarqué. Les résidus Asp-92, Glu-172 

et Asp-ϮϴϮàsoŶtàsituĠs,àƌespeĐtiǀeŵeŶt,àdaŶsàl͛ECLϭ,àl͛ECLϮàetàăàl͛iŶteƌfaĐeàECLϯ/TMϳàdeàl͛ápĠliŶe‘àĐeà

Ƌuià ĐoŶfiƌŵeà l͛iŵpoƌtaŶĐeà deà Đesà doŵaiŶesà stƌuĐtuƌauǆà daŶsà laà reconnaissance et la liaison des 

peptides aux RCPGs (Howl and Wheatley, 1996; Shi and Javitch, 2004; Venkatakrishnan et al., 2013). 

La queue N-teƌŵiŶaleàdeàl͛ápĠliŶe‘àĠtaŶtàaďseŶteàdaŶsàŶotƌeàŵodğleàϯD,àŶousàŶ͛aǀoŶsàpasàpuàobserver 

les interactions entre les résidus Glu-20 et Asp-Ϯϯàdeàl͛ápĠliŶe‘àaǀeĐàpEϭϯF.àOƌ,àĐesàƌĠsidusàoŶtàĠtĠà

montré comme jouant un rôle dans la liaison de pE13F (Zhou et al., 2003b). De façon intéressante, il a 

été montré par Résonnance Magnétique Nucléaire et dynamique moléculaire que la queue N-

teƌŵiŶaleà deà l͛ápeliŶ‘à foƌŵeà uŶeà aŶĐƌeà aŶioŶiƋueà iŶteƌagissaŶtà aǀeĐà lesà tġtesà lipidiƋuesà

extracellulaires de la membrane plasmique et présentant ses résidus acides au milieu extracellulaire 

(Langelaan et al., 2013).àáiŶsi,àpEϭϯFàpouƌƌaitàiŶteƌagiƌàaǀeĐàl͛ápeliŶ‘àǀiaàsesàƌĠsidusàďasiƋuesàeŶàdeuǆà

teŵps,àtoutàd͛aďoƌdàeŶàĠtaŶtàĐaptĠàpaƌàl͛aŶĐƌeàaŶioŶiƋueàƋuiàpouƌƌait,àuŶeàfoisàpEϭϯFàliĠ,àĐhaŶgeƌàdeà

conformation et diriger le peptide vers le site de liaison où il interagirait fortement avec les résidus 

Asp-92, Glu-172 et Asp-282. Ceci est conforté par une étude ayant montré que la substitution de la 

Cys-Ϯϴϰàdeàl͛ápeliŶ‘àƌoŵptàleàpoŶtàdisulfuƌeàeŶtƌeàleàTMϳàetàlaàƋueueàN-terminale et empêche la liaison 

de pE13F ăàl͛ápĠliŶe‘à(Kumar et al., 2016). Or, la Cys-284 est située à deux acides aminés en aval de 

l͛ásp-ϮϴϮàƋuiàiŶteƌagitàaǀeĐàl͛áƌg4 de pE13F. Donc la contrainte exercée par ce pont disulfure pourrait 
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permettre, une fois pE13F capté par la partie N-teƌŵiŶale,à d͛aŵeŶeƌà leà peptideà ǀeƌsà l͛ásp-282 

permettant sa liaison dans le site actif etàl͛aĐtiǀatioŶàdeàl͛ápĠliŶe‘.à 

LeàŵodğleàtƌidiŵeŶsioŶŶelàdeàl͛ápĠliŶe‘àfoŶdĠàsuƌàlaàstƌuĐtuƌeàĐƌistallogƌaphiƋueàduàƌĠĐepteuƌàCXC‘ϰà

pourra être utilisé pour effectuer des campagnes de criblage in silico de chimiothèques virtuelles. Ceci 

daŶsà leà ďutà d͛ideŶtifieƌà desà «à touĐhesà »à Ƌuià seƌoŶtà ǀalidĠesà eǆpĠƌiŵeŶtaleŵeŶtà eŶà ĠtudiaŶtà leuƌà

capacité de liaison. Les meilleures touches seront ensuite évaluées sur leurs capacités à inhiber la 

pƌoduĐtioŶàd͛áMPĐàiŶduite par la FSK, à recruter la -arrestine par Bioluminescence Resonance Energy 

TƌaŶsfeƌtà ;B‘ETͿà età ăà iŶduiƌeà l͛iŶteƌŶalisatioŶà duà ƌĠĐepteuƌ.à Nousà pouƌƌoŶsà aiŶsià dĠteƌŵiŶeƌà leà

caractère agoniste ou antagoniste des molécules sélectionnées et définir leurs profils 

phaƌŵaĐologiƋues.à Lesà ŵolĠĐulesà agoŶistesà seƌoŶtà eŶsuiteà optiŵisĠesà afiŶà d͛aŵĠliorer dans un 

premier temps leur affinité et dans un second temps leur biodisponibilité en vue de devenir des 

candidats médicaments pour le traitement des pathologies cardiovasculaires ou des désordres 

hǇpoŶatƌĠŵiƋues.àLeàŵodğleàϯDàduàƌĠĐepteuƌàdeàl͛apĠliŶeàseƌaàĠgaleŵeŶtàutilisĠàpouƌàoptiŵiseƌàlesà

composés en orientant le développement de molécules et en définissant ainsi les bases moléculaires 

d͛uŶàphaƌŵaĐophoƌeàd͛agoŶisteàouàd͛aŶtagoŶisteàdeàl͛ápĠliŶe‘. 

 

Figure 36 : ModğleàtƌidiŵeŶsioŶŶelàdeàl͛ápĠliŶe‘àdeàƌatàfoŶdĠàsuƌàlaàstƌuĐtuƌeàĐƌistallogƌaphiƋueàduà

récepteur aux chimiokines CXCR4 et validé par nos études structures-fonction (Iturrioz et al., 2010b; 

Gerbier et al., 2015). 
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V) Article 2 : DĠǀeloppeŵeŶt d’aŶalogues de l’apĠliŶe métaboliquement stables 

1) Introduction 

L͛ápeliŶ‘à ĐoŶstitueà uŶeà Điďleà thĠƌapeutiƋueà poteŶtielleà daŶsà leà tƌaiteŵeŶtà desà pathologiesà

ĐaƌdioǀasĐulaiƌesàĐoŵŵeàl͛iŶsuffisaŶĐeàĐaƌdiaƋueàouàdeàl͛hǇpoŶatƌĠŵie. Ainsi, le développement de 

ŵolĠĐulesàagoŶistesàdeàl͛ápeliŶ‘àestàesseŶtielàpour traiter ces pathologies. Cependant, la demi-vie des 

différentes formes moléculaires d͛apĠliŶeàestàtƌğsàĐouƌte,àdeàl͛oƌdƌeàdeàlaàŵiŶute,àle but de nos travaux 

a été de développer des analogues de pE13F ou de K17F métaboliquement stables. 

Du fait de sa plus grande affinité pouƌàl͛ápeliŶ‘àetàdeàsaàplusàgƌaŶdeàĐapaĐitĠàăàiŶduiƌeàl͛iŶteƌŶalisatioŶà

duàƌĠĐepteuƌàŵĠdiaŶtàl͛effetàhǇpoteŶseuƌ,àŶousàaǀoŶsàaǆĠàŶosàĠtudesàsuƌàlaàstaďilisatioŶàduàfƌagŵeŶtà

K17F. Pour ce faire, deux stratégies de stabilisation du peptide ont été utilisées.àToutàd͛aďoƌd,àpaƌàuŶeà

approche classique, nous avons substitué chaque résidu de K17F et de pE13F par son énantiomère de 

laàsĠƌieàDàouàpaƌàuŶàaĐideàaŵiŶĠàsǇŶthĠtiƋue.àD͛autƌeàpaƌt,àpaƌàuŶeàapproche originale, nous avons 

ajouté ăàl͛eǆtƌĠŵitĠàN-terminale de K17F une chaîne fluorocarbonée. Chaque peptide issu de ces deux 

approches a été caractérisé pour sa demi-vie plasmatique, puis pharmacologiquement sur sa capacité 

à se lier à l͛ápeliŶ‘àetàăà iŶduiƌeàl͛aĐtiǀatioŶàdesàǀoiesàdeàsigŶalisatioŶàduàƌĠĐepteuƌà;IŶhibition de la 

pƌoduĐtioŶàd͛áMPĐàiŶduiteàpaƌàlaàF“K,àƌeĐƌuteŵeŶtàdeàlaàβ-aƌƌestiŶe,à iŶteƌŶalisatioŶàdeàl͛ápeliŶ‘àetà

activation de la phosphorylation de ERK ½). Les meilleurs peptides ont été caractérisés ex vivo sur leur 

capacité à induire la vasorelaxatioŶà d͛anneaux aortiques età d͛aƌtğƌesà gloŵĠƌulaiƌesà deà ƌatà

pƌĠĐoŶtƌaĐtĠes,àƌespeĐtiǀeŵeŶt,àpaƌàlaàŶoƌĠpiŶephƌiŶeàetàl͛áŶgàIIàetàsuƌàleuƌàĐapaĐitĠàăàpƌoǀoƋueƌàuŶà

effetà iŶotƌopeà positifà suƌà desà Đœuƌsà isolĠsà peƌfusĠsà deà ƌat.à EŶfiŶ,à Đesà ŵġŵesà peptidesà oŶtà ĠtĠà

caractérisés in vivo suƌàleuƌàĐapaĐitĠàăàiŶhiďeƌàlaàsĠĐƌĠtioŶàd͛áVPàsuiteàăàleuƌàiŶjeĐtioŶàpaƌàǀoieài.Đ.ǀàĐhezà

la souris déshydratée, sur leur capacité à induire une baisse de la pression artérielle suite à leur 

injection par voie i.v chez le rat WKY normotendu anesthésié et enfin sur leur capacité à induire une 

diurèse suite à leur injection par voie i.v chez des rattes Sprague-Dawley anesthésiées. 
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2) Discussion 

Les différentes foƌŵesàŵolĠĐulaiƌesàd͛apĠliŶeàoŶtàdesàeffetsàaquarétique, hypotenseur et inotrope 

positif,àsuggĠƌaŶtàƋueàl͛ápĠliŶe‘àĐoŶstitueàuŶeàĐiďleàthĠƌapeutiƋueàpoteŶtielleàpouƌàleàtƌaiteŵeŶtàdesà

maladies cardiovasculaires et des rétentions hydriques. Cependant, la demi-vie de ces peptides in vivo 

està deà l͛oƌdƌe de la minute, ce qui limite leur utilisation.à áiŶsi,à leà dĠǀeloppeŵeŶtà d͛aŶaloguesà

ŵĠtaďoliƋueŵeŶtàstaďlesàdeàl͛apĠliŶe,àăàlaàfoisàspĠĐifiƋuesàetàsĠleĐtifsàdeàl͛ápeliŶ‘àestàesseŶtielàpouƌà

eǆploƌeƌàleàƌƀleàdeàl͛apĠliŶeàdaŶsàlesàpathologiesàpƌĠĐĠdeŵŵeŶtàĐitées et pour potentiellement traiter 

lesdites pathologies. Ainsi par deux approches, nous avons développé deux puissants analogues de 

K17F métaboliquement stables ayant un fort potentiel et un analogue métaboliquement stable de 

pE13F dont les effets in vivo sont moins convaincants.  

Toutàd͛aďoƌd,àpaƌàuŶeàappƌoĐheàdeàsuďstitutioŶàsǇstĠŵatiƋueàdesàƌĠsidusàdeàpE13F et de K17F par leur 

énantiomère de la série D ou par un acide aminé synthétique, nous avons pu déterminer quels résidus 

de pE13F ou de K17F pouvaientàġtƌeàsuďstituĠsàafiŶàd͛augŵeŶteƌàlaàdeŵi-vie du peptide sans modifier 

sesàpƌopƌiĠtĠsàphaƌŵaĐologiƋues.àPuis,àpaƌàuŶeàappƌoĐheàoƌigiŶale,àŶousàaǀoŶsàajoutĠàăàl͛eǆtƌĠŵitĠàN-

terminale de K17F une chaîne fluorocarbonée et caractérisé les peptides correspondants et 

sélectionné celui présentant la plus grande demi-vie plasmatique tout en conservant les propriétés 

pharmacologiques similaires à K17F. 

áiŶsi,àpaƌàl͛appƌoĐheàĐlassiƋue,àuŶàaŶalogueàdeàKϭϳF,àleàPϵϮà;H-Lys-Phe-Arg-Arg-Gln-Arg-Pro-Arg-Leu-

Ser-His-Lys-Gly-Pro-Met-Pro-Phe-OH), et un analogue de pE13F, le P26 (N-Acetyl-Arg-Pro-Arg-DLeu-

Ser-Aib-Lys-DAla-ProNle-Pro(4-Br)Phe-OHͿ,à oŶtà ĠtĠà dĠǀeloppĠs.à L͛appƌoĐheà oƌigiŶaleà aà peƌŵisà deà

développer un analogue de K17F, le LIT01-196 (CF3(CF2)7(CH2)2C(O)-Lys-Phe-Arg-Arg-Gln-Arg-Pro-

Arg-Leu-Ser-His-Lys-Gly-Pro-Met-Pro-Phe-OH) (Tableau VI). Ces trois peptides ont ensuite été 

ĐaƌaĐtĠƌisĠsà phaƌŵaĐologiƋueŵeŶt.à L͛aŶalǇseà in vitro de la stabilité plasmatique de ces peptides 

montrent une forte augmentation de leur demi-vie par rapport à pE13F (7,2 min) et K17f (4,6 min) 

puisque le P26, le P92 et le LIT01-196 présentent, respectivement, une demi-vie plasmatique de 86, 24 

et 1440 min. L͛aŶalǇseàdesàpaƌaŵğtƌesàphaƌŵaĐologiƋuesàdeàĐesàpeptidesàŵoŶtƌeŶtàƋu͛ilsàpƌĠseŶteŶtà

des caractéristiques similaires aux peptides endogènes. Néanmoins, comme pE13F, le P26 présente la 

plusàfaiďleàeffiĐaĐitĠàăàiŶduiƌeàleàƌeĐƌuteŵeŶtàdeàlaàβ-aƌƌestiŶeàăàl͛ápĠliŶe‘,àăàiŶduiƌeàl͛iŶteƌŶalisatioŶà

du récepteur et à activer la phosphorylation de ERK ½. Les peptides issus de K17F étant les plus 

puissants, ils ont donc été étudiés ex vivo et in vivo. 

Toutà d͛aďoƌd,à Ŷousà aǀoŶsà ĠtudiĠà l͛aĐtiǀitĠà ǀasoƌelaǆaŶteà duà PϵϮà et du LIT01-196 sur des anneaux 

aortiques de rat précontractés par la norépinephrine et sur des artérioles glomérulaires de rat 

précontractées par l͛áŶgàII.àNousàaǀoŶsàŵoŶtƌĠàƋueàlesàdeuǆàaŶaloguesàeŶtƌaîŶaieŶt,àĐoŵŵeàKϭϳF,àuŶeà
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vasorelaxation dose-dépendante de ces deux préparations.à Deà plus,à ilà aà ĠtĠàŵoŶtƌĠà Ƌueà l͛iŶfusioŶà

pƌĠalaďleà d͛uŶà iŶhiďiteuƌà deà laà NO-synthase, le L-NáME,à iŶhiďaità deà façoŶà sigŶifiĐatiǀeà l͛effetà

vasorelaxant de ces peptides suggérant un mécanisme NO-dépendant, similaire à celui de K17F. 

EŶsuiteà l͛Ġtudeàdeà l͛effet de P92 sur la contractilité cardiaque a été effectuée suƌàdesàĐœuƌsà isolĠsà

perfusés de rat (modèle de Langendorff) etàaàŵoŶtƌĠàƋu͛auĐuŶeàdesàŵodifiĐatioŶsà introduites dans 

K17F ne modifiait l͛effetàiŶotƌopeàpositifàdeàPϵϮàpaƌàƌapport à K17F.  

Puis, ces composés ont été analysés in vivo et nous avons étudié si le P92 et le LIT01-196 exerçaient 

lesàŵġŵesà effetsà Ƌueà KϭϳFà suƌà leà sǇstğŵeà ǀasopƌessiŶeƌgiƋue.à Toutà d͛aďoƌd,à ilà aà ĠtĠàŵoŶtƌĠà Ƌueà

l͛iŶjeĐtioŶàpaƌ voie i.c.v de ces deux composés chez la souris déshydratée entraînait une diminution 

dose-dĠpeŶdaŶteàdeàlaàsĠĐƌĠtioŶàd͛áVPàdaŶsàlaàĐiƌĐulatioŶàsaŶguiŶeàetàĐeàdeàfaçoŶàϲà;pouƌàleàPϵϮͿàăà

160 fois (pour le LIT01-ϭϵϲͿàplusàeffiĐaĐeàƋueàKϭϳF.àCeĐiàsuggğƌeàƋu͛ăàl͛iŶstaƌàdeàKϭϳF,àleàPϵϮàetàle LIT01-

ϭϵϲàatteigŶeŶtàlesàstƌuĐtuƌesàhǇpothalaŵiƋuesàiŵpliƋuĠesàdaŶsàlaàsĠĐƌĠtioŶàd͛áVPàetàƋu͛ilsàiŶhiďeŶtà

l͛aĐtiǀitĠà ĠleĐtƌiƋueà phasiƋueà desà ŶeuƌoŶesà ăà áVP,à eŵpġĐhaŶtà deà faità laà sĠĐƌĠtioŶà d͛áVPà daŶsà laà

circulation sanguine. Egalement, il a été montré que le P92 et le LIT01-196, injectés par voie i.v chez la 

ƌatteàaŶesthĠsiĠe,àstiŵuleàlaàdiuƌğse.àájoutĠàăàl͛effetàdeàĐesàdeuǆàĐoŵposĠsàsuƌàlaàǀasoƌelaǆatioŶàdesà

artérioles glomérulaires, il suggère que le P92 et le LIT01-196 ont une action directe au niveau du rein 

où ils augmentent le flux sanguin rénal et stimulent la diurèse, effet diurétique important pour le 

tƌaiteŵeŶtà deà l͛iŶsuffisaŶĐeà ĐaƌdiaƋue.à Deà fait,à ces deux molécules constituent des outils 

thérapeutiques potentiels pour le traitement des rétentions hydriques et des désordres 

hyponatrémiques. 

Enfin, il a été montré que le P92 et le LIT01-196 entraînaient une diminution dose-dépendante de la 

pression artérielle suite à leur injection par voie i.v chez le rat normotendu anesthésié. Nous avons 

également montré que la baisse de pression artérielle et la durée de cet effet induit par chaque 

composé sont nettement supérieurs à ceux de K17F. De plus, le P92 et le LIT01-196 injectés par voie 

i.ǀàĐhezàlaàsouƌisàdĠshǇdƌatĠeàdiŵiŶueŶtàlaàsĠĐƌĠtioŶàd͛áVPàdaŶsàla circulation sanguine avec un effet 

6 fois et 160 fois, respectivement, plus fort que celui de K17F. Injectés par voie i.v chez la ratte vigile, 

les deux composés augmentent la diurèse avec un effet nettement plus marqué que celui observé 

après injection de K17F. Par conséquent, ces deux molécules représentent des candidats potentiels 

pouƌà leà tƌaiteŵeŶtà deà l͛iŶsuffisaŶĐeà ĐaƌdiaƋue.à Ilsà pouƌƌaieŶtà peƌŵettƌeà d͛aŵĠlioƌeƌà la fonction 

cardiaque après l͛iŶfaƌĐtusàdu myocarde et permettraient de diminuer le stress ventriculaire et les 

besoins en oxygène duàĐœuƌàĐoŵŵeàilàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàloƌsàdeàl͛iŶjeĐtioŶàaigüeàdeàpEϭϯFàĐhezàdesàpatieŶtsà

souffƌaŶtàd͛iŶsuffisaŶĐeàĐaƌdiaƋueà(Barnes et al., 2013).  
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En conclusion, nous avons développé deux analogues de K17F métaboliquement stables. Ils présentent 

des propriétés pharmacologiques similaires au peptide endogène, néanmoins, leurs effets in vivo sont 

beaucoup plus puissants et plus durables que K17F ce qui en fait de bons candidats thérapeutiques. 

 

Tableau VI :àáŶaloguesàdeàl͛apĠliŶeàŵĠtaďoliƋueŵeŶtàstaďlesàissusàdeàŶosàĠtudesàstƌuĐtuƌe-activité. 
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Conclusions et perspectives 

Les trois foƌŵesàŵolĠĐulaiƌesàd͛apĠliŶe endogènes sont issues de la maturation de la préproapéline. 

Ces trois neuropeptides sont constitués des 36 (apéline-36), 17 (K17F) et 13 (pE13F) derniers résidus 

C-terminaux de la préproapéline (Tatemoto et al., 1998; De Mota et al., 2000). Les alignements de 

séquence de la préproapéline ont montré une stricte conservation des 17 derniers résidus C-terminaux 

duàpƌĠĐuƌseuƌ.àCesàtƌoisàŶeuƌopeptidesàlieŶtàaǀeĐàuŶeàaffiŶitĠàsiŵilaiƌeàl͛ápeliŶ‘àetàaĐtiǀeŶtàd͛uŶeàpart 

laàpƌotĠiŶeàGαi couplée au récepteur conduisant à l͛iŶhiďitioŶàdeàlaàpƌoduĐtioŶàd͛áMPĐàetàd͛autƌeàpaƌtà

iŶduiseŶtàl͛iŶteƌŶalisatioŶàdeàĐeàƌĠĐepteuƌàǀiaàleàƌeĐƌuteŵeŶtàdeàlaàβ-arrestine au récepteur ;O͛Doǁdà

et al., 1993; Tatemoto et al., 1998; De Mota et al., 2000; El Messari et al., 2004; Masri et al., 2006). 

L͛apĠliŶeàseàlieàăàl͛ápĠliŶe‘àauàŵoǇeŶàdeàsesàƌĠsidus basiques situés dans les 13 derniers résidus C-

terminaux du peptide (Fan et al., 2003; Medhurst et al., 2003). La Phe C-terminale de K17F et de pE13F 

estàiŵpliƋuĠeàdaŶsàleàŵĠĐaŶisŵeàd͛iŶteƌŶalisatioŶàduàƌĠĐepteuƌàeŶàiŶteƌagissaŶtàaǀeĐàlesàƌĠsidusàPhe-

255 et Trp-259 constituant une poche aromatique située au fond du site de liaison du peptide (El 

Messari et al., 2004; Iturrioz et al., 2010b; Ceraudo et al., 2014). 

L͛apĠliŶeàetàl͛ápĠliŶe‘àpossğdeŶtàplusieuƌsàƌƀles physiologiques et sont notamment impliqués dans le 

ŵaiŶtieŶàdeà l͛ĠƋuiliďƌeàhǇdƌiƋueàetàdaŶsà laà ƌĠgulatioŶàdesà foŶĐtioŶsà ĐaƌdioǀasĐulaiƌes.à EŶà effet,à auà

Ŷiǀeauà ĐĠƌĠďƌal,à l͛apĠliŶeà età l͛áVPà soŶtà ĐoloĐalisĠes dans les neurones magnocellulaires 

vasopressineƌgiƋuesàetàl͛apĠliŶeàestàĐapaďleàd͛iŶhiďeƌàl͛aĐtiǀitĠàĠleĐtƌiƋueàphasiƋueàdeàĐesàŶeuƌoŶesà

pouƌàeŵpġĐheƌàlaàsĠĐƌĠtioŶàd͛áVPàdaŶsàlaàĐiƌĐulatioŶàsaŶguiŶeàpƌoǀoƋuaŶtàuŶeàaugŵeŶtatioŶàdeàlaà

diurèse aqueuse (Reaux et al., 2001; Reaux-Le Goazigo et al., 2004; De Mota et al., 2004).àL͛apĠliŶeà

présente une action directe au niveau du rein en augmentant le flux sanguin rénal et en inhibant les 

effetsàdeàl͛áVPàauàŶiǀeauàduàĐaŶalàĐolleĐteuƌà(Hus-Citharel et al., 2008, 2014).àL͛apĠliŶeàpaƌtiĐipeàdoŶĐà

auàŵaiŶtieŶàdeàl͛ĠƋuiliďƌeàhǇdƌiƋueàeŶàĐoŶtƌeďalaŶçaŶtàlesàeffetsàaŶtidiuƌĠtiƋuesàdeàl͛áVP.àáuàŶiǀeauà

ĐaƌdioǀasĐulaiƌe,àl͛apĠliŶeàaugŵeŶteàlaàfoƌĐeàĐoŶtƌaĐtileàduàŵǇoĐaƌdeàpaƌàuŶàeffetàiŶotƌopeàpositif tout 

en diminuant les résistances vasculaires (Szokodi et al., 2002; Chen et al., 2003; Berry et al., 2004). De 

plus,à l͛iŶǀalidatioŶà gĠŶiƋueà deà laà pƌĠpƌoapĠliŶeà Đhezà laà souƌisà eŶtƌaîŶeà leà dĠǀeloppeŵeŶtà d͛uŶeà

iŶsuffisaŶĐeàĐaƌdiaƋueàĐhezàĐesàaŶiŵauǆàaǀeĐàl͛ągeàsuggĠƌaŶtàuŶàƌƀleàpƌoteĐteuƌàdeàl͛apĠliŶeàdaŶsàleà

développement de cette pathologie (Kuba et al., 2007).àEŶfiŶ,àl͛apĠliŶe,àeŶàiŶduisaŶtàl͛iŶteƌŶalisatioŶà

deàl͛ápĠliŶe‘àĐoŶduitàăàƌĠduiƌeàlaàpƌessioŶàaƌtĠƌielleà(El Messari et al., 2004; Brame et al., 2015; Murza 

et al., 2017).àáiŶsi,àl͛ápĠliŶe‘àƌepƌĠseŶteàuŶeàĐiďleàthĠƌapeutiƋueàpoteŶtielleàdaŶsàleàtƌaiteŵeŶtàdesà

dĠsoƌdƌesà hǇdƌiƋuesà ouà deà l͛iŶsuffisaŶĐeà ĐaƌdiaƋue,à justifiaŶtà duà dĠǀeloppeŵeŶtà d͛agoŶistesà

spécifiques et sélectifs de ce récepteur. 

áfiŶàdeàdĠǀeloppeƌàdeàtelsàĐoŵposĠs,àilàĠtaitàiŵpoƌtaŶtàdeàĐoŶŶaîtƌeàleàŵodeàdeàliaisoŶàdeàl͛apĠliŶeàăà

soŶà ƌĠĐepteuƌ.à EŶà l͛aďseŶĐeà deà stƌuĐtuƌesà ĐƌistallogƌaphiƋuesà deà l͛ápĠliŶe‘,à tƌoisà ŵodğlesà
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tridimensionnels de ce récepteur ont été construits par homologie avec soit, le modèle validé du 

ƌĠĐepteuƌà deà laà ĐholĠĐǇstokiŶiŶeàϴà deà tǇpeàϭ,à soità laà stƌuĐtuƌeà ĐƌistallogƌaphiƋueàduà ƌĠĐepteuƌà βϮ-

adrénergique, soit laà stƌuĐtuƌeàduà ƌĠĐepteuƌà auǆà ĐhiŵiokiŶesàCXC‘ϰ.à L͛iŶtƌoduĐtioŶàdeàpEϭϯFàdaŶsà

ĐhaĐuŶàdesàtƌoisàŵodğlesàaàpeƌŵisàd͛oďseƌǀeƌàdiffĠƌeŶtesà iŶteƌaĐtioŶsàpossiďlesàeŶtƌeà leàpeptideàetà

l͛ápĠliŶe‘.àEŶàpƌeŵieƌàlieu,àlaàPheàC-teƌŵiŶaleàdeàpEϭϯF,àŶĠĐessaiƌeàăàl͛iŶteƌŶalisatioŶàdeàl͛ápĠliŶe‘àetà

ăàsoŶàeffetàhǇpoteŶseuƌ,às͛iŶsğƌeàdaŶsàuŶeàpoĐheàaƌoŵatiƋueàsituĠeàauàfoŶdàduàsiteàdeàliaisoŶàideŶtiƋueà

daŶsàlesàtƌoisàŵodğlesàĐeàƋuiàƌeŶdàleuƌàutilisatioŶàĐohĠƌeŶteàdaŶsàl͛optiƋueàdeàdĠĐouǀƌiƌàleàŵodeàdeà

liaisoŶàdeàl͛apĠliŶe ăàl͛ápĠliŶe‘.àEŶàseĐoŶdàlieu,àlesàƌĠsidusàďasiƋuesàdeàpEϭϯFà;áƌg2, Arg4 et Lys8), jouant 

un rôle crucial dans la liaison du peptide, interagissent en surface du récepteur avec des résidus acides 

situés au niveau de ses boucles extracellulaires selon des modes de liaison différents entre les trois 

modèles. Par des études structure-fonction par mutagénèse dirigée, nous avons montré que les 

résidus Asp-92, Glu-172 et Asp-ϮϴϮ,àǀisualisĠsàuŶiƋueŵeŶtàdaŶsàleàŵodğleàdeàl͛ápĠliŶe‘àfoŶdĠàsuƌàlaà

structure cristallographique du récepteur CXCR4, jouent un rôle fondamental dans la liaison de 

l͛apĠliŶeàăàsoŶàƌĠĐepteuƌ.àCesàƌĠsultatsàƌepƌĠseŶteŶtàuŶeàǀalidatioŶàdeàĐeàŵodğleàdeàl͛ápĠliŶe‘.àCeà

ŵodğleà seƌaà utilisĠà pouƌà Ġtudieƌà lesà ŵĠĐaŶisŵesà d͛aĐtiǀatioŶà deà l͛ápĠliŶe‘,à pouƌà réaliser des 

campagnes de criblage in silico de chimiothèques virtuelles, ainsi que pour développer un 

phaƌŵaĐophoƌeàd͛agoŶisteàouàd͛aŶtagoŶisteàspĠĐifiƋueàetàsĠleĐtifàdeàl͛ápĠliŶe‘. 

ToujouƌsàdaŶsàl͛oďjeĐtifàdeàdĠǀeloppeƌàuŶàagoŶisteàdeàl͛ápĠliŶe‘àăàfoƌtàpoteŶtielàthĠƌapeutiƋue,àŶousà

aǀoŶsà eŶtƌepƌisà d͛augŵeŶteƌà laà deŵi-ǀieà deà l͛apĠliŶe,à Ƌuià està deà l͛oƌdƌeà deà laà ŵiŶuteà in vivo, en 

développant des analogues deà l͛apĠliŶeàmétaboliquement stables. Pour ce faire, nous avons utilisé 

deuǆàstƌatĠgiesàdeàdĠǀeloppeŵeŶt.àL͛uŶeàĐlassiƋue,àeŶàsuďstituaŶtàĐhaĐuŶàdesàƌĠsidusàdeàpEϭϯFàouàdeà

KϭϳFà paƌà soŶà ĠŶaŶtioŵğƌeà deà laà sĠƌieà Dà ouà paƌà uŶà aĐideà aŵiŶĠà sǇŶthĠtiƋue.à L͛autƌeà oƌigiŶale,à eŶà

ajoutaŶtà ăà l͛eǆtƌĠmité N-terminale de K17F une chaîne fluorocarbonée. Nous avons caractérisé 

pharmacologiquement chacun des analogues sur leur capacité à se lier à l͛ápĠliŶe‘,à ăà iŶduiƌeà

l͛iŶhiďitioŶàdeàlaàpƌoduĐtioŶàd͛áMPĐàiŶduiteàpaƌàlaàF“K,àăàiŶduiƌeà leàƌeĐƌuteŵeŶtàdeàlaàβ-arrestine à 

l͛ápĠliŶe‘àetàăàiŶduiƌeàl͛iŶteƌŶalisatioŶàduàƌĠĐepteuƌ.àLesàaŶaloguesàPϵϮ,àissuàdeàlaàstƌatĠgieàĐlassiƋueà

et analogue de K17F, et LIT01-196, issu de la stratégie originale, sont les composés les plus puissants 

(affinité subnanomolaire) agonistes complets deàl͛ápĠliŶe‘,àƋuiàont ensuite été caractérisés ex vivo et 

in vivo. La stabilité de ces deux analogues a été considérablement accrue par rapport à K17F, 24 min 

pour le P92 et plus de 1440 min pour le LIT01-196, qui de plus se comportent comme de puissants 

hǇpoteŶseuƌsàăàeffetàduƌaďle,àĐapaďlesàĐoŵŵeàKϭϳF,àd͛eǆeƌĐeƌàuŶàeffetàiŶotƌopeàpositif,àd͛augmenter 

le flux sanguin rénal, iŶhiďeƌàlaàsĠĐƌĠtioŶàd͛áVPàdaŶsàleàsaŶgàetàaugŵeŶteƌàlaàdiuƌğse.àáiŶsiàĐesàdeuǆà

analogues de K17F représentent de bons candidats pour le traitement de pathologies comme 

l͛iŶsuffisaŶĐeà ĐaƌdiaƋueà ouà l͛hyponatrémie.à áiŶsi,à l͛Ġtudeà deàdes effets de ces composés dans des 
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modèles animaux d͛insuffisance cardiaque ou d͛hyponatrémie ĐoŶstitueƌait,às͛ilsàsoŶtàĐoŶĐluaŶts, en 

une preuveà deà ĐoŶĐeptà deà l͛utilitĠà deà Đesà ĐoŵposĠsà d͛uŶeà paƌt,à età d͛autƌeà paƌtà dĠŵoŶtƌeƌaità leà

poteŶtielàthĠƌapeutiƋueàdeàl͛ápĠliŶe‘àetàl͛iŵpoƌtaŶĐeàde développer des agonistes de ce récepteur. 

EŶfiŶ,à laà dĠŵoŶstƌatioŶà deà l͛augŵeŶtatioŶà deà laà deŵi-ǀieà deà KϭϳFà paƌà l͛ajoutà d͛uŶeà ĐhaîŶeà

fluorocarbonée en position N-teƌŵiŶaleàdeàl͛apĠliŶeàpouƌƌaitàġtƌeàĠteŶdueàăàd͛autƌesàpeptidesàeŶàǀueà

de les protéger de la dégradation enzymatique. 
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Annexe: Revue ͞Role of the ǀasopƌessiŶ/apeliŶ ďalaŶĐe aŶd poteŶtial use of 

ŵetaďoliĐallǇ staďle apeliŶ aŶalogs iŶ ǁateƌ ŵetaďolisŵ disoƌdeƌs͟ (En 

revision) 
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RESUME 

 

Ces travaux de thèse s'articulent autour de deux projets : les études structure-fonction de l'aminopeptidase A, d'une part, et 

celles du récepteur de l'apéline, d'autre part. 

I/ L’aŵiŶopeptidase A ;APA, EC 3.4.11.7) est une aminopeptidase monozinc membranaire qui, dans le cerveau, produit 

l’aŶgioteŶsiŶe ;AŶgͿ III à partir de l'AŶg II. L’AŶg III est l'un des principaux peptides effecteurs du système rénine-angiotensine 

cérébral qui exerce un effet stimulateur tonique sur le contrôle central de la pression artérielle chez le rat hypertendu. Ainsi le 

blocage de l'APA par un inhibiteur spécifique et sélectif, l'EC33 ou sa prodrogue, le RB150, normalise la pression artérielle dans 

deux modèles expérimentaux d'hypertension artérielle (HTA). L’APA ĐoŶstitue une cible thérapeutique potentielle pour le 

tƌaiteŵeŶt de l’HTA qui justifie le développement de nouveaux inhibiteurs de cette enzyme plus puissants et plus sélectifs que 

l'EC33 et avec un profil pharmacodynamique et pharmacocinétique amélioré par rapport au RB150.  

      Pour cela, nous avons construit uŶ ŵodğle tƌidiŵeŶsioŶŶel ;ϯDͿ de l’APA suƌ la ďase de la stƌuĐtuƌe ĐƌistallogƌaphiƋue de 

l'APA humaine récemment publiée. Nous avons ensuite validé ce modèle par des études structure-fonction par modélisation 

moléculaire et mutagéŶğse diƌigĠe eŶ dĠŵoŶtƌaŶt l’iŵpliĐatioŶ, d’uŶ ƌĠsidu du sous-site S1 dans la spécificité de substrat acide 

de l'APA et de deux résidus formant le sous-site SϮ’ iŶteƌagissant aveĐ le ƌĠsidu PϮ’ aĐide d’inhibiteurs tripeptidiques 

précédemment développés dans le laboratoire. 

II/ L’apĠliŶe est le ligaŶd Ŷatuƌel du ƌĠĐepteuƌ orphelin humain APJ (ApélineR), un récepteur à sept domaines 

tƌaŶsŵeŵďƌaŶaiƌes ĐouplĠ auǆ pƌotĠiŶes G. L’apĠliŶe et son récepteur sont impliqués dans le maintieŶ de l’ĠƋuiliďƌe hǇdƌiƋue 

et des fonctions cardiovasculaires. L’ApĠliŶeR constitue une cible thérapeutique potentielle dans le traitement de l’iŶsuffisaŶĐe 

cardiaque et des rétentions hydriques. Etant donné que la demi-vie de l’apĠliŶe daŶs la ĐiƌĐulatioŶ saŶguiŶe est de l’oƌdƌe de la 

ŵiŶute, l’oďjeĐtif est de dĠveloppeƌ des analogues de l'apéline métaboliquement stables. 

Pour développer de tels composés, nous avons entrepris de ĐoŵpƌeŶdƌe ĐoŵŵeŶt l’apĠliŶe se lie à soŶ ƌĠĐepteuƌ et 

ĐoŵŵeŶt elle l’aĐtive. Dans ce but, nous avons construit un modèle 3D de l’ApĠliŶeR basé sur la structure cristallographique du 

récepteur aux chimiokines, CXCR4. Nous avons validé ce modèle par des études structure-fonction par modélisation moléculaire 

et mutagénèse dirigée. Nous avons identifié à la surface du récepteur, les résidus acides des boucles extracellulaires qui 

interagissent avec les résidus basiques de l'apéline. Nous avons ensuite développé des analogues de l'apéline-17 (K17F) 

métaboliquement stables par deux stratégies différentes. Premièrement, nous avons substitué chacun des résidus de l’apĠliŶe 

par son énantiomère de la série D ou par un acide aminé synthétique. Deuxièmement, nous avons ajouté une chaîne fluoroalkyle 

à l’eǆtƌĠŵitĠ N-terminale de l'apéline. Ces deux stratégies ont permis d'obtenir plusieurs composés dont les plus actifs sont le 

P92 et le LIT01-196 qui conservent des propriétés pharmacologiques identiques à celles de K17F et qui présentent une demi-vie 

plasmatique largement supérieure à celle du peptide endogène. Ces deux analogues se sont révélés particulièrement actifs in 

vivo avec une capacité à diminuer la pression artérielle et à réduire la sécrétion de vasopressine dans le sang conduisant à une 

augmentation de la diurèse aqueuse. 

Les modèles 3D validés de l'APA et de l'ApélineR seront utilisés pour des campagnes de criblage in silico de chimiothèques 

virtuelles afin de découvrir de nouveaux inhibiteurs de l'APA et des agoŶistes de l’ApĠliŶeR qui pourraient conduire à terme à 

de nouveaux candidats-médicaments. Ces composés pourraient être utiles pour le traitement de l'HTA et de l'insuffisance 

cardiaque. 


