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Partie 1 : L’a i opeptidase A ale, u e i le th apeuti ue 

pote tielle da s le t aite e t de l’h pe te sio  

 

 

Chapitre 1 : L’a i opeptidase A, u e a i opeptidase o ozi  e a ai e 

 

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 peptidasesà o ozi sàso tà a a t is esàpa àlaàp se e,àauàsei àdeàleu àsiteàa tif,àd u à otifàdeà sidusà

o te a tàu àgluta ateà Glu àpe etta tàlaàliaiso àd u àato eàdeàzi .àCeàGluàetàl ato eàdeàzi àjoue tàu à

leà l àda sàl a teà atal ti ueàdeà etteàfa illeàd e z es (Figure 1). 

 

I) Introduction : Les peptidases monozincs 

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

l a i opeptidaseàNà (Bally et al., 1984), la stromélysine (Whitham et al., 1986) ouàe o eà l e dopeptidaseà

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

consensus à ces enzymes pe etta tàd ta li àlesàp e i esà lassifi atio sàdeà etteàfa illeàdeàp ot i es.àLaà

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

st u tu alesàe t eà esàe z esàetàpe isàd affi e àlaà lassifi atio à(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).  

L a al seàdesàalig e e tsàdeàs ue esàp ot i uesàetàdesàst u tu esàt idi e sio ellesàdeà esàe z esàaà

pe isàd ide tifier 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-fa illesàselo àlaà atu eàdeàl a ideàa i à ème 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. 



16 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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-

fa illeà deà laà the ol si e,à elleà deà l e dopeptidaseà eut e,à elleà deà l e z eà deà o e sio à deà

l a giote si eàetà elleàdesàa i opeptidases. 

 

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 

d aut esà tallopeptidasesàdeà ette famille possèdent deux régions fortement conservées impliquées 

da sàlaàliaiso àdeàl ato eàdeàzi .àL ato eàdeàzi àdeàlaàthe ol si e,àpa àe e ple,àestàt t a oo di à

par les deux histidines (His) du motif HEXXH (His-142 et His- ,àpa àu eà ol uleàd eau 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- àpe etàlaàsta ilisatio àdeàl His-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. 

D u àpoi tàdeà ueàst u tu al,àtoutesà esàe z esàp se te tàdeu àdo ai es,àu àN-terminal constitué 

d h li es-αà età deà feuillets-βà età u à do ai eà C-terminal composé de 5 hélices-α.à Do ai esà Nà età C-

terminaux forment une interface où se situe le site actif. 

 

b) La sous-fa ille de l’e dopeptidase eut e 

Cette sous-fa illeà eg oupeàdesàe z esà o eàl e dopeptidaseà eut eà ECà . . . à(Oefner et al., 

2000) ouàl e doth li eà ECà . . . à(Schulz et al., 2009). Le Glu, troisième ligand du zinc, se trouve à 

environ 64 acides aminés e àa alàduà otifàHEXXHàauàsei àdeàlaàs ue eà o se susàENXáDXGG.àL áspà

deà eà otifàestà gale e tài pli u àda sàl a teà atal ti ueà iaàu à elaisàdeà ha geàa e àu eàdesàHisàduà

motif HEXXH (Le Moual et al., 1991, 1994; Shimada et al., 1996). 
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D u à poi tà deà ueà st u tu al,à esà e z esà p se te tà deu à do ai es,à u à N-terminal constitué 

d h li es-α,à u à C-te i alà o stitu à d h li es-αà età d u à feuillet-β.à L i te fa eà fo eà pa à esà deu à

domaines contient le site actif. 

 

c) La sous-fa ille de l’e z e de o e sio  de l’a giote si e  

L e z eàdeà o e sio àdeà l a giote si eà ECá,àECà . . . à (Kim et al., 2003; Natesh et al., 2003; 

Watermeyer et al., 2006) o eà l e z eà deà o e sio à deà l a giote si eà deà t peà à ECá ,à EC 

3.4.17.23) (Donoghue et al., 2000; Towler et al., 2004) ai sià ueàd aut esàe z esàdeà etteàfa ille,à

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

de la séquence consensus GFHEáXGDàoùàseàt ou eà gale e tàl áspà oo di a tàlaàp e i eàHisàduà otifà

HEXXH (Williams et al., 1994).  

D u àpoi tàdeà ueàst u tu al,àlesàe z esàdeà etteàfa illeàp se te tàdeu àdo ai es,àu àN-terminal 

o stitu à d h li es-αà età deà à feuillets-β,à u à C-te i alà o stitu à d h li es-αà età deà à feuillets-β.à

L i te fa eàfo eàpa à esàdeu àdo ai esà o tie tàleàsiteàa tif. 

 

d) La sous-famille des aminopeptidases 

Cette sous-fa illeà eg oupeàu i ue e tàlesàa i opeptidasesà eàposs da tà u u àseulàato eàdeàzinc 

pa à o o eàd e z es.àC estàleà asàdeàlaàleukot i eàá -hydrolase (EC 3.3.2.6) (Thunnissen et al., 

2001),àl a i opeptidaseàáà áPá,àECà . . . à(Yang et al., 2013) ou encore l a i opeptidaseàNà áPN,à

EC 3.4.11.2) (Wong et al., 2012),à l a i opeptidaseà Bà áPB,à ECà . . . à (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.  

L o ga isatio à st u tu aleà deà ette sous-fa illeà d e z eà se aà d taill eà i-après mais de façon 

résumée, cette famille de protéines présente deux domaines, un N-te i alà o stitu àd h li es-αàetà

feuillets-β,àu àC-te i alà o stitu àp i ipale e tàd h li es-α.àL àe o e,àl i te fa eà o tient 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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D u àpoi tàdeà ueàst u tu al,àlesàe z esàdeà etteàfa illeàp se te tàdeu àdo ai esàa e àleàsiteàa tifà

à l i te face. Un domaine N-te i alà o stitu à d h li es-αà età d u à petità feuillet-β,à u à C-terminal 

o stitu àd h li es-αàetàd u ài po ta tàfeuillet-β.à 

 

2) Les metzincins 

Lesà etzi i sà so tà l u eà desà plusà g a desà fa illesà deà tallopeptidases.à Cetteà fa illeà

d endopeptidases 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 

p se eàd u à otifàsp ifi ueà à ha ueàsous-famille. Ce motif, en aval de la séquence HEXXH, contient 

une méthionine i duisa tàlaàfo atio àd u eà ou leàappel eà« 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) Bogda o ićà età al.,à  ou la peptidyl-Lys 

métalloendopeptidase (EC 3.4.24.20, MEP) (Hori et al., 2001) so tà a a t is esàpa àlaàp se eàd un 

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 fa illeà deà p ot i esà a t ie esà appa tie tà pasà auà g oupeà desà peptidasesà puis u elle 

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 

au àzi i sàHEXXH.àC estàpou uoiào àlesà lasseàauàsei àdeà etteàfa ille.àáuàsei àdeà etteàsous-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, 

l e z eà deà d g adatio à deà l i suli eà ECà . . . ,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’a i opeptidase A 

 

I) Historique 

L histoi eà deà l a i opeptidaseà áà áPá à o e eà pa à laà d ou e teà e à à d u eà a ti it à

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

La ge ha sàetàda sàl pith liu ài te lo ulai eàpa ati ueàduà o ho àd I de,àsti ul eàpa àleà al iu à

etài hi eàpa àl a ideà d ti ueà EDTá àai sià ueàlesàfo esàio i uesàdesà tau àdeàt a sitio à(Glenner 

and Folk, 1961).àPa àlaàsuite,àl e z eà espo sable 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 

Glu .àCeà ou eauàt peàd a i opeptidaseàaà t à o eàa i opeptidaseàáà áàpou àa ide àetà lassifi eà

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 Pet o ićàa dàVitale,à .àL áPáàe isteàsousàfo eà e a ai eàda sàdeà o eu à

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 l áPáàh d ol seàl áspàN-te i alàdeàl a giote si eàIIà á gàII,àásp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-

Phe) donnant naissa eà àl a giote si eàIIIà á gàIII,àá g-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe) (Nagatsu et al., 1970; 

Kugler, 1982).àPa àl utilisatio àd i hi iteu sàsp ifi uesàetàs le tifsàdeàl áPáàouàdeàl áPNàin vivo, il a été 

o fi àleà leàph siologi ueàdeàl áPáàda sàlaàfo atio àdeàl á gàIIIà aleà àpa ti àdeàl á gàIIà(Zini 

et al., 1996). 

 

II) Clonage et structure du gène 

Leà lo ageàdeà l a tig eàdeàdiff e iatio àdesà l pho tesàp -B, BP-163, a révélé, du fait de son 

homologieàdeà s ue eàa e à l a i opeptidaseàN,à u ilà s agissaitàdeà l a i opeptidaseàáà (Wu et al., 

1990; Li et al., 1993).àL áPáàaà t à lo eà hezàdeà o eu à a if esàdo tà laàsou isà (Wu et al., 

1990),àl Homme (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 st u tu eà p i ai eà deà l áPáà sugg eà ueà etteà e z eà està u eà p ot ine intrinsèque de type II 

o pos eàd u eàpa tieàN-te i aleà i t a ellulai e,àd u àdo ai eà t a s e a ai eàe àh li eàαàetà

d u eà pa tieà glo ulai eà e t a ellulai eà t sà la geà uià o tie tà leà otifà deà liaiso à auà zi à HEXXH,à

caractéristique de la famille des métalloprotéases à zinc : zincins (Jongeneel et al., 1989; Hooper, 
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1994).àL áPáàdeàsou isà àa idesàa i s àpa tageà à%àd ide tit àdeàs ue eàp ot i ueàa e àl áPáà

hu ai e,à %àa e àl áPáàdeà atàetà %àa e àl áPáàdeàporc. 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 : “ ue eàp ot i ueàdeàl áPáàdeàsou is. 

 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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L áPáàdeàsou isàestà od eàpa àu àg eàappel àENPEPà uelleà ueàsoitàl esp e àsitu àsu àleà h o oso eà

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

di is àe à àe o sàs pa sàpa àdesài t o sàdeàtaillesàdi e sesàalla tàdeà àp àjus u à àk .àLesàe o s 

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

o tie tà laà gio à à o à oda te,à laà s ue eà oda tà leà do ai eà N-terminal, le domaine 

t a s e a ai eàai sià u u eàpo tio àduàdo ai eài t a ellulai e. Les autres exons codent pour le 

reste du domaine C-te i alàdeàl áPáàa e ,à ota e t,àlesàe o sà àetà à uiàposs de tàlaàs ue eà

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) 

 

Desà tudesàdeà e he heàdeàpol o phis esào tà o t à u ilàe istaità hezàdesàpatie tsàattei tsàdeà

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 

et ou sàda sà etteàpathologie,às ajoute tàlesàpol o phis esàd te t sàlo sàduàs ue çageàduàg eà

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

o tà gale e tà o t à l e iste eà d all lesà h t oz gotesà a e à su à l u eà d elles,à laà p se eà 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 

o t à ueàlesà a ia tsà‘ “àetàá Tàp se taie tàu eàa ti it àd h d ol seàde,à espe ti e e t,à %à

età %àplusà le eà ueà elleàdeà l áPáàsau age.àLesà a ia tsàE Q,àV á,àW X,àQ E,àE K,à

E Dàetà‘ Gàp se taie tàu eàdi i utio àdeàl a ti it àd h d ol seàpa à appo tà àl áPáàsau ageàdeà
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respectivement 56%, 14%, 69%, 30%, 61%, 71% et 23%. Le variant E687K ne présentait aucune activité 

alo sà ueàlesàaut esà utatio sà a aie tàpasàd effetàsu àl a ti it àdeàl e z eà o pa eà àl áPáàsau ageà

(Tonna et al., 2008).  

E fi ,àilàaà t à o t à u ilàe istaitàu eà utatio à o -sens rare du Trp- àdeàl áPáàhu ai eài duisa tà

laàp odu tio àd u eàp ot i eàt o u eàetài a ti eà(Surendran et al., 2016). 

 

III) O ga isatio  st u tu ale de l’APA 

 

1) Structure générale 

 

a) Propriétés physiques 

Visible en microscopie électronique (Danielsen et al., 1980),àl áPáàseàp se teàsousàfo eàdi i ueà

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

1994) alo sà u elleàestàsousàfo eà o o i ueà hez le lapin (Gorvel et al., 1980). Une fois purifiée, 

le poids de la forme di i ueàdeà l áPáà a ie,à selo à lesà esp es,à deà à à à 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).àL áPáàestàse si leàau àd te ge tsàetà à laàp ot ol se.àChezàleàpo ,àelleàestà

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

o o esàdeàl áPáàpo i eàpe ette tàl ta lisse e tàduàdi eàd áPáà iaàu àpo tàdisulfu eàà(Ofner 

and Hooper, 2002) (Figure 4). 

L áPáà està u eà p ot i eà e a ai e,à a oi s,à desà fo esà solu lesà o tà t à et ou esà da sà leà

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

l u i eà (Scherberich et al., 1990).à Cesà fo esà d áPás,à u eà foisà pu ifi es,à poss de tà lesà esà

p op i t sàph si uesàetàe z ati uesà ueà lesà fo esàpu ifi esàd áPáà e a ai es.àLeà faità ueà leà

g eàdeàl áPáàsoitàsu àu àseulà h o oso eàetà ueàdo ai esà toplas i ues et transmembranaires 

soie tà od sàpa àu àseulàetà eàe o àe lueàlaàpossi ilit àd u à pissageàalte atifà à eà i eauà(Wang 

et al., 1996).àDo àl o igi eàdeàlaàfo eàsolu leàdeà l áPáàs e pli ueàpa àu à li ageàp ot ol ti ueàdeà

l áPáà e a ai eàdo tàlesà a is esà este tà àd ou i . 
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Figure 4 : représentation schématique d'un homodimère d'APA 

 

b) Rôle du domaine C-terminal 

Lesà tudesàeffe tu esàsu àdesàfo esàpu ifi esàd áPá,à ota e tà àpa ti àdeà ei àdeàpo ,ào tàpe isà

deàd ou i àl e iste eàd u eàfo eàt o u eàd áPá,àd u àpoidsàmoléculaire de 45 kDa correspondant 

aux 339 résidus C-te i au àdeàl e z e.àCeàf ag e tàestàissuàdeàl h d ol seàdeàlaàliaiso àpeptidi ueà

e t eàl ás -602 et la Gly- àpa àu eàp ot aseàe dog eài o ueàjus u àp se tà(Hesp and Hooper, 

1997).àU eà tudeàaà o t à ue,àda sàl áPáàdeàsou is,àl e p essio àe à ellulesàCO“-7 du domaine N-

terminal correspondant aux 60 àp e ie sà sidusàdeàl áPáàdeàpo àa outissaità àlaàs th seàd u eàáPáà

i atu eà a a tàpasàd a ti it àe z ati ueà(Ofner and Hooper, 2002). Il existe également de façon 

e dog e,àda sàl hippo a peàdeà at,àu eàfo eàt o u eàdeàl áPA produite par épissage alternatif 

correspondant aux 571 résidus N-te i au àdeàl e z eà(H. J. Lee et al., 2000). Dans ce cas également, 

lo s u elle est exprimée en cellules COS- ,àl e z eàt o u eà aàpasàd a ti it à(H. J. Lee et al., 2000). 

U eàaut eà tudeàaà o t à ueà l e p essio àdes àp e ie sàa idesàa i sàdeà l áPáàdeà sou isàe à

cellules CHO-K à g aità u eàp ot i eà i atu eàd pou ueàd a ti it à e z ati ueà età apide e tà

d g ad e.à Pou ta t,à l e p essio à desà à sidusà C-terminaux en trans du domaine N-terminal 

permettait la restau atio àduàp ofilàdeà atu atio ,àd e p essio àetàd a ti it àdeàl áPáà e o i a te,à

si ilai eà à elleàdeà l áPáàsau ageà (Rozenfeld et al., 2004). Dans les extraits de cellules CHO-K1, co-

exprimant les domaines N- et C-te i au à deà l áPá,à l i u od pl tio à e à do ai eà C-terminal 

affe teà pasà l a ti it à áPáà esurée, suggérant que le domaine C-te i alà i te ie tà pasà da sà

l a ti it àe z ati ueàdeà etteàe z e.àLeàdo ai eàC-te i alàdeàl áPáàdo àestài dispe sa leàpou à

leà eplie e tà ol ulai eà età laà atu atio à deà l e z eà età e e e aità u à leà deà hape o eà

intramoléculaire (Rozenfeld et al., 2004).   



26 
 

2) Spécificité de substrat 

 

a) Substrats naturels 

Toutàd a o d,à ilàaà t àd o t à in vitro que APA hydrolyse spécifiquement les résidus N-terminaux 

a idesàdeà l á gà Ià (Bausback et al., 1988),à l á gà IIà (Nagatsu et al., 1970) et de la cholecystokinine-8 

(Migaud et al., 1996).ààL affi it àdeàl áPáàpou àl á gàIàestàdeà àµMà(Bausback et al., 1988), comprise 

e t eà àetà àµMàpou àl á gàIIà(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 ueàseulesàl á gàIIàetà

la cholecystokinine- à aleàso tàh d ol s esàpa àl áPáà(Migaud et al., 1996; Zini et al., 1996). 

 

b) Substrats synthétiques 

L utilisatio à deà su st atsà s th ti uesà a i oa l-β- apht la ideà aaNá à aà pe isà d ta li à laà

sp ifi it àd h d ol seàduà siduàP àpa àlesàa i opeptidases.àL áPáàh d ol seàdeàfaço àsp ifi ueàetà

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“ àdeàl e z e,àleà al iu à àpa ti àdeà à M à

aà pote tialise à l h d ol seà desà su st atsà a ides 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). 

E à p se eà deà al iu ,à leà K à deà l áPáà pou à leà GluNáà a ie,à selo à lesà auteu s,à deà à à à µMà

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

et son activité spécifique (kcat à a ieàdeà à à àµ olàdeàGluNáàh d ol s / i / gàd e z eà(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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Tau àd h d ol seà elati eàdeàdiff e tsàsu st atsàpa àl áPáà %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 
-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 : Co pa aiso à deà l h d ol seà elati eà deà diff e tsà su st atsà s th ti uesà pa à l áPáà pa à
rapport au substrat synthétique GluNA (Danielsen et al., 1980; Lalu et al., 1986; Yamada et al., 1988). 

 

3) Les effets des ions métalliques 

Ilàaà t à o t à ueàl h d ol seàdesàsu st atsàa ides pa àáPáà taitài hi eàpa àl EDTáàai sià ueàpa àlesà

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+,àpote tialiseàl h d ol seà

des substrat acidesàpa àl áPáàtoutàe àp alisa tà elleàdesàsu st atsà eut esàouà asi uesà(Glenner et al., 

1962; Danielsen et al., 1980).àIlàaà t à o t à ueàl EC50 d a ti atio  deàl áPáà u i eàpa àleà al iu à taità

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

activateur du calcium est médié pa àu eàdi i utio àduàK àdeàl áPáàpou àleàsu st atàGluNáàd u àfa teu à

6 sans modification du kcat.àLesàp e i esà tudesào tàsugg à ueàl ato eàdeà al iu àseàloge aitàda sà

le sous-siteà “ à duà siteà a tifà deà l áPáà oùà ilà i te agi aità a e à laà haî eà lat aleà a ide des substrats 

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

résidus Asp-213 et Asp- àdeàl áPáàdeàsou is,àsitu sàda sàleàsous-site S1, permettaient la liaison du 

al iu àda sàleàsiteàa tifàdeàl áPáà (Claperon et al., 2008).àLaàst u tu eà istallog aphi ueàdeàl áPáàaà
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permis de confirmer la localisation duà al iu àetàdeàsesàliga dsàe àajouta tà ueàt oisà ol ulesàd eauà

pe ettaie tà gale e tàdeà oo do e àl io à al iu à(Yang et al., 2013). Enfin, il a été montré que la 

utatio àdeàl His- àdeàl áPáàdeàsou isàe p haitàlaàliaiso àduà al iu à àl e z e.àO à eà siduàestà

situé su àlaàsu fa eàdeàl áPá,à à àÅàduàsous-siteà“ àetà àl e t eàd u àtu elà o duisa tàauàsiteàa tifàde 

l e z eà (Iturrioz et al., 2000; Yang et al., 2013).à Cesà effetsà sugg e tà ueà l io à al iu à pou aità

accéder au sous-siteà“ àdeàl áPáà iaà eàtu elà(Iturrioz et al., 2000).  

 

4) I hi iteu sàdeàl a i opeptidaseàá 

 

a) Lesài hi iteu sàd a i opeptidasesà o ozi  

 

i)  Les inhibiteurs non spécifiques 

Puis ueàl ato eàdeàzi àp se tàda sàleàsiteàa tifàdesàa i opeptidasesà o ozi sàjoueàu à leà àlaàfoisà

st u tu alàetàda sàl a teà atal ti ueàdeà esàe z es,à elles-ci sont donc sensibles aux chélatants des 

tau à o eà l EDTáà (Glenner and Folk, 1961) ouà l o thoph a t oli eà (Ronquist, 1988) qui les 

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

l a ti it àdesàa i opeptidasesà o ozi sà(Dewey and Kidder, 1964) avec, toutefois, un faible pouvoir 

inhibiteur (Figure 5). 

 

Figure 5 : I hi iteu sà o àsp ifi uesàd a i opeptidasesà o ozi s 
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ii) Inhibiteurs spécifiques 

Ilà e isteà deu à t pesà d i hi iteu sà i la tà e lusi e e tà leà siteà a tifà d u eà e z e,à lesà i hi iteu sà

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

o ale teà auà siteà a tifà deà l e z eà età l i hi eà deà faço à pe a e te.à Lesà i hi iteu sà e si les,à

s asso ie tàdeàfaço à o à o ale teàauàsiteàa tifàdeàl e z eàetàe t e tàe à o p tition avec le substrat. 

a. Les inhibiteurs irréversibles ou substrats suicides 

L α-chlorométhyle-aspa tateàetà l à α-bromométhyle-gluta ateà uià appa tie e tà à laà fa illeàdesàα-

halog o to esài hi e tàl áPáàdeàfaço ài e si leàa e àu eàaffi it àd e i o à à Mà(Chung et al., 

1983).  

b. Les inhibiteurs réversibles compétitifs 

Ilàe isteàdeu àt pesàd i hi iteu sà e si lesà o p titifsàdesàa i opeptidases,à eu à i la tàl tat de 

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

chélatant le zinc. 

Pe da tàl tatàdeàt a sitio ,àleàsu st atàp se teàu eàg o t ieàt t a d i ueà uià e fo eàsaàliaiso à

auàsei àduàsiteàa tifàdeàl e z e.àDurant cette étape de la catalyse, il établit des liaisons hydrogènes et 

le t ostati uesà a e à leà siteà a tifà deà l e z eà uià e istaie tà pasà da sà leà o ple eà deàMi haelisà

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

d i hi e àdeà a i eàsp ifi ueàlesàa i opeptidasesàe à ta lissa tàplusieu sàliaiso sàh d og esàetà

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 

a tifàdeà l e z eàetà lie tà leàzi àpa à leu àg oupe e tà h lata tà (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 

u ilsào tà t à o çusàd ap sà leà siteàa tifàdeà l e z eà i l e,à lesà i hi iteu sà s th ti uesà so tàplusà

spécifiques et surtout plus sélectifs que les inhibiteurs naturels. 

i.  Les inhibiteurs naturels  

Laà ajo it àdesà ol ulesà atu elles,ài hi it i esàd a i opeptidases,ào tà té 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).àO tà t à ota e tà isol esà laà estati e,à l a astati e,à laà

p o esti e,àl a pha i eàetàl actinonine (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).àCetài hi iteu àposs deàu àpou oi ài hi iteu àd e i o à àµMàpou àl áPáà

etàdeà àµMàsu àl áPN,à eà uiàleà e dàpeuàaffi àetàpeuàs le tif.àIlàposs deàdesàa ti it sàa titu o alesàetà

immunomodulatrices (Umezawa, 1976) qui se aie tà duesà à so à i hi itio à deà l a i opeptidaseàWà

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

L a astati eà ‘,à ‘ à -amino-2hydroxy-methylhexanoy-Val-Val-Asp) (Aoyagi et al., 1978b) possède 

u àpou oi ài hi iteu àsu àl áPáàdeà àµMàetàdeà , àµMàsu àl áPNàetàlaàLTá Hà(Ahmad and Ward, 1990) 

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

L a ti o i eà ‘ à -(N-hydroxy)carboxyamido-pentylpropanoyl-val-prolinol) (Ollis and East, 1964) est 

u àh d o a ateàplusàa tifàsu àl áPNà IC50 =à àµM à ueàsu àl áPá (IC50 = 50- àµM àouàl áPWà IC50 > 1 

mM) (Tieku and Hooper, 1992),à eà uià leà e dà plusà s le tifà pou à l áPNà aisà toutà deà eà 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 i hi iteu àsu àl áPNàdeà , àµMàetà>à µMàsu àl áPáàetàl áPW.àIlà o stitueàai siàu ài hi iteu à

elati e e tàsp ifi ueàetàs le tifàdeàl áPNà(Tieku and Hooper, 1992). 
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L a pha i eà Bà a gi i e-cétométhylène-D-Tyrosine) (Aoyagi et al., 1986) possède un pouvoir 

inhibiteur de 0,3 µM sur la Leucine-á i opeptidaseà LáP,àECà . . . àetà>à àµMàsu àl áPBà eà uiàe à

faitàu ài hi iteu àd áPBàplut tàs le tifàdeàlaàLáPà aisàpeu spécifique (Ahmad and Ward, 1990). 

áuà sei à deà l áPN,à laà estati eà eà 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, 

a o leào g eàetàα-h d o leài te agisse tàa e àl áPNà iaàleàsol a t.àLeàg oupe e tà a o lateà

C-terminal li eàdeàsaàleu i eà Leu à oo di eàleàzi àetàu eà ol uleàd eauàta disà ueàlaà haî eàlat aleà

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

 

ii. Les inhibiteurs synthétiques 

Lesà p e ie sà i hi iteu sà s th ti uesà d a i opeptidasesà d elopp sà fu e tà d i sà d i hi iteu sà

atu els,à o eà eu àd i sàdeàlaà estati e,àda sàl o je tifàd a lio e à esàpha a opho es. Ainsi, 

leà faitàd a oi àajout àu à siduàa gi i eà á g àe àpositio àP àdeà laà estati eàaàpe isàd o te i àu à

composé, bestatine-L-Arg-á OH,àa a tàu àpou oi ài hi iteu àsu àl áPNàdeà . à M,àleà e da tà àfoisà

plus affin que la bestatine (Shimamura et al., 1984).à D aut esà tudesà o tà o t à ueà su stitue à

l h d o leàdeàlaà estati eàsoit,àpa àu àthiol,à a lio aitàpasàl i te a tio àa e àleàzi à(Gordon et al., 

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

deàl áPN,àl áPBàetàlaàLáPà(Herranz et al., 1992). 

Laà o eptio à atio elleà d i hi iteu sà s th ti uesà està issueà desà o aissa esà a uisesà su à laà

spécificité des sous-sitesàduàsiteàa tifàdeàl e z eàetà ota e tà elleàduàsous-site S1. En effet, ce sous-

site accueille le résidu N-terminal du peptide à hyd ol se ,àappel àP .àái si,àl i hi iteu à o çuàsu àlaà

aseàduà siduàP ,àsp ifi ueàdeàl e z eà i l e,àdoitàposs de àu eàa i eàN-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 

,L s“H àpou àl áPBà(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) pou àl áPNàouàl a ideà4-amino-4-mercaptobutanoique (Glutamate-thiol, GluSH) pour 

l áPáàetàl áPNà(Wilk and Thurston, 1990) (Tableau II). 

 

Tableau II : inhibiteurs synthétiques thiolés d'aminopeptidases monozincs. 

 

áfi àdeàpou oi àl utilise àin vivo,àleàg oupe e tàthiolàpeutà t eàp ot g àdeàlaàd g adatio àpa àl ajoutà

d u àg oupe e tà a o a idoph leà(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 

o o esàd i hi iteu sà eli sàpa àu àpo tàdisulfu e,à apa leàdeà e t e àda sà leà e eauà (Fournié-

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

Enfin, ces inhibiteurs ciblant le sous-siteà“ àdeàl e z eàetà h lata tàleàzi àpeu e tàse i àdeà aseàpou à

l tudeàdesà sidusàP àetàP à uià i le tàlesàsous-sitesà“ àetà“ à espe ti e e t.àL ajoutàdeà esà sidusà

pe etàd aug e te àlaàsp ifi it àetàlaàs le ti it àdesài hi iteu sàpou àl e z eà i leà o eà estàleà

asàpou àl áPáà(David et al., 1997, 1999). 
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b) Lesài hi iteu sàs th ti uesàdeàl a i opeptidaseàá 

“a ha tà ueà l áPáà h d ol seà sp ifi ue e tà lesà sidusà N-terminaux acides des peptides, les 

p e i esà tudesàdeàd eloppe e tàd i hi iteu àseàso tàfo alis esàsu àl ajoutàd u àg oupe e tàthiolà

su à leà a o lateà αà deà l áspà ouà duàGluà do a tà aissa eà à l ásp-thiol (AspSH, Acide 3-amino-3-

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

i hi iteu àsu àl áPáàestà espe ti e e tàdeà , àµMàetà , àµMà aisàilsài hi e tà gale e tàl áPNàa e à

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

etàpeuàs le tifsàdeàl áPáà(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 

faità ueàl áPáàh d ol seàp f entiellement les résidus acides mais aussi au fait que le GluNA est mieux 

h d ol s à ueàl áspNá.àCe iàsoul eàlesà uestio sàdeàl i flue eàdeàlaàlo gueu àdeàlaà haî eàlat aleàduà

résidu P1, de la position de la fonction acide sur cette chaîne latérale et deà l aug e tatio à 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 

fo tio àa ideà su à l i hibiteur, 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 

o pos sàpou àl áPáà is-à- isàdeàl áPN.àCesà ol ulesà o tàpasàp se t àu àpouvoir inhibiteur sur 

l áPáàsup ieu à à eluiàduàGlu“H.àN a oi s,àleàfaitàdeàsu stitue àlaàfo tio à a o lateàduàGlu“Hàpa à

u eàfo tio àsulfo ate,àplusàpolai e,àaàpe isàd aug e te àlaàs le ti it àdeà eà o pos ,àl EC à “ à -

amino-4-mercaptobutanesulfonate ,àd u àfa teu à àpou àl áPáà Kià=à à M àpa à appo tà àl áPNà Kià

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

áfi àd a lio e àleàpou oi à i hi iteu àdesà o pos sàthiol s,àa aloguesàduà siduàP ,à lesà tudesào tà

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

ol ulesà apa lesàd i te agi àa e àlesàsous-sitesà“ ,à“ àetà“ àdeàl e z eà(David et al., 1997, 1999). 

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

(SO2NH2 à età a o latesà COOH à oupl sà à laà haî eà lat aleà d u eà sous-u it à α-mercapto-β-

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

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

siduàh d opho eàe àpositio àP à t osi eà T àouàisoleu i eà Ile àetàu à siduà ha g à gati e e tà

e àpositio àP à u àáspàouàu àd i àd áspà o eàlaà a o p oli e àdo tàl affi it àsu àl áPáàestàdeà

l o d eàduàsu a o olai eà à a o olai eàetàsu àl áPNàdeà à Mà àplusàdeà àµMà(David et al., 1997, 

1999). Ainsi, ces études ont permis de développer des inhibiteurs spécifiques et hautement sélectifs 
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deàl APA (Tableau III). Cependant, leur inefficacité in vivo aà essit àdeàpou sui eàlaà e he heàd u à

i hi iteu à àlaàfoisàpuissa tàetàs le tifàdeàl áPáàa tifàin vivo.  

Toujou sàda sàl o je tifàd a lio e àlaàsp ifi it àd i hi iteu sàd i s deàl EC ,àlesàétudes ont cherché 

àd eloppe àu ài hi iteu àposs da tàu àg oupe e tà hi i ueà apa leàd i te agi àa e àleàsous-site 

“ à deà l áPá.à ái sià l ajoutà d u à g oupeà ph lhe a eà CH2CH2-ph l à e à αà duà thiolà aà pe isà deà

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

do tàleàpou oi ài hi iteu àsu àl áPáàestàdeà à M,à eà uiàaug e teàso àaffi it àpou àl e z eàd u à

fa teu à àpa à appo tà àl EC à(Inguimbert et al., 2005) (Tableau III).àDesà tudesàso tàaujou d huiàe à

ou sàpou à alue àl effi a it àduàNI929 in vivo.   

U eàaut eàst at gieàdeàd eloppe e tàd i hi iteu sàaà t àdeà i le àl tatàdeàt a sitio àdeàl e z e.àE à

substituant le groupement carbo lateà li eà e à αà d u à áspà ouà d u à Gluà pa à u à g oupe e tà

phosphonate (PO3H2 ,àilàaà t àpossi leàdeàd eloppe àdesà ol ulesà apa lesàdeà i e àl i te diai eà

t t a d i ueà deà l tatà deà t a sitio à età ai sià i hi e à lesà a i opeptidasesà o ozi sà do tà

l a i opeptidaseàNà aisàa e àu eàfai leàaffi it à Kià>à àµM à(Lejczak et al., 1993).àDuàfaità ueàl áPáà

aità u eà sp ifi it à deà su st atà plusà i po ta teà pou à leà Gluà ueà l ásp,à l i hi iteu  glutamate-

phosphonate (GluPO3H2 àaà t à alu àpou àsaà apa it à ài hi e àl áPá.à“o àpou oi ài hi iteu àestàdeà

à Mà eà uiàe àfaitàu ài hi iteu àhaute e tàsp ifi ueàetàs le tifàdeàl áPáà(Vazeux et al., 1997). Une 

aut eà tudeàaà he h à àd eloppe àleàpote tielàdesài hi iteu sàphosph i uesàdeàl a i opeptidaseàáà

en augmentant les inte a tio sàe t eàl e z eàetàl i hi iteu àpa àl ajoutàdeà sidusàe àpositio àP àetà

P àdeàl i hi iteu à apa leàdeàlie àlesàsous-sitesà“ àetà“  àdeàl áPáà(Dive et al., 2000; Georgiadis et al., 

2000).àái sià etteà tudeàaàpe isàdeà ett eà ide eàu à ou elài hi iteu àdeàl áPá,àleàGlu-Ψ PO2-CH2)-

Leu-ála,àp se ta tàu eàaffi it àsu a o olai eàpou àl áPáà Kià= , à M àetàu eàg a deàs le ti it  vis-

à- isàdeàl áPNà Kià>à à M  (Georgiadis et al., 2000) (Tableau III). Néanmoins, la capacité de ces 

i hi iteu sà ài hi e àl áPáàin vivo aàpasà t àd o t e.àà 
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Tableau III : I hi iteu sàs th ti uesàdeàl'áPá,àa aloguesàduà o ple eàdeàMi haelisàouàdeàl tatàdeà
transition, ciblant soit le sous-site S1, soit les sous-sitesà“ àetà“ ,àsoitàles sous-sitesà“ ,à“ àetà“ àdeà
l e z e. 
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IV) E p essio  tissulai e et ellulai e de l’APA 

 

1) A la périphérie 

L áPáàestàfo te e tàe p i eà àlaàp iph ie,à ota e tàda sàleà ei àetàl i testi àg leà uiào tàse ià

de sources pour de nombreuses études de purificatio àdeàl e z e. 

E à effet,à leà ei à aà se ià à pu ifie à l áPáà da sà plusieu sà esp esà o eà leà at,à laà sou isà ouà leà po à

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

leà ei ,àlaàplusàg a deà ua tit àd áPáàd te t eàpa ài u ohisto hi ieàouàpa àd te tio àd a ti it àse 

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).àL utilisatio àd u àa ti o psàsp ifi ueàetàs le tifàdeàl áPáà(L. Song et al., 1994), ainsi 

que la mesure de son activité enzymatique en présence ou en absence d EC àào tàpe isàdeàd taille à

laàdist i utio àdeàl áPáàleàlo gàduà ph o àdeà atà(Hus-Citharel et al., 1999). Ainsi, dans le néphron, 

l a ti it àáPáàestàplusài po ta teàauà i eauà o ti alà ueà dullai e.àCeàg adie tà o ti o-médullaire de 

la distri utio àdeàl áPáàestàsupe posa leà à eluiàdesà po sesà al i uesài duitesàpa àl á gàIIàetàl á gàIIIà

età à eu àdesàdist i utio sà alesàdeàl ECáà(Marchetti et al., 1987) etàdesà epteu sàdeàl a giote si eà

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

L i testi àg leàestàleàse o dào ga eàp se ta tàu eàfo teàe p essio àdeàl áPá,à ota e tàauà i eauà

deàlaà o du eàe à osseàdesà i o illosit sàdeàl i testi àoùàelleà ep se teà %àdesàp ot i esàtotales 

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

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

L áPáàestà gale e tàe p i eàda sà l e doth liu àdeàplusieu sào ga esà o eàleàpou o ,àoùàso à

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

(Li et al., 1993).àáuà i eauà ellulai e,à l áPáàestàe p i eàda sà lesàh pato tesà (Lojda and Gossrau, 

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

Langerhans (Härdtner et al., 2013) età da sà l pith liu à desà a au à i te lo ulai esà pa ati uesà

(Glenner and Folk, 1961; Lojda and Gossrau, 1980).  
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2) Au niveau central 

Da sàleà e eauàdeà at,àilàaà t àpossi leàd ta li àlaàdist i utio àdeàl áPáàe à esu a tàso àa ti it àe à

p se eàouàe àa se eàdeàl EC àda sàdesà o au à au à i odiss u sàsu àdesà oupesàf o talesà

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

l o ga eà as ulai eàdeà laà lamina terminalis OVLT ,à l o ga eà su fo i alà “FO ,à l i e eà dia e,à

l a eaàpost e a,àl h poph seàa t ieu eàetàpost ieu e,àleà o auàa u àetàleà o auàsup aopti ue.àDa sà

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

L a ti it àáPáàseà et ou eàda sàdesàst u tu esà alesài pli u esàda sàleà o t leàdeàlaàp essio à

a t ielle,àda sàlaàp iseàdeà oisso àouàda sàlaàs tio àd ho o esàh poph sai es.àDeàplusàilàe isteà

u eàsupe positio àe t eàlaàdist i utio àdeàl a tivité APA, la localisation des terminaisons des neurones 

angiotensinergiques et la distribution des récepteurs AT1 (Figure 8).àCe iàsugg eà ueàl áPáàse aitàu à

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) Voiesàa giote si e gi uesàda sàleà e eauàdeà at,àai sià ueàlesàdiff e tsàsitesàd a tio sàdesàá gàIIàetà
Ang III cérébrales et les trois différents mécanismes suivant lesquels les angiotensines cérébrales 

pou aie tàaug e te àlaàp essio àa t ielleà “ tio àd áVPàda sàlaà i ulatio àsa gui e,àa ti atio àdeà
l a ti it àdesàp o oto eu o esàda sàlaà dullaà ost o e t olat aleàetài hi itio àduà a o fl eàda sà
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) Dist i utio àdeàl a ti it àe z ati ueàdeàl áPáàda sàleà e eauàdeà atà(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 

œ elus ; 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 

deàl h pothala us ; R, noayu rouge ; RVLM, médulla rostroventrolatérale ; SFO, organe subfornical ; SON, 

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

 

Chezà l Ho e,à laàdist i utio à aleàdeà l áPáàestàsi ilai eà à elleàduà at.àO à et ou eàu e forte 

a ti it àdeàl e z eàauà i eauàdesàple usà ho oïdesàetàdeàlaàgla deàpi ale.àU eàa ti it àáPáàaàaussià

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

l h pothala us,àauà i eauàdesà o au àpa a e t iculaire 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 

a giote si e gi ues.à No eà deà esà st u tu esà so tà i pli u esà da sà laà gulatio à deà l uili eà

hydriqueàetàdeàlaàp essio àa t ielleàpa àu eàa tio àdeàl á gàII/àá gàIIIàsu àleà o t leàdeàlaàs tio àdeà

asop essi eà áVP àda sàl h pothala us,àduà a o fle eàauà i eauàduàNT“àetàdeàl a ti it às pathi ueà

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

s le tifàdeàl áPáà(L. Song et al., 1994),àilàaà t àpossi leàdeàd o t e à hezàl Homme une localisation 

neu o aleàetàaussià as ulai eàdeà l áPáàda sà leàNT“,à leà o auàdo salà ague,à l h poglosseàetà leà o auà

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

autonome de la pressio à a t ielle,à ota e tà auà i eauà duà a o fle eà età deà l i e atio à

s pathi ue.àCesàst u tu esàe p i e tàaussiàl á‘N àdesà epteu sàáT ,àdesàsitesàdeàliaiso sàdeàl á gà

IIà età deà l á gà IIIà ai sià ueà desà te i aiso sà desà eu o esà a giote si e gi uesà (Allen et al., 1988; 

MacGregor et al., 1995).à Cesà do esà e fo e tà l h poth seà ueà l áPáà pou aità t eà u à 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 

e z ati ueàd h d ol seàe à uat eà tapesàdeàl a giote si og eà uiàdo eà aissa eàsu essi e e tà

àl a giote si eàIà á gàI ,àl a giote si eàIIà á gàII ,àl a giote si eàIIIà á gàIII àetàl a giote si eàIVà á gà

IV .àCha ueà tapeàd h d ol seàestàeffe tu eàpa àu eàe z eàsp ifi ueà ueàso tàsu essi e e tà laà

i e,àl e z eàdeà o e sio àdeàl a giote si eà ECá ,àl a i opeptidaseàáà áPá àetàl a i opeptidaseà

N (APN). Enfin,àlesà epteu sàdeàl a giote si eàII/IIIàdeàt peà à áT àetàdeàt peà à áT àso tà gale e tà

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

9). 

Lesà o posa tsàduà“‘áàp iph i ueà i te agisse tàpasàa e à eu àduàs st eà érébral 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, 

o eà l o ga eà su fo i al,à l o ga eà as ulai eà deà laà lamina terminalis età l a eaà post e a,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, 

l aug e tatio àdesàtau àd á gàIIà i ula teà aàpe ett eàlaàp t atio àdeà eàpeptideàda sàlesào ga esà

i u e t i ulai esà età l a ti atio à desà epteu sà áT à p se tsà da s ces organes. Les voies 

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

supraoptique et paraventriculaire vont être activées et conduire àu eàaug e tatio àdeàl a ti it àdesà

neurones vasopressinergiques. Cesà eu o esà o tà li e à l a gi i e-vasopressine (AVP) dans la 

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

i u e t i ulai esà so tà do à u à lieuà d i te a tio à p i il gi à e t eà leà “‘áà s st i ueà età leà SRA 

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

 

I) L’a giote si og e 

L a giote si og eàestàp se tàda sàleàs st eà e eu à e t alà(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 l o ga eà su fo i al,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).àL a giote si og eàai sià ueàso àá‘N ào tà

t à d te t sà da sà d aut esà gio sà alesà o eà l h pothala usà età laà edullaà o lo gataà

(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) e aptu e tà l a giote si og eàp se tàda sà leà li uideà

céphalorachidien.  

L a giote si og eàhu ai àestàu àpeptideàdeà485 acides aminés constitué d u àpeptideàsig alàdeà à

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 l a giote si og e,à leàpeptideàsig alàestà li àpuisà leàpeptideà i ula tà aà t eàh d ol s àsoitàe à

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 

l a giote si og e,àappel eàdes a giote si eàI a giote si og eà(Hackenthal et al., 1976; Ménard et 

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

i hi ito sà se pi .àToutefois,àl a giote si og eà eàp se teàpasàd a ti it àd i hi itio à(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’a giote si e -12 

Par une enzyme et un mécanisme encore inconnus,à l a giote si og eàestàh d ol s à e àá gà -12 

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

o e t atio àestà i àfoisàplusài po ta teà ueà elleàdeàl á gàIIà(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 

ueàl i je tio àd á gàII,àsugg a tà ueà eàpeptideàpou aitàavoir un rôle dans le contrôle central de la 

pression artérielle (Chitravanshi and Sapru, 2011; Chitravanshi et al., 2012).àCepe da t,àl á gà -12 est 

apide e tàh d ol s eàpa àl ECáàe àá gàIIà ásp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe) (Arnold et al., 2010) ce qui 

sugg eàu à leàdeà se oi àpou àlaàp odu tio àd á gàII,ài d pe da e tàdeàlaàp odu tio àd á gàIIà

via la voie de la rénine (Oparil, 2007; Trask et al., 2008) (Figure 9). 
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III) La i e et l’a giote si e 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 

i eàestàp se teàda sàleà e elet,àl hippo a pe,àleà o auàdo salàduà e fà ague,àleà o auài f ieu à

deàl oli e,àlaàfo atio à ti ul e,àlaà edullaà ost o- e t olat ale,àleà o auà e t alàdeàl a gdale,àleà

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

da sàl o ga eàsu fo i alà(Lavoie et al., 2004). La rénine A reconnaît spécifiquement le motif His-Pro-

Pheà deà l a giote si og eà età h d ol seà laà liaiso à peptidi ueà e t eà laà Phe41 età l His42 pour donner 

aissa eà àl á gàIà ásp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-His-Leu) (Nakagawa et al., 2007) (Figure 9). 

Laà i eàBàestàissueàdeàl pissageàduàg eàdeàlaà i eàáàauà i eauàd u àp o oteu àalte atifàsitué 

da sàl i t o à à(Lee-Kirsch et al., 1999, p.). Son expression est exclusivement neuronale et son ARNm 

estàp se tàda sàl h pothala usàetàleà ul eà a hidie ,àdesàst u tu esài pli u esàda sàlaà gulatio àdesà

fonctions cardiovasculaires et des hormones hypophysaires.  

 

IV) L’e z e de o e sio  de l’a giote si e ECA  et l’a giote si e II 

L ECáà ECà . . . à aleàaà t àd te t eàpa àplusieu sà thodes,àsoitàpa àdosageàdeàso àa ti it à

e z ati ue,à soità pa à i u ohisto hi ie,à soitàpa àauto adiog aphieà utilisatio àd u à i hi iteu àdeà

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

ái si,à l ECáàestà e p i eà e à g a des quantités dans les plexus choroïdes, les ganglions de la base 

o auà aud ,à puta e à età glo usà pallidus ,à laà su sta eà oi e,à l o ga eà su fo i alà auà i eauà desà

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

l e doth liu .àO àe  et ou eàe àplusàfai lesà ua tit sàda sàl h pothala us,àleàthala us,àl a gdale,à

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

Pickel et al., 1986).à Pa à f a tio e e tà su ellulai e,à ilà aà t à o se à ueà l ECáà taità gale e tà

présente au sein des synaptosomes (Yang and Neff, 1972; Paul et al., 1985).àL ECáàh d ol seàl á gàIà

(Ang 1-10) entre la Phe8 etàl His9 pou àdo e à aissa eà àl á gàIIà á gà -8, Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-

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

o eàlaàsu sta eà oi eàetàlesàga glio sàdeàlaà aseà ueàl ECáàestà o-lo alis eàa e àl á gàIIà aisàaussià

avec les récepteurs des angiotensines II/III deàt peà à áT à o fi a tàu eài pli atio àdeàl ECáàda sàlaà
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fo atio àdeàl á gàIIàetàsugg a tàso ài pli atio àda sàlaà gulatio àdesàfo tio sàeffe tu esàpa à eà

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

su sta eà oi eà auà sei à duà s st eà ig ost iatal,à l ECáà taità i pli u eà da sà leà ta olis eà deà laà

substance P (Mauborgne et al., 1987). 

  

V) L’a i opeptidase A et l’a giote si e III 

Co eà e pli u à da sà leà hapit eà p de t,à l áPáà aleà està e p i e 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). 

L áPá,àh d ol seàl áspàN-te i alàdeàl á gàIIà á gà - à,àdo a tà aissa eà àl á gàIIIà á gà -8, Arg-Val-

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

 

VI) L’a i opeptidase N et l’a giote si e IV 

L áPNà ECà . . . àaà t àlo alis eàda sàdiff e tesàst u tu esà alesà o eàsu àlesà e a esà

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 

desàple usà ho oïdes,àdeàl o ga eàsu fo i alàetàdeàlaà eu oh poph seà(Gros et al., 1986; Bourne et al., 

1989; Schnabel et al., 1992).àL áPNàfutàtoutàd a o dàlo alis e,àpa ài u ohisto hi ie,àe lusi e e tà

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

lo alisatio àda sà lesà aisseau àduàpa e h eà alàpa à i u ohisto hi ie.àE àeffet,à l áPNàestà

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

al., 1999a, 1999b).àCe iàsugg eà ueàl áPNàh d ol seàp f e tielle e tàlesàpeptidesàp se tsàda sàleà

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

deàhauteàaffi it àdeàl áPNà adio a u ,àlaàp se eàdeàsitesàdeàliaiso àdeàl e z eàaà t àdete t eàda sà

deà o eu à o au à au àdeàl h pothala usàetàdeàlaà edullaào lo gataà(Noble et al., 2001). Or 

ceux-ci participent au cont leàdeàlaàp essio àa t ielle,àauà o t leàdeàlaàp iseàdeà oisso àai sià u àlaà

gulatio àdeàlaàs tio àdesàho o esàh poph sai es.àái si,à o eàl áPá,àl áPNàpou aitàa oi àu à

rôle dans la régulation de ces fonctions. 

L áPNàh d ol seàl á gàN-terminal deàl á gàIIIà - ,àdo a tà aissa eà àl á gàIVà á gà -8, Val-Tyr-Ile-

His-Pro-Phe) (Zini et al., 1996; Stragier et al., 2007) (Figure 9).àL á gàIVà á gà -8) est libérée dans la 

circulation sanguine et se fixe sur « l e z eài suli -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 

l i suli eà(Albiston et al., 2001; Mascolo et al., 2017).àL I‘áPàaà t àide tifi eà o eàleà epteu àdeà

l á gàIV.àL á gàIVàseàfi eàsu à etteàe z eàe àdeho sàduàsiteàa tifàetài hi eàlaàd g adatio àdesàsu st atsà

atu elsàdeàl I‘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 

apa lesàdeà e o aît eàaussià ie àl á gàIIà ueàl á gàIII.àIlàaàdo à t à o t à ueà esà oiesà aisse tà

dans les organes circumventriculaires, au niveau du SFO et deà l OVLT,à età seà p ojette tà da sà l ai eà

p opti ueà auà i eauà duà o auà p opti ueà dia à M PO à età da sà l h pothala usà auà i eauà 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). 

Lo s ueàlesà oiesàa giote si e gi uesàso tàsti ul esàouàsiàl o ài je teàpa à oieà e t aleàl á gàIIàouàl á gà

III,à o à o se eà u eà aug e tatio à duà o po te e tà dipsi ue,à u eà li atio à d áVPà 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 :àl aug e tatio àdeàlaàli atio àd áVPàda sàlaà i ulatio àsa gui e,àl aug e tatio àdeàl a ti it à
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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 àu àstadeàp o eàdeàl h pe te sio àa t ielleà(Julius et al., 

1988).àCetteàh pe a ti it àpou aitàpa ti ipe àsoità àl o igi e,àsoitàauà ai tie àdeà etteàpathologie. 

 

VIII) Les récepteurs des angiotensines II, III et IV 

Il a été mo t à pa à desà te h i uesà d h idatio à in situ età d auto adiog aphieà ue,à hezà 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 

l o ga eàsu fo i alà “FO ,àl o ga eà as ulai eàdeàlaàlamina 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 

lo alisatio ,à lesà epteu sà áT aà e e e tà u à o t leà su à laà p iseà deà sel,à l uili eà h d i ue,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 

l a t h poph se,à auà i eauà desà ellulesà o ti ot opesà età la tot opes,à oùà ilsà gule tà l a tio à

sti ulat i eà deà l á gà IIà ouà deà l á gà IIIà su à laà s tio à deà l ho o eà o ti ot opeà áCTH à 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 o auà su thala i ue,à leà o auà deà l oli eà i f ieu eà ouà leà lo usà œ elusà età so tà

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

1997).  
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Chapitre 4 : L’a i opeptidase A, i le th apeuti ue pote tielle 

 

I) Recherche du peptide effecteur du SRA cérébral 

 

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

e p i e tau  d’h pe te sio   

 

a) Le at spo ta e t h pe te du “HR , u  od le d’o igi e 

génétique 

Leà atàspo ta e tàh pe te duàestàu à od leàp o heàdeàl h pe te sio àesse tielleàhu ai e.àCetteà

sou heàdeà atàaà t à ta lieàsuiteà àl o se atio àda sàu eàpo t eàdeà atàWistar kyoto WKY àd u à leà

spo ta e tà h pe te duà età d u eà fe elleà a e à u eà p essio à a t ielleà le e (supérieure à 130 

mmHg).à Cesà deu à atsà o tà t à a oupl à età leu à des e da eà s le tio eà su à l e p essio à deà

l h pe te sio à spo ta e,à do a tà aissa eà à laà sou he 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 

Hg àg ti ue e tàappa e t s,àleà“H‘àaàdesàtau à au àd a giote si og eàd á gàIIàetàd á gà

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

Deàplus,àlaà i ti ueàdeàfo atio àdeàl á gàII 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).àE fi ,àl a ti it àáPáà aleà hezàleà“H‘àestàsig ifi ati e e tàplusà le eà ueà hezàleà

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 

aug e tatio sàd a ti it àáPáàso tào se esàda sàlesào ga esà i u e t i ulai es,àleà“ON,àleà o auà

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

 

b) Le rat DOCA-Sel, un modèle provoqué 

Le rat DOCA-selàestàu à od leàd h pe te sio àa t ielleàse o dai e,à est-à-di eà ueàl h pe te sio àseà

età e à pla eà suiteà à u eà pathologie.à Ceà od leà s appa e teà hezà l Ho eà à l h pe te sio à

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

t aite e tsà lassi ues,à ueà eà soità pa à lesà i hi iteu sà d ECáà e alap il,à aptop il… à ouà pa à lesà

antagonistes des récepteurs AT1 (sartans). 
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 L h pe te sio à duà atà DOCá-sel est induite par une surcharge en acétate de déoxycorticostérone 

DOCá àasso i eà àu à gi eàe i hiàe àselàetà àu eàa latio àd u àdeàsesàdeu à ei s. 

Laà iseàe àpla eàdeàlaà te tio àsod eà essiteàl asso iatio  : 

• D u eà du tio àdeàl e tio àu i ai eàdeàsodiu ào te ueàpa àlaà ph e to ieàetàlaàsu harge 

en minéralocorticoïdes. 

• D u eàaug e tatio ài po ta teàdesàappo tsàe àsodiu à , à%àdeàselàda sàl eauàdeà oisso . 

ái siàda sà esà o ditio s,àl ho ostasieàsod eà eàpeutà t eà ai te ueà u e àaug e ta tàlaàp essio à

de perfusion rénale, entraînant donc une hypertension artérielle systémique. 

Le rat DOCA-selà p se teà u eà h pe a ti it à duà “‘áà alà età u eà du tio à deà l a ti it à duà “‘áà

systémique (Basso et al., 1981).àIlàp se teàu eàaug e tatio àdeàl effetàp esseu àdeàl á gàIIIàetàu eà

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 

h pe a ti it àdeàl áPáà aleà ueàleà“H‘àetà eàda sàlesà esàst u tu esà (Fournie-Zaluski et al., 

2004).àái siàda sà esàdeu à od lesàa i au àd h pe te sio ,àl áPáàse leàpa ti ipe à àl h pe a ti it à

du SRA cérébral. 

 

2) L’a giote si e III : peptide effecteur du système rénine-angiotensine cérébral 

 

a) Ide tifi atio  des oies ta oli ues de l’A g II et de l’A g III 

cérébrales 

Co eàd itàp de e t,àl áPáàpu ifi eàestà apa leàin vitro d h d ol se àl áspàN-te i alàdeàl á gà

IIàpou àfo e àl á gàIIIà(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) etàl áPNàh d ol seàl á gàN-terminale 

deàl á gàIIIàpou àdo e à aissa eà àl á gàIVà(Palmieri et al., 1989; Ward et al., 1990). 

L i je tio àpa à oieài t a o e t i ulai eà i. . àd á gàIIàetàd á gàIIIàaà o t à ueàlaàde i-vie de ces 

peptides était respectivement de 23 et 8 seco des,à i di ua tà ueà l á gà IIIà està ta olis eà plusà

apide e tà ueàl á gàIIà(Harding et al., 1986). Par la suite, plusieurs études ont utilisé des inhibiteurs 

non séle tifsàd a i opeptidasesà laà estati eàetàl a astati e àpou à lo ue àleà ta olis eàdeàl á gàIIà

etàdeàl á gàIIIàetào se e àleu sà o s ue esà in vivo sur le métabolisme des Ang cérébrales. Ainsi, 

l i je tio ài. . àd a astati eàouàdeà estati eàe t aî eàl augmentation de la demi- ieàdeàl á gàIIàetàdeà

l á gàIIIà adio a u esà(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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pasàdesà lo ueu sàs le tifsàduà ta olis eàdeàl á gàIIàouàdeàl á gàIII.àE àeffet,àl a astati e,à uiàfutà

d a o dà o sid e o eàu ài hi iteu àd áPá,ài hi eà àfoisà ieu àl áPN ueàl áPá.àD aut eàpa t, la 

estati eà p se teà u à t opà la geà spe t eà d i hi itio à d a i opeptidasesà pou à t eà ualifi eà deà

sp ifi ueà età s le ti eà deà l u eà d ellesà (Tieku and Hooper, 1992). Ces expériences, bien 

u e ou agea tes,à eà pe ette tà 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 desài hi iteu sàsp ifi uesàetàs le tifs,àsoitàdeàl áPáàa e àl EC à (Chauvel et al., 1994a), 

soità deà l áPNà a e à leà PC à (2-amino-4-(methylthio)butane-1-thiol) età l EC  (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). ái si,àlesàe p ie esàsui a tesào tà o sist à àl i je tio àpa à oieài. . à hezàlaàsou isà

deàl á gàIIàt iti eàe àp se eàou e àa se eàdesài hi iteu sàdeàl áPáà EC àouàdeàl áPNà EC àetàPC ,à

etàlaà esu eàdesàtau àd á gàIIàetàd á gàIIIàt iti esàda sàl h pothala usàdeà esàsou isà àdiff e tsàte psà

ap sà l i je tio à ap sà s pa atio à pa àHPLCà o tà t à effe tu es.à Cesà tudesà o t o t à ueà l EC à

entraînait une augmentation de la demi- ieàdeàl á gàIIàt iti eàd u àfa teu à , àetàu à lo ageàtotalàdeàlaà

fo atio à d á gà IIIà (Zini et al., 1996).à D aut eà pa t,à ellesà o tà o t à ueà lesà i hi iteu sà d áPNà

e t aî aie tàl aug e tatio àdeàlaàde i- ieàdeàl á gàIIIàt iti eàd u àfa teu à à à à(Zini et al., 1996; Réaux 

et al., 1999).àCesà tudesào t,àpou à laàp e i eà fois,à o t à u in vivo,à l áPáàestà espo sa leàdeà laà

fo atio àdeàl á gàIIIà aleà àpa ti àdeàl á gàIIàalo sà ueàl áPNà ta oliseàl á gàIIIàe àá gàIV (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  

Deà o eusesà tudesào tà he h à àd te i e àleà leàdeàl á gàIIàetàdeàl á gàIIIà aleàda sàleà

o t leàdeàlaàp essio àa t ielle.àToutàd a o d,àilàaà t à o t à ueàl i je tio àpa à oieài. . ,à hezàleà atà

normote duà ouà leà “H‘,à d á gà IIà età d á gà IIIà e t aî aità u eà aug e tatio à dose-dépendante de la 

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

ueàl i je tio àpa à i oio topho seà i oi je tio àdeà ol uleàpa àu àfai leà ou a tà le t i ue à

d á gà IIIà e t aî aità u eàaug e tatio ,à sup ieu eà à à elleà i duiteàpa à l á gà II,à deà laà f ue eàdesà

pote tielsàd a tio sàdeà eurones 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,à %àdesàa giote si esàli esà o espo de tà àl á gàIIIà(Harding et al., 1992).  

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

áfi àd tudie àleu sà lesàsu àleà o t leà e t alàdeàlaàp essio àa t ielle,àdesàa aloguesàd á gàIIàetàIIIà

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 

o t à ueàl á gàII,àl á gàIIIàetàlaà[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 

aut esàpeptidesàpou aità t eàe pli u àpa àleàfaità u ilàestàfai le e tà o e tiàe àá gàIIIà(Wright et al., 

1990b). 

Il a été montré ueàl i hi itio àdesàa i opeptidasesà alesàpa àl i je tio ài. . àdeàl a astati eàouà

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) 

e p haitàlaà po seàp essi eài duiteàpa àl i je tio ài. . àdeàl a astati eàetàdeàlaà estati eà(Batt et al., 

1988).àái sià esà tudesà o t e tà ueàl aug e tatio àdeàp essio àa t ielleài duiteàpa à esài hi iteu sà

d a i opeptidasesàestà di eàpa àleà“‘áà al.àToutefois,à esà ol ulesàso tàdesài hi iteu sà o à

sélectifs. Ils ne permettent donc pas de discriminer, e t eà l á gà IIàetà l á gà IIIà ale, quel est le 

peptide effecteur du SRA cérébral responsable de cet effet presseur.  

L utilisatio àd i hi iteu sàsp ifi uesàetàs le tifsàdeàl áPáà l EC àetàdeàl áPNà leàPC àaàpermis 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-i je tio ài. . àd EC à hezàleà“H‘à lo ueàl effetàp esseu ài duitàpa àl i je tio ài. . à

d á gàII,àsugg a tà ueàlaà o e sio àd á gàIIàe àá gàIIIàestà essai eà àl aug e tatio àdeàp essio à
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artérielle (Reaux et al., 1999). De plus, il a été montré chez le rat DOCA-selàetàleà“H‘à ueàl i je tio ài. . à

d EC àe t aî aitàu eàfo teàdi i utio àdose-dépendante de la pression artérielle (Reaux et al., 1999; 

Fournie-Zaluski et al., 2004).à áà l i e se,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 

epteu àáT a,àleàlosa ta ,àalo sà u ilà estàpasàaffe t àpa àu àa tago isteàduà epteu àáT ,àleàPDà

123319. Do àleà lo ageà e t alàdeàl h d ol seàdeàl á gàIIIàpa àl áPNàe t aî eàu eàa u ulatio àdesà

tau àd á gàIIIà ale,ài duisa tàu eàaug e tatio àdeàlaàp essio àa t ielleà iaàu eàsti ulatio àdesà

récepteurs AT1a cérébraux mais pas des récepteurs AT2 (Réaux et al., 1999).à E fi à l i je tio à i. . à

d EC à lo ueàtotale e tà l aug e tatio àdeàp essio àa t ielleà i duiteàpa à l i je tio à i. . àdeàPC à

(Réaux et al., 1999).àCetteà tudeàd o t eàl e iste eàda sàleà e eauàdeàlaà as adeàe z ati ueàduà

“‘áàetàsugg eà ue,à o t ai e e tà àlaàp iph ie,àl á gàIIIàetà o àl á gàIIàestàleàpeptideàeffe teu àdeà

ce système.  

Cette hypothèse est confirmée par plusieurs études.àToutàd a o d,àilàaà t à o t à hezàleà“H‘àetàleà atà

o ote duà ueàl i fusio ài. . àd áPáàe t aî aitàu eàfo teàaug e tatio àdeàlaàp essio àa t ielle,àalo sà

ueàl i fusio ài. . àd áPNài duisaitàu eàdi i utio àdeàlaàp essio àa t ielle.àL aug e tatio àde pression 

a t ielleàse aitàdueà àu eàaug e tatio àdeàlaàp odu tio àd á gàIIIàetàlaà aisseàdeàp essio àa t ielleà

se aitàdueà àu eàaug e tatio àduà ta olis eàdeàl á gàIII,àh d ol s e pa àl áPNàe àá gàIVà(Wright et 

al., 1990a). Plusà e e t,à ilà aà t à o t à ueà l i je tio à i. . à d áPáà hezà leà atà o ote duà

entraînait une augmentation de la pression artérielle et que celle- iài pli uaitàl a ti atio àduà epteu à

desà a giote si esà II/IIIà deà t peà à áT à età duà epteu à deà laà ad ki i eà sa sà i pli ue à d effetà

dipsogénique (Nakamura et al., 2017). 

áussi,à ilàaà t à o t à hezà leà atà o ote duà ueà l i je tio à i. . àd u àa tis u à apa leàd i hi e à

l áPáà duisaitàdeà à%àl aug e tatio àdeàlaàp essio àa t ielleài duiteàpa àl i je tio ài. . àd á gàIIàalo sà

que cette injection était inefficace pour emp he àl aug e tatio àdeàlaàp essio àa t ielleài duiteàpa à

l i je tio ài. . àd á gàIIIà(Song et al., 1997).  

E fi ,à lesà tudesà su à lesà a aloguesà d á gà IIà età IIIà pa tielle e tà sista tsà à l h d ol seà pa à lesà

a i opeptidasesà o tà o t ,à hezà leà atà o ote du,à ueà l i je tio à i. . à d EC à lo uaità l effetà

p esseu ài duitàpa àl i je tio ài. . àdeàd [D-ásp]àá gàIIàalo sà ueàl i je tio ài. . àdeàPC àaug e taitàlaà

du eàdeàl aug e tatio àdeàp essio àa t ielleài duiteàpa àl i je tio ài. . àdeàd [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 

lesàeffetsàp esseu sài duitsàl i je tio ài. . àdeà[D-Asp]Ang II ou de [D-Arg]Ang III (Wright et al., 2003).  

ái si,àauà i eauà al,à l h d ol seàd á gà IIàe àá gà IIIàestà essai eàpou àaug e te à laàp essio à

a t ielle.àDeàplus,à o t ai e e tà à eà uiàestà ta lià àlaàp iph ie,à estàl á gàIIIà aleàetà o àl á gà
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II qui exerce un effet stimulateur tonique sur le contrôle central de la pression artérielle chez les 

animaux vigilsàh pe te dus.àDeàplus,àl i je tio àda sàleà e eauàd u ài hi iteu àsp ifi ueàetàs le tifàdeà

l áPá,àl EC ,àpe etàdeà o alise àlaàp essio àa t ielleàda sàdeu à od lesàa i au àd h pe te sio .à

L áPáà o stitue aitàdonc une cible thérapeutique potentielle dans le traitement de certaines formes 

d h pe te sio àa t ielleàetàjustifie aitàleàd eloppe e tàd i hi iteu sàdeàl áPáàpuissa tsàetàs le tifs,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) D eloppe e t d’u e p od ogue de l’EC  a tif pa  oie o ale 

 

1) Le RB150 

Co eàd itàp de e t,àl EC à o stituaitàleàp e ie ài hi iteu àdeàl áPáà àlaàfoisàsp ifi ueàetà

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

i. . .àCepe da t,àl i je tio àpa à oieài t a ei euse i. àdeàl EC à hezàleà atàDOCá-sel ou le SHR même 

àu eàfo teàdeàdoseàdeà à g/kg,à aàpasàd effetàsu àlaàp essio àa t ielle,àsugg a tà ueàl i hi iteu à

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

études précédentes avaient montré que desàd i hi iteu sàthiol sàdeàpeptidasesà o ozi ,à o eàlaà

NEPàouàl áPN,àad i ist sàsousàfo eàdeàp od ogueàissuesàdeàlaàdi isatio àdeà esài hi iteu sà iaàu à

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

p od ogueàdeàl EC ,àleà‘B ,àaà t àd elopp .àLeà‘B àestàfo àdeàdeu à ol ulesàd EC à eli esà

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

 

2) Mode d’a tio  du RB 5  

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

d t eà lu id .à Ilà pou aità i pli ue àu à a is eàutilis à pa àdeà o eu à o pos sà i a tàdesà

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). 

N a oi s,àleà a alàLáT àpe etàleàt a spo tàd a idesàa i sàaliphati uesà ali eà Val ,àLeuàetàIle àetà

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 solut s,à apa leà d effe tue à leà passageà deà petitesà

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

t a spo teu sà d a idesà a i sà a idesà o eà lesà a au à deà laà fa illeà desà « Exitatory AminoAcid 

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

està di e te e tà duità pa à lesà du tasesà alesà età do eà deu à ol ulesà a ti esà d EC à

permetta tàd i hi e àeffi a e e tàl áPá. 

 

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

RB150 

Ilàaà t à o t à ueàl ad i ist atio àpa à oieài. àouào aleàduà‘B à hezàleà atàDOCá-sel vigil (15 mg/kg) 

entraînait une inhibition du a leàdeà à%àdeà l a ti it àdeà l áPáà ale,àattesta tàdeàso àpassageà



53 
 

da sà leà e eauàetàdeàsaà du tio àe àdeu à ol ulesàa ti esàd EC .àL i hi itio àdeà l a ti it àáPáà

e p heàlaàfo atio àd á gàIIIà aleàetàe t aî eàu eàdi i utio àdeàlaàp ession artérielle des rats 

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

Cesàeffetsào tà gale e tà t à et ou sà hezà leà “H‘à igilàoùà l ad i ist atio àper os de RB150 (100 

g/kg àe t aî eàu eàdi i utio àdeà à%àdeàl a ti it àáPáà aleàetàu eàdi i utio àdeàlaàp essio à

a t ielleàdesà“H‘àd e i o à à Hgàpe da tàplusieu sàheu esà(Marc et al., 2012). Ainsi, ces études 

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

d h pe te sio ,àestà apa leàdeàt a e se àlesà a i esàintestinale, hépatique, hémato-encéphalique et 

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

d EC à apa lesà d i hi e à l áPáà ale.à ái sià leà ‘B à està apa leà deà lo ue à l a ti it à 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 

aug e tatio àdeà laà s tio àd áVPà (Nishimura et al., 1998) etàu eàaug e tatio àdeà l a ti it àdesà

neurones sympathiques (Masuyama et al., 1986).àL ad i ist atio ào aleàdeà‘B à hezàleà atàDOCá-

selà di i ueà laà s tio à d áVPà da sà laà i ulatio à sa gui e,à eà uià aug e teà laà diu seà et,à pa à laà

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

2008) (Figure 12).à Leà ‘B à ep se teà do à leà p otot peà d u eà ou elleà lasseà d age tsà

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 

d áVPà plas ati ueà le sà età uià so tà sista tsà au à t aite e tsà a tih pe te seu sà a tuelle e tà

utilisés. 

 

III) Etudes cliniques du RB150/QGC001  

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

Ge o i s ,àu eà tudeàp ala leàd aluatio àdeàlaàtol a eàetàdeàlaàto i it àduàp oduitàaà t àeffe tu eà

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

l ad i ist atio à aigüeà deà QGC ,à jus u à à g,à taità li i ue e tà età iologi ue e tà ie à

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

aucune baisse de pression artérielle,àau u eà odifi atio àdeàleu à“‘áàs st i ueà iàd aug e tatio  

deà leu à s tio à d áVPà (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 

d u eàad i istration chronique de QGC001 chez le volontaire sain a montré que la prise de produit 

pe da tà àjou sàpa à oieào ale,àjus u à à gàdeu àfoisàpa àjou ,à taità li i ue e tàetà iologi ue e tà
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bien tolérée. Ces résultats ont conforté ceux obtenus lors de la phase Ia et ont permis de commencer 

u eà tudeàdeàlaàp eu eàdeà o eptàdeàl effi a it àduàQGC à hezàdesàpatie tsàh pe te dusà phaseà

IIa à uiàestàa tuelle e tàa he eàetàe à ou sàd analyse. 

 

 

Figure 12 : Modeàd a tio àduà‘B  

Le système rénine-angiotensineà al,à iaà l á gà III,à o t leà laà p essio à a t ielleà pa à t oisà a is esà
différents :à àu eàaug e tatio àdeàlaàli atio àd áVPàda sàlaà i ulatio àsa gui eàauà i eauàdeàl h poph seà
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, 

p od ogueàdeàl EC ,àsuiteà àl ad i ist atio àpa à oieào ale,àt a e seàlaà a i eàh atoe phali ueàetàpénètre 

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

ol ulesàa ti esàd EC à uià o tài hi e àl áPáàetàai siàe p he àl h d ol seàdeàl á gàIIàe àá gàIII.àIlàe à sulteà
une diminution de laàp essio àa t ielleà iaàu eà du tio àdeàlaàli atio àd áVPàetàdeàl a ti it àdesà eu o esà
sympatiques. 
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Chapitre 5 : D eloppe  de ou eau  i hi iteu s de l’a i opeptidase A pa  de 

nouvelles études structure-fonction 

 

I) Introduction 

Comme décrit dans le hapit eà p de t,à l áPáà aleà o stitueà u eà i leà th apeuti ueà

pote tielleàpou àleàt aite e tàdeàl h pe te sio àa t ielle.àDeà eàfait,àlesài hi iteu sàdeàl áPáà apa les 

deà t a e se à lesà a i esà iologi uesà jus u à p t e à da sà leà e eauà pou à lo ue à l áPáà

o stitue aie tà deà ou ellesà lassesà d age tsà a tih pe te seu sà à a tio à e t aleà età pou aie tà

pe ett eàdeàt aite àdesàfo esàd h pe te sio àa t ielleà sista tesàau àt aite e tsàe ista ts. 

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

fo tio à duà siteà a tifà deà l áPá.à Cesà tudesà o tà euà pou à utà deà d fi i à lesà l e tsà st u tu au à età

fo tio elsà o stitua tàleàsiteàa tifàdeàl e z eàpe etta tàd appo te àlesà o aissa esà essai esà

à la o eptio àd u àpha a opho eàd i hi iteu àdeàl áPá. 

Jus u àl ide tifi atio àdeàlaàp e i eàst u tu eà istallog aphi ueàd u eàa i opeptidaseà o ozi àe à

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

l áPáàhu ai eàe à ,àlesà tudesàst u tu e-fo tio àduàsiteàa tifàdeàl e z eà taie tàfo d esàsu àlaà

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

st u tu alesà età e z ati uesà o te uesà d ap sà lesà st u tu esà istallog aphi uesà d e z esà 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).àIlàs agitàd u eà tallop ot aseà àzi à a t ie eà o pos eàd u àlo eà

N-te i alà ajo itai e e tà o stitu àdeà i sàβàe àfeuilletsàetàd u àlo eàC-te i alà o stitu àd h li esà

α.àL i te fa eàe t eà esàdeu àlo esàa ueilleàleàsiteàa tifàdeàlaàTLNàetàestàa ti ul àautou àd u àato eàdeà

zi à oo di àpa àlesà sidusàduà otifàHEXXHàseàt ou a tàauàsei àd u eàh li eàαàlia tàlesàdeu àlo es.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). 

E suite,à laà d ou e teà deà laà st u tu eà istallog aphi ueà deà laà LTá Hà aà pe isà d o te i à desà

informations structurales communes à toutes les aminopeptidases monozincs (Thunnissen et al., 
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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 sei à deà laà as adeà deà l a ideà a a hido i ue,à leà LTá à e à LTB ,à u à o pos à p o-

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

triangle avec : un domaine N-terminal composé de b i sàβào ga is sàe àdeu àfeuillets,àu àdo ai eà

atal ti ueàa essi leàdepuisàl e t ieu àdeàl e z eà o pos àd h li esàαàetàd u àdo ai eàC-terminal 

o pos àd h li esàα.àLeàdo ai eà atal ti ueàposs deàu eàst u tu eàsi ilai eà à eluiàdeàlaàTLNà alg à

seuleme tà à%àd ho ologieàdeàs ue eàe t eà lesàdeu àe z es.à Leà istalàdeà laàTLNàaàpe isàdeà

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 impliqu eàda sàl tatàdeàt a sitio à(Vazeux et al., 1997) et celle identifiant un Glu 

impli u à da sà l a ti it à e opeptidaseà deà l e z eà età appa te a tà auà otifà GXMENà o se susà desà

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

se iàdeàpat o àpou àleàd eloppe e tàdeà od lesàt idi e sio elsàd a i opeptidasesà o ozi s 

jus u àlaà solutio àdeàlaàst u tu eà istallog aphi ueàdeà esàe z es. 

 

II) Etudes structurales sur des aminopeptidases monozincs 

 

1) L’a i opeptidase B 

 

a) Généralités 

L a i opeptidaseàBà áPB,àECà . . . ,àa a laseàII àestàu eàe z eà uiàh d ol seàe lusi e e tàlesà

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

rats (Hopsu et al., 1964).à Ilà aà t à o t à ueà leà hlo eàaug e taità l a ti it à e z ati ueàdeà l áPBà

(Hopsu et al., 1966).à“uiteà àlaàpu ifi atio àdeàl áPBà àpa ti àdeàtesti ulesàdeà atà(Cadel et al., 1995) et 

le clonage de son ADNc (Cadel et al., 1997),àilàaà t à ta lià ueàl áPBàestà o stitu eàdeà àa idesàa i sà

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

liaiso àduàzi àHEXXHàetàd u àGlu,àt oisi eàliga dàduàzi ,à  18 acides aminés en aval de la séquence 

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

Co eàlaàLTá H,àa e àla uelleàelleàpa tageàe i o à à%àd ide tit àdeàs ue eà hezàlesà a if esà

(Luan et al., 2012),àl áPBàposs deà gale e tàu eàa ti it à po deàh d olase.àCetteàa ti it àluiàpe età

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

1997).àL áPBàhu ai eàestàlo alis eàsu àleà h o oso eà1q32.2 (Piesse et al., 2002). 
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Chez le rat, l áPBàestàe p i eàda sà leà o te à al,à l pidid e,à leà œu ,à leà ei ,à l i testi ,à lesà

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

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

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

proacrosomiques des spermatides (Cadel et al., 1997).à Ilà aà gale e tà t à o t à ueà l áPBà 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 

p se eàdeàl áPBàaà t ào se e 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 ph o h o o to eàtu o au ,à ueà l áPBà taitàs t eàpa à laà oieà o stituti eàetà laà oieà

régulée (Balogh et al., 1998). 

Ilà aà t à o t à ueà l áPBàpou aitàa oi àu à leà gulateu àdeà laàp odu tio àdeà ollag eàda sà lesà

fibroblastes cardiaques (Lijnen et al., 2005).à L áPBàestà gale e tà i pli u eàda sà laàp odu tio àdeà

eu opeptidesàpuis u elleàestà apa leàdeàg e àdeàl e k phali eà atu eà àpa ti àd i te diai esà

peptidi uesà l á g-enképhaline et la Lys-enképhaline) (Cohen, 1987; Cadel et al., 1995; Yasothornsrikul 

et al., 1998; Hwang and Hook, 2008). E fi ,à l áPBà pou aità a oi à u à leà da sà laà su ieà età leà

développement tumoral (Luan et al., 2012). 

 

b) Mod lisatio  de l’APB 

Du fait queàl áPBàdeà atàpa tageà %àd ide tit àdeàs ue eàetà à%àd ho ologieàa e àlaàLTá Hàdeà at,à

ilà aà t à possi leà deà o st ui eà u à od leà t idi e sio elà deà l áPBà pa à ho ologieà fo d eà su à laà

structure cristallographique de la LTA4H (Thunnissen et al., 2001; Pham et al., 2007).àD ap sàleà od leà

t idi e sio el,àl áPBàp se teàu eàst u tu eàt ia gulai eàe à àdo ai esà o pos sàd u àdo ai e N-

te i alà o pos à deà i sà βà organisés en deux feuillets,à u à do ai eà atal ti ueà e à h li esà αà

comportant un atome de zinc et un domaine C-te i alàe àh li esàα.àDa sà eà od le,à leàsiteàa tifà

s a ti uleà autou à deà l ato eà deà zi .à Celui- ià pa ti ipeà à laà a tio à e z ati ueà d h d ol seà e à

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

le t ophileà eà uiàluiàpe etàdeàpola ise àu eà ol uleàd eauà espo sa leàdeàl atta ueà u l ophileà

sur le groupement carbonyle de la liaison peptidique à hydrolyser (Pham et al., 2007) (Figure 13). 
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Figure 13 : Mod leàt idi e sio elàdeàl áPBàdeà atà(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 

Lesà sidusàdeàl áPBàdeà atàlia tàl ato eàdeàzi ào tà t à tudi sàpar 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 

i pa taità pasà l e p essio à deà l áPBà aisà ueà seulesà lesà utatio sà sile ieusesà e t aî aie tà u eà

o se atio àdeàl a ti it àdeàl e z e,à o fi a tàdo àl i pli atio àdeà esà sidusàda sàlaàliaiso àduà

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

otifàHEXXHàe t aî aie tàu eàa olitio àdeà l a ti it àdeà l e z eà sa sà toutefoisà odifie à so àp ofilà

d e p essio .àCeà siduà o espo dàauàGlu-143 de la TLN et au Glu- àdeàl áPáàde souris démontrés 

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

proposé que le Glu- àjoue aitàleà eà leà atal ti ueàauàsei àdeàl áPBà(Pham et al., 2007).  

L áPBà p se teà gale e tà laà s ue eà o se susà desà a i opeptidasesà GXMEN.à ái si,à par 

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

Asn- àdeàl áPBàdeà atàe t aî aie tàu eàpe teàdeàl a ti it àdeàl e z eàsa sà odifie àso àe p essio à

(Pham, 2007). Grâce aux études structure-fo tio àp de tesà e esàsu àlaàLTá H,àl áPNàetàl áPá,à

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

leà a is eà atal ti ueàdeàl áPB,àduàfaitàdeàsesàp op i t sà ucléophiles, et dans la reconnaissance 
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du substrat comme la Met- àdeà l áPNàd E.Coli (Ito et al., 2006) ou la Met- àdeà l áPNàhu ai e 

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

l tatàdeàt a sitio àai sià ueàda sàleà a a t eàa i opeptidase/e opeptidaseàdeàl áPBàe ài te agissa tà

a e àl a i eàN-terminale des substrats comme cela a été montré pour la LTA4H (Thunnissen et al., 

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

substitution du résidu Gly- àdeàl áPBàdeà atàpa àu eàala i eà ála ,àu eàLeu,àu eàph lala i eà Phe ,à

u eà Valà ouà u eà th o i eà Th à e t aî eà laà p odu tio à d e z esà e o i a tesà i a ti es.à Laà

su stitutio àdeà etteàGl àe à“e à e t aî eàpasàdeà odifi atio àduàp ofilàe z ati ueàdeà l e z eà

e o i a teà o pa eà à l áPBàsau age.àE fi ,à laàsu stitutio àduà siduàGl -298 en Pro induit une 

odifi atio àduàp ofilàdeà l e z eà (Pham, 2007).àE àeffet,à l áPB mutée présente une spécificité de 

su st atà odifi e,àl e z eà ut eàde ie tàsp ifi ueàdesà sidusàP oàetàálaàe àplusàdesà sidusàL sàetà

á g.à Elleà està plusà aussià se si leà à l io à hlo eàpuis ueà so àa se eà e t aî eàpasàd i a ti it à deà

l e z eàetàe fi àleàp ofilàd i hi itio àdeà etteàáPBà ut eàestàdiff e tàdeàl áPBàsau age.àái si,àilàaà t à

proposé que la substitution de la Gly- àe àP oàsta iliseàleàsiteàa tifàdeàl áPBàda sàu eà o fo atio à

opti is eà pou à l h d ol seà deà laà liaiso à peptidi ueà e à a se eà d io à hlo eà auà d t i e tà deà laà

spécificité de substrat (Pham, 2007). Ainsi, le résidu Gly- à deà l áPBà deà atà està i pli u à da sà laà

sp ifi it àdeàsu st atàdeàl e z eà(Pham et al., 2011). 

Il a également été montré que le résidu Asp- àdeàl áPBàdeà atà tait impliqué dans la spécificité de 

su st atà asi ueàdeàl e z eàe ài te agissa tàa e àleàg oupe e tàa i eàdeàlaà haî eàlat aleàduà siduà

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

Da sàl áPBàhu ai e,àilàaà té montré que le résidu glutamine (Gln)-169 était impliqué dans la spécificité 

deà su st atà asi ueà deà l e z eà e à ai te a tà u eà a hite tu eà o e teà duà sous-site S1 et en 

h lata tàl ato eàdeà hlo eàp se tàauàsei àduàsiteàa tifà(Ogawa et al., 2014). Il a également été montré 

que le résidu Phe- àdeàl áPBàhu ai eà taitài pli u àda sàl o ga isatio àst u tu aleàduàsous-site S1 

e à oo di a tàl ato eàdeà hlo eà(Ohnishi et al., 2015). 

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

od lisatio à ol ulai eàetà utag seàdi ig e.àToutàd a o d,àilàaà t à o t à ueàleà siduàT -229 

deàl áPBàdeà atà taitài pli u àda sàl a teà atal ti ueàe àsta ilisa tàleà siduàGlu-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- àdeàl áPBàdeà atàpe ettaitàu eàa hite tu eàopti aleàduàsiteàa tifàdeà

l e z eàe ài teragissant avec le groupement carbonyle du résidu Arg-285 . Ces deux résidus, situés 

da sàu eà ou le,àpe ett aie tàu eàst u tu atio à o e teàduà i àβà o te a tàleà siduàGlu-301 du 

motif GXMEN (Cadel et al., 2015).  Puis il a été montré que les mutations du résidu Tyr- àdeàl áPBà
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p o o uaie tàu eài hi itio àdeàl a ti it àe z ati ueàdeàl áPB.àL a al seàduà od leàt idi e sio elà

deà l áPBà aà l à ueà eà siduà seà t ou eà à . à Åà deà l ato eà deà zi à età pou aità ai te i à u eà

o fo atio àad uateàdeàl e z e,àpe etta tàu àpositio e e tà o e tàduàzi .à Ilàaà gale e tà

été montré que les mutations du résidu Tyr- à i a ti aie tà l áPB.à Lesà a al sesà st u tu alesà o tà

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 

h d o leàetàleàg oupe e tà a o leàdeàl ásp-363 situé à 3,63 Å. Cette Tyr serait impliquée dans le 

ai tie àdeàl i t g it àst u tu ale duàsiteàa tifàdeàl áPBà(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). 

á à‘ep se tatio àdesàliga dsàduàzi ,àduàgluta ateà atal ti ueàetàduà siduàdo eu àdeàp oto àdeàl áPBàdeà at.à
L io à ) 2+ 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). 

B àà‘ep se tatio àduàsiteàa tifàdeàl áPBàdeà atàda sàle uelàaà t ài t oduitàleàsu st atàt ipeptidi ueàá g-Ala-Arg 

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

C à‘ep se tatio àduàsiteàa tifàdeàl áPBàhu ai eàda sàle uelàaà t ài t oduitàleàsu st atàt ipeptidi ueàá g-Ser-Arg 

(Ohnishi et al., 2015).  

 



61 
 

2) L’a i opeptidase N 

 

a) Généralités 

L a i opeptidaseàNà áPN,à ECà . . . à aà toutàd a o dà t à d fi ieà o eàu eàC s-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).  

L áPNàestàe p i eàdeàfaço àu i uitai eà àlaàp iph ie,à ota e tàda sàleà ei àetàl i testi  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). 

L áPNàeu a oteàaàtoutàd a o dà t à lo eà àpa ti àdeàd i testi àhu ai à(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 

sidusàetàd u àdo ai eàC-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 

ol ulai eàdeàl áPNà a ieàdeà à à àkDaàetàseàp se teàsousàfo eàho odi i ueà hezàtousàlesà

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

al., 1984).àL áPNàestàa ti eàpa àleà o altà(Lalu et al., 1986).àE àutilisa tàdesàsu st atsàs th ti uesàβ-

apht la ides,àilàaà t à o t à ueàl áPNàp se te une large spécificité de substrat. En effet, elle est 

apa leàd h d ol se àlesàa idesàN-te i au à eut es,à asi uesàetàa o ati ueà àl e eptio àdeàlaàP o.à

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

et al., 1990). 

In vitro,àl áPNàh d ol seàdesàsu st atsà atu elsà o eàlaàsu sta eàPà(Bausback and Ward, 1986), la 

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

al., 1991),àl á gàIIIà(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,àl áPNàh d ol seàlaàMet5 et la Leu5 enképhaline (Gros et al., 1985; Bausback and Ward, 1986; 

Palmieri et al., 1989; Ward et al., 1990). Dans le syst eà e eu à e t al,àl áPNàh d ol seà gale e tà

l á g1 deàl á gàIIIà(Zini et al., 1996) avec une affinité allant de 2 µM à 112 µM (Palmieri et al., 1989; 

Wright et al., 1991) pou àdo e à aissa eà àl á gàIVà uiàestàelle- eàh d ol s eàpa àl áPNà(Chansel 

et al., 1998). 
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Out eàso à i pli atio àda sà leà“‘áà alàetà s st i ue,à l áPNàestà gale e tà i pli u eàda sà lesà

p o essusà a eu .àToutàd a o d,àilàaà t à o t à ueàl áPNàestàe p i eàda sàdeà o eu àt pesà

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 ét à o t à ueàl áPNàagità

o eàu à gulateu àdeà laà o phoge seàdeà l e doth liu àdu a tà l a gioge seà (Bhagwat et al., 

2001). Les expériences de knock-outàdeàl áPNàpa àdesàá‘Nsài te f a tsàe à ellulesàHUVECào tà o t à

u eàfo teà aisseàdeàl i du tio àdeàl a gioge seà(Kehlen et al., 2003).àL áPNàpou aità t eà gul eàpa à

leàfa teu àdeà oissa eàdeà l e doth liu à as ulai eà VEGF àetà leàfa teu àdeà oissa eà asi ueàdesà

fibroblastes (bFGF). Il a également été montr à ueà l áPNà està leà epteu à d u à peptideà seà lia tà

e lusi e e tà à l e doth liu à desà aisseau à a giog i uesà oùà elleà està su e p i e,à leà peptideà

asparagine-glycine-arginine (NGR) (Pasqualini et al., 1995).à L áPNà està ai sià de e ueà u eà i leà

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 cellulai esàetà ol ulai esà o t l sàpa àl APN restent à ce jour méconnus. 

 

b) Structure cristallographique et études structure-fonction 

Lesàst u tu esà istallog aphi uesàdeàl áPNàpo i eà (Chen et al., 2012) etàdeàl áPNàhu ai eào tà t à

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

l áPNà hu ai eà o t eà ueà l e z eà p se teà u eà st u tu eà e à t oisà do ai es : un domaine N-

te i alà o pos àdeà i sàβào ga is sàe àdeu àfeuillets,àu àdo ai eà atal ti ueàfo àd h li esàαà

o p e a tàleàsiteàa tifàetàl ato eàdeàzi àli àau à sidusàduà otifàHEXXHàetàu àdo ai eàC-terminal 

o ga is à ajo itai e e tàe àh li esàαàetàa e àu àpetitàfeuilletàdeà i sàβ.àLeàdo ai eàC-terminal de 

l áPNà di iseà a e à leà do aine C-te i alà d u à aut eà o o eà d áPNà iaà desà i te a tio sà

h d opho es,àh d og esàetàsali es,àfo a tàu eài te fa eàdeà o ta tàd e i o à àÅ2. Le site actif 

estàe fouià àl i t ieu àdeàl e z eàetàp ojetteàsu àu eàla geà a it ài te eà e i o à àÅ3), 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 

e àjau eàa e àso àfeuilletàβàe à age ta. 

 

Laàst u tu eà istallog aphi ueàdeàl áPNàhu ai eà ati eàaàpe isà gale e tàdeà ett eàe à ide eàlesà

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

l á gàIV,àilàaà t à o t à ueàl a i eàli eàdeàlaàValàN-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- à taità leà Gluà atal ti ue,à espo sa leà deà laà pola isatio à d u eà ol uleà d eauà pe etta tà

l atta ueà u l ophileàsu àlaàliaison peptidique à hydrolyser. Ces observations confirment les résultats 

desà tudesàpo t esàsu àl áPNàdeàporc montrant que le Glu- à taitài pli u àda sàl a teà atal ti ueà

(Luciani et al., 1998; Chen et al., 2012). Ensuite, il a été montré que le résidu Tyr- àsta iliseàl o a io à

g àpe da tà l tatàdeàt a sitio à (Wong et al., 2012). La chaîne latérale de la Val N-terminale de 

l á gàIVàseàlogeàda sàu eàpo heà eut eàfo eàdesà sidusàGl -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 situ eàauàsei àd u eà ou leàdo tàlesà sidusà ta lisse tàdesài te a tio sàa e àd aut esà sidusà

deàl áPN.àE àeffet,àlaàPhe-896 établit une liaison de type stacking avec la Phe-472, la Ser-895 et la Gly-

à ta lisse tà u eà liaiso à h d og eà a e à l ás -350 et la Ser-469, respectivement. Dans cette 

o figu atio ,àduà faitàdeà l o ga isatio àetàdeà laà ha geàduàsous-siteà“ ,à ilà aà t à o luà ueà l á gàN-

te i aleàdeàl á gàIIIà eàpou aitàpasài te agi àauà i eauàdeà eàsous-site.àLeà siduàP àdeàl á gàIV,àu eà

Tyr, établitàa e àl áPNàdesài te a tio sàdeàt peàsta ki gàa e àlesà haî esàlat alesàdesà sidusàVal-385 

et His- à etàu eà i te a tio àdeà t peà liaiso àh d og eà di eàpa àu eà ol uleàd eauàe t eà so à
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groupement hydroxyle et le groupement carboxylate du résidu Glu-41 àdeàl áPN.àLesàaut esà sidusàdeà

l á gàIVà ta lisse tà ua tà àeu àau u eài te a tio àa e àlesà sidusàduàsiteàa tifàdeàl áPNà(Wong et 

al., 2012).  

La co- istallisatio à deà l áPNà hu ai eà a e à l a astati eà LeuβN[αOH]-Val-Val-Asp) a permis de 

montrer que :à l e t it à LeuβN[αOH]à effe tuaità lesà esà i te a tio sà a e à l áPNà ueà laà Valà N-

te i aleàdeàl á gàIV ; que le groupement α-hydroxyle chélate le zinc ;à ueàlaàValàP à ta litàlesà esà

i te a tio sàa e àl áPNà ueàlaàT àe àpositio àP àdeàl á gàIVàetà ueàlesà sidusàP àetàP àdeàl a astati eà

o upaie tàlesà eàpositio sà ueàlesà sidusàP àetàP àdeàl á gàIVà(Wong et al., 2012). 

La co- istallisatio àdeàl áPNàhu ai eàa e àlaà estati eà PheβN[αOH]-Leu àaà o t à ueàl i hi iteu à

ne se liait pas à l e z eà o eà pou aità leà fai eà u à su st at.à E à effet,à l e t it à duà siduà

PheβN[αOH]àestàe fouiàt sàp ofo d e tàda sàleàsous-siteà“ àetà i te agitàa e àl áPNà ueàpa àdesà

liaisons h d og esà di esàpa àdesà ol ulesàd eau.àDeàplus,à està leàg oupe ent 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“ àdeàl áPNàdeàlaà eàfaço à ueàlaàT àP àdeàl á gàIVàetà ueàlaàValàP àdeàl a astati e.à

ái si,àlaà estati eà esteàu ài hi iteu à o p titifàdeàl áPNà(Wong et al., 2012).  

Deàfaço ài t essa te,àilàaà t à o t àda sàleà istalàdeàl áPNà o ple à àlaà estati eà ueàlaà ou leà

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

afi àdeàpe ett eàl a ageàduà siduàPheβN[αOH]à(Wong et al., 2012). Ceci suggérant que cette boucle 

peut,àselo àleàsu st atàouàl i hi iteu ,às adapte àetàpe ett eàu eào ga isation adéquate du sous-site. 

ái si,à elaà sugg eà u e à p se eà d á gà III,à l a hite tu eà duà sous-site doit être différente afin 

d a euilli àu à siduà eau oupàplusàla geà o eàl á gàN-terminale du peptide (Figure 16). 
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Figure 16 : “iteàa tifàdeàl áPNàhu ai eà o ple àa e àl á gàIVà(Wong et al., 2012). 
 
á àDe sit à le to i ueàdeàl á gàIV,àlesàato esàdeàcarbones, azote et oxygène sont colorés respectivement en 
gris, bleu et rouge. 
B à“upe positio àdesàsitesàa tifsàdeàl áPNà o ple sà e à e t àouà o à e à age ta àa e àl á gàIV.àL ato eàdeàzi à
est représenté en jaune. 
C àVueàduàsiteàa tifàdeàl áPNàhu ai eà o ple eàa e àl á gàIV.àLesà sidusà olo sàe à e tàso tàsitu sàda sàleà
domaine catalytique, les résidus colorés en jaune sont situés dans le domaine C-terminal. 

 
 

3) L’a i opeptidase A 

a) La st u tu e istallog aphi ue de l’a i opeptidase A hu ai e 

‘ e e t,àlaàst u tu eà istallog aphi ueàdeàlaàpa tieàe t a ellulai eàdeàl áPáàhu ai eàaà t à solueà

(Yang et al., 2013).à Elleà o t eà ueà l e z eà p se teà u eà st u tu eà si ilai eà à elleà desà

aminopeptidases monozincs soit : un domaine N-te i alà o pos à deà i sà βà o ga is sà e à deu à

feuillets,àu àdo ai eà atal ti ueà o pos àd h li esàαà o te a tàleàsiteàa tifàoùàseàsitue l ato eàdeàzi à

et un domaine C-te i alà o pos à d u à feuilletà deà i sà βà età d h li esà α.à Laà st u tu eà

istallog aphi ueà o t eà ueà l áPáà fo eà u à ho odi eà pa à l i te a tio à desà do ai esà C-

te i au àdeàdeu à o o es.àL i te fa eàfo e par ces deux do ai esàposs deàu eàai eàd e i o à

1600 Å2 soità p es ueà deu à foisà plusà ueà l i te fa eà deà di isatio à deà l áPNà (Yang et al., 2013). 

N a oi s,à ilàaà t à o t à ueà l áPáàs ho odi iseàg eà àu àpo tàdisulfu eàsitu à à l e t it à

extracellulaire N-terminale de chaque monomère (Ofner and Hooper, 2002).àO à etteàpa tieàdeàl áPáà

està pasà isi leà da sà laà st u tu eà istallog aphi ueà età l i te fa eà d ho odi isatio à o se e 
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pourrait être un artéfact dû aux conditions de cristallisation. La résolution de la totalité de la structure 

deàl áPáà pa tieài t a ellulai e,àt a s e a ai eàetàe t a ellulai e àpou rait permettre de conclure 

sur la nature de cette homodimérisation.  

áàl i sta àdeàl áPN,àleàsiteàa tifàdeàl áPáàseàt ou eàe fouià àl i t ieu àdeàl e z eàetàp ojetteàsu àu eà

large cavité accessible au solvant (Yang et al., 2013).àN a oi s,àleàsiteàa tifàdeàl áPáàestàplusà t oità

ueà eluiàdeàl áPNàe lua tàai siàl a sàau àsu st atsà olu i eu à(Wong et al., 2012; Yang et al., 2013). 

Cetteà o t ai teà o fo atio elleàse aitàu àdesà l e tsàpe etta tà à l áPáàd t eàplusàs le ti eà

ueàl áPNàda sàlaà atu eàdeàsesàsu st ats (Figure 17). 

 

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

Représentation des structures cristallographiques du di eàetàduà o o eàd áPá.àLeàdo ai eàN-terminal est 

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

o p e dàleàfeuilletàβà ep se t àe ào a ge. 

 

b) Etudes structure-fonction par modélisation moléculaire et 

mutagenèse dirigée 

E à l a se eà deà do esà st u tu alesà su à l áPá,à lesà p e i esà tudesà st u tu e-fonction se sont 

appu esà su à lesà alig e e tsà deà s ue esà d a i opeptidasesà o ozi .à ái si,à ilà aà d a o dà t à

d o t à ueàl His-389 du motif HEXXH deàl áPáàdeàsou isà taità u iale pou àl a ti it àdeàl e z eà

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

a e àl His- àetàl His-385 (Wang and Cooper, 1993; Vazeux et al., 1996). Le Glu-386 a été caractérisé 

o eà ta tàleàGluà atal ti ueàpe etta tàlaàpola isatio àdeàlaà ol uleàd eauà uiàeffe tueàl atta ueà

nucléophile sur la liaison peptidique à hydrolyser (Vazeux et al., 1996). Le rôle de ces deux Glu est 
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appuyé par les études de co-cristallisation de la thermolysine avec différents inhibiteurs et qui ont 

pe isàd ta li àleà od leàdeà a isme catalytique commun aux peptidases monozincs (Matthews, 

1988). 

Pa àlaàsuite,àlesàalig e e tsàdeàs ue eàd a i opeptidasesà o ozi sào tà o t à u u eàT àsitu eà

à à sidusà e à a alà duà otifà HEXXHàpou aità o espo d eà à l His-231 de la thermolysine, résidu 

i pli u àda sàlaàsta ilisatio àdeàl tat de transition durant la catalyse enzymatique (Matthews, 1988). 

Ainsi, les études structure-fonction par mutagénèse dirigée sur la Tyr- àdeàl áPáàdeàsou isào tàpe isà

deà o fi e àso à leàdeàsta ilisateu àdeàl tatàdeàt a sitio ,àg eà àl utilisatio àd i hi iteu sà i a tà

ouà o àl tatàdeàt a sitio à(Vazeux et al., 1997). 

L tudeà desà alig e e tsà deà s ue esà d a i opeptidasesà o ozincs aà pe isà laà d ou e teà d u à

motif strictement conservé dans cette famille, situ à àu eàt e tai eàd a idesàaminés en amont du motif 

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

l áPáàdeàsou isà i te agitàa e à l a i eà li eàdeà l á gà Iàalo sà u ilàestà i apa leàdeà lie à l e t it àN-

te i aleà lo u eàdeàl á gàIàN-acétylée. Cette étude conclut que ce Glu est impliqué dans la liaison de 

l a i eàN-terminale libre des substrats et des inhibiteurs (Vazeux et al., 1998) et est confortée par les 

travaux effectués sur le Glu- àdeàl áPNàpo i e,à o f a tàleà eà le à ce résidu (Luciani et al., 

1998).àU àaut eà siduàdeà eà otifàGXMEN,àl ás -353 a été également démontré comme effectuant 

desà i te a tio sà a e à l amine 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 

l tatàdeàt a sitio à(Iturrioz et al., 2001). 

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

possi leàdeà o st ui eàu à od leàt idi e sio elàdeàl áPáàdeàsou isàpa àho ologieàg eà àl ide tit à

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

l áPá.àCeà od leà o p e dàlesà sidusà à à àdeàl áPáàdeàsou isàetà o stitueàlaà ajeu eàpa tieàduà

do ai eàe t a ellulai eàdeàl áPá.àU ài hi iteu à i a tàl tatàdeàt a sitio àdeàlaà atal seàe z ati ue,à

l i hi iteu àgluta ate-phosphonate (GluPO3H2), a été introduit dans le modèle afin de visualiser les 

i te a tio sàpossi lesàe t eà leà su st atàetà leà siteàa tifàdeà l e z eàauà ou sàdeà laà atal se.à Ilà aà t à

o t à ueà l o ga isatio à duà o ple eà áPá/GluPO3H2 était similaire à celle du complexe 

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

di ig eàseà et ou aie tàda sàleà od le.àE àeffet,àl io àzi àseàt ou eà oo di àpa àlesà sidusàHis-385, 

His-389, Glu- ,àu eà ol uleàd eauàetàu ào g eàduàg oupe e tàphospho ateàduàGluPO3H2. Dans 

le modèle, le Glu- à està da sàu eàpositio àopti aleàpou àpola ise à laà ol uleàd eauà atal ti ueà
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espo sa leà deà l atta ueà u l ophile.à Laà T -471 est, quant à elle, engagée dans deux liaisons 

hydrogènes avec le groupement phosphonate du GluPO3H2 do tàlaàg o t ieàt t a d i ueà i eàl tatà

de transition. Enfin, le Glu- ài te agità ie àa e àl a i eàli eàN-terminale du GluPO3H2 et aussi avec 

laà ol uleàd eauà atal ti ueà u ilà pou aità pola ise àe à o pl e tàduàGlu-386 (Rozenfeld et al., 

2002). 

 L utilisatio àdeà eà od leàaàpe isàdeà isualise àl á g- ,àetàu àásp,àl ásp-227, interagissant via un 

pont-salin et situés dans une boucle proche du Glu- .à L a al seàdesàáPásà ut esàpou à esàdeu à

résidus ont montré la production d e z esà i atu es,à s uest esà da sà leà ti ulu à

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

stabilisation du domaine N-te i alàdeàlaàpa tieàe t a ellulai eàdeàl e z eà(Rozenfeld et al., 2002).  

Toujou sàsu àlaà aseàduà od leàt idi e sio elàdeàl áPáàdeàsou isà o ple àa e àleàGluPO3H2, il a été 

d o t àpa à utag seàdi ig e,àl i pli atio àduà siduàGlu-215 dans le caractère exopeptidase de 

l e z eàetàda sàl i du tio àdeàla catalyse. En effet, le Glu-215 i te agitàa e àl e t it àN-terminale 

duàsu st atàetài duitàu à ha ge e tà o fo atio elàdeàl e z eàpe etta tàauàGlu- àd i te agi à

a e àl a i eàli eàN-te i aleàduàsu st atàd u eàpa t,àet,à o joi te e tàa e àleàGlu-386, de polariser 

laà ol uleàd eauà atal ti ueàd aut eàpa t. 

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

a tifà deà l áPáà deà sou is.à E à effet,à leà od leà t idi e sio elà o t aità ueà l ato eà deà alcium est 

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

Glu- àetàt oisà ol ulesàd eau.àLesà tudesàst u tu e-fonction par mutagénèse dirigée ont montré 

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

si ilai eà àl áPáàsau age,àalo sà ueàlesà utatio sà o à o se ati esàe p haie tàleà al iu àd a ti e à

l áPá.àDeàplus,àilàaà t à o t à ueàlesà utatio sàdeà esà sidusài duisaie tàu eàpe teàdeàlaàsp ifi ité 

deàsu st atàdeàl áPáàpou à sidusàN-terminaux acides en présence de calcium. Ainsi, les résidus Asp-

213 et Asp- àso tà ie àlesà sidusàlia tàl io à al iu àda sàleàsiteàa tifàdeàl áPáàetàpa ti ipe tà àlaà

sp ifi it àdeàl áPáàpou àlesàsu st atsàetàlesài hibiteurs acides en présence de calcium (Claperon et al., 

2008). 

E fi ,àleà od leàt idi e sio elàdeàl áPáàdeàsou isàaà o t à ueàleàg oupe e tàh d o leàduà siduà

Thr- àpou aitài te agi àa e àleàg oupe e tà a o lateàdeàlaà haî eàlat aleàduàGluàdeàl i hi iteu à

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

utatio sàdeà eà siduà ha geaie tàlaàsp ifi it àdeàdeàsu st atàdeàl áPáàe àa se eàdeà al iu à uià

de e aità sp ifi ueàdesà su st atsà asi ues.à L ajoutàdeà al iu à auà ilieu réactionnel permettait de 

estau e à laà sp ifi it à deà l áPáà pou à lesà su st atsà a ides.à Pa à o t e,à lesà tudesà desà pou oi sà
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i hi iteu sà deà diff e tsà i hi iteu sà d a i opeptidasesà o t aie tà ueà lesà uta tsà deà laà Th -348 

p se taie tà leà eàp ofilàd i hi itio à ueàl áPáàsau ageàe àp se eàouàe àa se eàdeà al iu .à

ái sià etteà tudeàaàpe isàdeàd o t e àl i pli atio àduà siduàTh -348 dans la spécificité de substrat 

a ideàdeàl áPáà(Claperon et al., 2009). 

Lesà sultatsàdeàl e se leàdeà esà tudesào tà t à alid sàpa àlaàst u tu eà istallog aphi ueàdeàl áPá 

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

l e z e,à essai eàauàd eloppe e tàd i hi iteu sà àlaàfoisàpuissa tsàetàs le tifsàdeà etteàe z e 

(Figure 18).  

 

Figure 18 : O ga isatio àduàsiteàa tifàdeàl áPá.à 
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III) Objectifs de thèse 

L áPáà aleà o stitueàu eà i leà th apeuti ueàpote tielleàda sà leà t aite e tàdeà l h pe te sio à

a t ielleàetàleàd eloppe e tàd i hi iteu sàdeà etteàe z eà àa tio à e t aleà ep se teàu eà ou elleà

oieà th apeuti ueà e à ueà deà t aite à e tai esà fo esà d h pe te sio à sista tesà au à t aite e tsà

actuels.  

La résolution de la structure istallog aphi ueà deà l áPáà està u à outilà deà p e ie à o d eà pou à 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). 

áfi à deà alise à esà a pag es,à u à ou eauà od leà t idi e sio elà deà l áPáà aà t à o st uità e à

utilisa tàlaàst u tu eà istallog aphi ueàdeàl áPáàhu ai eà o eàpat o àetàl e se leàdesài hi iteu sà

deà l e z eà d elopp sà pa à leà P ofesseu à Be a dà Pie re Roques, en collaboration avec notre 

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

L o je tifàdeà aàth seàaà o sist à  : 

• Caractériser pharmacologiquement le rôle du résidu Arg- àdeà l áPáàda sà laàsp ifi ité de 

su st atàdeàl e z eàpou àlesà sidusàN-terminaux acides. 

• Caractériser pharmacologiquement le rôle des résidus Arg-360 et Arg- à deà l áPáà da sà

l i te a tio àa e àlesà sidusàP àdesài hi iteu sàt ipeptidi ues. 

Lesà sultatsào te usàse i o t,àd u eàpa t,à à alide à eà ou eauà od leàt idi e sio elàdeàl áPáàet,à

d aut eàpa t,à àappo te àlesài fo atio sàst u tu alesà essai esà àl i itiatio àd u à i lageàin silico de 

chimiothèques virtuelles en vue de découvrir deà ou eau ài hi iteu sàdeàl áPá. 
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IV) Etudes structure-fo tio  su  le site a tif de l’APA 

 

1) Article 1 : Etude du rôle de l’a gi i e  de l’APA de sou is dans la spécificité de 

su st at de l’e z e (En révision) 

 

a) Introduction 

L e se leàdesà tudesàst u tu e-fo tio à e esàsu àl áPáào tàutilis àleà od leàt idi e sio elàdeà

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

2003, Claperon et al., 2008, 2009). Ce mod leàestà o stitu àdesà sidusà à à àdeàl áPáàetàestàdo à

amputé des 386 derniers résidus C-te i au àdeàlaàp ot i eàpa ti ipa t,àa e àl e se leàduàdo ai eà

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

st u tu eàdeàlaàpa tieàe t a ellulai eàdeàl áPáàhu aine 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,àl tudeàdeàlaàst u tu eàdeàl áPáàhumaine cristallisée avec un glutamate aàpe isàd o se e à

un résidu situé dans le domaine C-te i al,àl á g-887 (Arg- àdeàl áPáàdeàsou is ,à uià o t i ueà àlaà

sp ifi it àdeàsu st atàdeàl e z eàpou àlesà sidusàN-terminaux acides sans préciser le mode d a tio à

de ce résidu (Yang et al., 2013). 

áfi àdeàp ise àleà leàdeàl á g-878,àu à ou eauà od leàt idi e sio elàdeàl áPA a été construit sur 

laà aseà deà laà st u tu eà istallog aphi ueà deà l e z e.à Da sà eà od leà aà t à i t oduità l EC à uià

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 g oupe e tà gua idi iu à le t opositifà deà l á g-878 interagit avec le 

g oupe e tàsulfo ateà le t o gatifàdeàl EC .àNousàa o sàdo ,àpa àdesà tudesàst u tu e-fonction 

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

liaiso àdeàsu st atàouàd i hi iteu àai sià ueàda sàlaàsp ifi it àde substrat deàl áPáàpou àlesà sidusàN-

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 

e a eàplas i ueàdeàfaço àsi ilai eà àl áPáàsau age.àE suite,à ousàa o sà tudi àlesàpa a t esà

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“ àdeàl áPáàsu àlesà

APAs sauvage ou mutées. 
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b) Discussion 

G eà à ot eà od leàt idi e sio elàdeàl áPáàhu ai e,à ousàa o sà o t à ueàl á g-887 (Arg-878 

de l áPáàdeàsou is à ta litàu eài te a tio àa e àleàsulfo ateàdeàlaà haî eàlat aleàdeàl i hi iteu àEC à

participant ainsi au sous-site S1. 

Laàsu stitutio àdeà etteàá gàpa àu eàálaàouàu eàL sà o duità àdesàe z esàs e p i a tà àlaà e a eà

plasmique des cellules CHO exprimant de façon stable ces dernières, comme le montre les expériences 

d i u ofluo es e e.à Lesà fo esà e a ai esà p se te tà desà fo esà atu esà deà l áPáà

hautement glycosylée, avec une forme dimérique de 320 kDa et une forme monomérique de 160 kDa, 

observées par Western Blot.  

Pa à laà suite,à ousà a o sà a a t is à l a ti atio à desà e z esà ut esà pa à leà al iu .àái si,à ilà aà t à

o t à ueàlesàe z esà ut esà taie tàa ti esàpa àleà al iu àdeàlaà eàfaço à ueàl áPáàsau age.à

Ainsi le résidu Arg-878 ne participe pas à la liaison du calcium dans le sous-siteà “ à deà l e z e.à

Cepe da t,àl a ti it à a i aleàdesàe z esà ut esà‘ áàetà‘ Kà taie tàdi i u esàd u àfa teu à à

par rapport à elleà deà l áPáà sau age. Du fait que ces enzymes présentent un profil d e p essio à

si ilai eà à eluià deà l áPáà sau age,à ousà a o sà isà l h poth se que le résidu Arg-878 pourrait 

participer àlaà e o aissa eàduàsu st atàetà àl a ti it àd h d ol seàdeàl áPá. 

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 à eu àdeàl áPáàsau age.àE à

a se eà deà al iu ,à l effi a it à d h d ol seà duà GluNáà pa à lesà e z esà ut esà taità fo te e tà

diminuée par rapport à celle de l áPáàsau ageà àfoisàpou àleà‘ áàetà àfoisàpou àleà‘ .àCetteà

di i utio àestàdueà àu eàfo teàdi i utio àdeàl affi it àdesàe z esà ut esàpou àleàsu st atàa ideàai sià

u àu eàl g eàdi i utio àda sàlaà itesseàd h d ol seàduàsu st at.àE àp se eàdeàcalcium, comme 

elaàaàd j à t à o t àpa àleàpass ,àl effi a it àd h d ol seàdesàsu st atsàa idesàpa àl áPáàaug e te.à

Ce iàpasseàpa àu eàaug e tatio àdeàl affi it àdeàl e z eàpou àleàsu st atàai sià u àu eàaug e tatio à

deàlaà itesseàd h d ol se.àái si,àe àp se eàdeà al iu ,àl effi a it àd h d ol seàdesàe z esà ut esà

pou àlesàsu st atsàa idesàaug e te,à a oi s,àelleà esteà ie ài f ieu eà à elleàdeàl e z eàsau ageà

àfoisàpou àleà‘ áàetà àfoisàpou àleà‘ K .àE o e,à etteàdiff e eàda sàl effi a it àd h d ol seà

estàdue,àpou àl áPáà uta teà‘ á,à àu eàaffi it àetàu eà itesseàd h d ol seàduàsu st atàGluNáàplusà

fai leà ueà elleàdeàl áPáàsau age.àE à e a he,àpou àleà uta tà‘ K,àseuleàl affi it àdeàl e z eàpou à

le substrat acide est plus faible queàl áPáàsau age.àCe iàsugg eà ueàleà siduàá g-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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E àeffet,àl a al seàdesà od lesàt idi e sio elsàdeàl áPáàsau ageàouà ut es en présence de calcium 

aà o t à ueàlesà utatio sài duisaie tàdesà ha ge e tsàda sàl o ga isatio àduàsiteàa tifàdeàl e z e.à

Chacune entraînait une suppression (‘ á à ouà u eà di i utio à ‘ K à deà l i te a tio à e t eà leà

groupement carboxylate du substrat et la chaîne latérale du résidu, ce qui induit une diminution de 

l affi it àdesàe z esàpou àleàsu st atàa ide.àDeàplus,àlaà haî eàlat aleàduà uta tàL s,àplusàlo gueàd u à

a o eà pa à appo tà à l á g,à aug e teà leà olu eà duà siteà a tifà deà l e z e.à Ce ià pe età u eà

opti isatio àduàpositio e e tàdeàlaà ol uleàd eauà atal ti ue,à eà uiàpe etàdeàd aug e te àlaà

itesseàd h d ol seàpa à appo tàauà uta tàálaàetà àl áPáàsauvage en présence de calcium. Ceci tend à 

o fi e à ueàl á g-878 est située dans le sous-siteà“ àdeàl áPáàetà u elleàpuisseà die àlaàsp ifi it à

deàl áPáàpou àlesà sidusàN-terminaux acides des substrats.  

Afin de préciser leà leàdeàl á g-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 

utilisa tàleàGluNáàa e àouàsa sà al iu .àCesài hi iteu sài te agisse tàa e àl e z eà iaàleu àa i eàli eà

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 

gale e tà tudi àleà odeàdeàliaiso àd u ài hi iteu àdeàl tatàdeàt a sitio ,àleàGluPO3H2, qui mime les 

i te a tio sà e t eà leà su st atà età l e z eà lo sà deà età tat,à ota e t,à pa à son groupement 

phospho ateà e plaça tàl i te diai eàt t a d i ueàfo àlo sàdeàlaà atal se.àNousàa o sà o t à

u e àl a se eàdeà al iu ,àl áPáà ut eà‘ áàestà ieu ài hi eàpa àlesài hi iteu sà asi ueà L s“H à

ouà eut eà Met“H à ueàl áPáàsau age,àalo sà ueàl áPáà ut eà‘ Kà taità oi sà ie ài hi eàpa àlesà

i hi iteu sàa ideà Glu“H àouà eut eà ueàl áPáàsau age.àE àp se eàdeà al iu ,àleàp ofilàd i hi itio à

des APAs mutées est partiellement restauré avec une préférence pour les inhibiteurs acides (EC33 > 

Glu“Hà>àMet“Hà>àL s“H ,àd o t a tà ueàleà al iu àestàleà o posa tà ajeu àdeàlaàsp ifi it àdeàl áPáà

pour les inhibiteurs ayant un résidu N-te i alàa ide.àCepe da t,àl affi it àdeàl EC àetàduàGlu“Hàpou à

les APA mutées restent inférieures à ellesàpou àl áPA sauvage (de 3 à 9 fois inférieure). Ceci suggère 

ueàl i te a tio àdeàlaà haî eàlat aleàa ideàdeàl i hi iteu àetàl áPáà e ui eàu eà ha geàpositi eà aisà

ilàfautà gale e tàu àpositio e e tàad uatàdeàl i hi iteu ,àassu àe àpa tieàpa àl á g-878. En effet, 

ousàa o sà o t à ueàleà uta tà‘ K,à ie à ueà o se atifàdeàl á g-878, est moins bien inhibé par 

l EC àetàleàGlu“Hà ueàl áPáàsau age.àO ,àlaàL sàp se teàu eà haî eàlat aleàplusàlo gueà ueàl á gà eà

qui implique moins de liberté de positionnementàpou àl i hi iteu àetàdo àu eàaffi it à oi sà o eà

pou àl e z eà ut e. 

 Nousàa o sà o t à ueàl á g- àjouaitàu à leàda sàl ta lisse e tàduà o ple eàdeàMi haelisà aisà

gale e tàda sàlaà atal se.àái si,à ousàa o sà tudi àl effetàdesà utatio sàdeàl á g-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 ut esà ‘ áà età ‘ K,à espe ti e e t,à à età à foisà oi sà ie à ueà l áPáà sau age.à Ceà

o po te e tàdiff e tàdeàl i hi iteu àe t eà 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 

ol ulai eào tà o fi à esà sultatsàe à o t a tà ueàlesà utatio sà odifiaie tàaussià ie àl e gieà

d interaction entre le GluPO3H2 etàl áPáà ueàleà olu eàduàsiteàa tif,ài pli ua tàdesàpositio e e tsà

deà l i hi iteu àdiff e ts selo à ha ueàe z e.àLaà utatio àdeà l á g-878 en Ala entraîne une forte 

di i utio àdeàl e gieàd i te a tio àe t eàleàGluPO3H2 et leàsiteàa tifàdeàl e z eà eà uiàestàdûà àu eà

odifi atio à ajeu eà deà l e i o e e tà le t opositifà duà sous-site S1. De plus, la plus forte 

i te a tio àe t eàl i hi iteu àetàleàsol a tào se e chez ce mutant impacte négativement son affinité 

vis-à-vis de l áPáà ut eà‘ á.àLaà utatio àdeàl á g-878 en Lys entraîne, quant à elle, une plus faible 

di i utio à deà l affi it à duà GluPO3H2 ueà leà uta tà ‘ áà pa à appo tà à l áPáà sau age.à Ce ià està

p o a le e tàdûàauàg oupe e tà àa i eàdeàlaà haî eàlat aleàdeàlaàL s uià ai tie àl e i o e e tà

électropositif du sous-site S1. Cependant, laàpe teàd affi it àdeàl i hi iteu àpou àl áPáà ut eà‘ Kà

pa à appo tà àl áPáàsau ageàpeut-être due à une position inadéquate du carboxylate du GluPO3H2 du 

faitàdeàl aug e tatio àduàvolume du sous-site S1 au cours de la dynamique. 

áfi àdeà o fi e àl h poth seà ueàl á g- àestài pli u eàda sàlaàsp ifi it àdeàl áPáàpou àlesà sidusà

N-te i au à a ides,à ousà a o sà tudi à l effi a it à d h d ol seà desà áPásà sau ageà età ut esà 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 

p ofilàd h d ol seàdeàl áPáàsau ageàest : GluNA > LysNA > AlaNA.àCeàp ofilàestà odifi àpou àl áPáà ut eà

R878A (LysNA> AlaNA > GluNA) ai sià ueàpou à l áPáà ut eà‘ Kà (AlaNA = LysNA >> GluNA). En 

p se eàdeà al iu ,àl áPáàsau ageàh d ol seàplusàeffi a e e tàleàsu st atàa ideàetàp se teàleàp ofilà

suivant : GluNA >> LysNA > AlaNA. Ce profil est maintenu pour le mutant R878K mais présente une 

di i utio àdeàl effi a it àd h d ol seàduàGluNá.àE à e a he,àl áPáà ut eà‘ áàh d ol seàa e àlaà

eàeffi a it àleàGluNá,àleàL sNáàetàl álaNá,à o fi a tàai siàl h poth seà ueàl árg-878 participe, 

a e à leà al iu ,à à laà sp ifi it à deà l áPáà pou à lesà su st atsà a a tà u à résidu N-terminal acide via 

l i te a tio àe t eàso àg oupe e tàgua idi iu àetàleàg oupe e tà a o lateàduàsu st at.àNousàa o sà

également montré que, de par la longueu àdeàsaà haî eàlat ale,àl á g-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-te i alà deà l áPáà ui,à

jus u alo s,à taitàu i ue e tà o sid à o eàu eà hape o eài t a ol ulai eà (Rozenfeld et al., 

2004). Le résidu Arg- à està sp ifi ueà deà l áPá,à a oi s,à l alig e e tà deà laà st u tu eà

istallog aphi ueàdeàl áPáàhu ai eàetàdeàl áPNàhu ai eà o t eà u ilàseàsupe poseàpa faite e tàa e à
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le résidu Phe-896 de l áPNà (Wong et al., 2012).à L áPNàa a tàu eà sp ifi it à deà su st atà eut eàouà

basique, on peut ett eàl h poth se que cette Phe puisse interagir avec les groupements neutres ou 

avec le groupement amine des substrats basiques,à iaà u eà i te a tio à π-cation et participer à la 

sp ifi it àdeàsu st atàdeàl áPNà o eàl á g-878 pour l áPá. 

Il est également à noter que dans les dynamiques moléculaires utilisant des inhibiteurs du complexe 

deàMi haelis,àilà estàpasào se àd i te a tio àe t eàleà siduàTh -348 qui avait été démontré comme 

pa ti ipa tà àlaàsp ifi it àdeàsu st atàdeàl áPáà(Claperon et al., 2009). Le résidu Thr-348 correspond à 

l ála- àda sàl áPNàhu ai eàetà gale e t,àau u eài te a tio à aà t ào se àe t eàlesài hi iteu sà

du complexe de Michaelis co- istallis sàa e àl áPNàetà eà sidu,àsugg a tà u ilà ait pas de rôle dans 

la spécificité de substrat. Cependant, il a été montré que la Met- àdeàl áPNàd Escherichia. Coli  (APN 

E.Coli) et la Val- àdeàl a i opeptidaseàPfá-M1 de P.falsiparum (PfA-M1), correspondant aux résidus 

Ala- à deà l áPNà hu ai eà età Th - à deà l áPáà deà sou is,à so tà i di e te e tà espo sa les de la 

spécificité de substrat de ces aminopeptidases (Dalal et al., 2013). En effet, il a été montré que le sous-

siteà“ àdeà esàe z esàposs daitàlaàfo eàd u à li d eàoùà esà sidusàso tàsitu sà  l entrée. Des études 

de mutagénèse dirigée sur ces résidus ont montré que, selon la nature du résidu su stitua t,àl áPNà

E.Coli et la PfA-M1 voyaient leur spécificité de substrat modifiée. Il a donc été conclu que la Met-260 

deàl áPNàE.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“ àdeàl áPáàpou àluiàpe ett eàd a ueilli à

préférentiellement les résidus N-terminaux acides des substrats. Cependant, une interaction entre ce 

résidu et le carboxylate du GluPO3H2 està o se ,à o à età i hi iteu à està u à a alogueà deà l tatà deà

t a sitio ,à est-à-di eàlo s ueàlaà a tio àd h d ol seàaàd j à o e .àLeà siduàTh -348 aurait donc 

u à leàdou le,àtoutàd a o dàst u tu al,àe àp i il gia tàl e t eàdesà sidusàa idesàda sàleàsous-site S1, 

puisà atal ti ue,à e à i te agissa tà lo sà deà l tatà deà t a sitio à a e à leà g oupe e tà a o lateà desà

su st ats.à Ilà à au aità do à u à t a sfe tà d i te a tio à duà a o lateà deà l á g-878 à la Thr-348 

pe etta tà à l á g- à d effe tue à so à a tio à deà positio e e tà duà su st atà lo sà deà laà atal seà

enzymatique. 
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2) Article 2 : Etude du rôle potentiel des résidus Arg-360 et Arg-378 dans le sous-site 

“ ’ de l’APA de souris (En préparation) 

 

a) Introduction 

áfi àd aug e te àlaàs le ti it àetàlaàsp ifi it àdeà ol ulesàfo d esàsu àl EC ,àdesà tudesào tà he h à

à trouver de nouvelles interactions avec les sous-sitesà “ à età “ à du siteà a tifà deà l áPáà pa à leà

d eloppe e tàd i hi iteurs di- ouà t ipeptidi ues.àái si,à e àajouta tàu à siduàP àouàP àetàP à à

l EC ,àilàaà t àpossi leàdeà o aît eàlaàp f e eàd i te a tio àdesàsous-sitesà“ àetà“ àdeàl e z e.à

En effet, il a été montré que le sous-siteà“ àdeàl áPáài te agissaitàpréférentiellement avec les résidus 

Tyr ou Ile ou pseudo-Pheà e à positio à P à desà i hi iteu sà di- ou tripeptidiques (David et al., 1999; 

Inguimbert et al., 2005). Enfin, il a été montré que le sous-siteà“ àdeàl áPáàliaitàsp ifi ue e tà lesà

fo tio sàa idesàdesà sidusàP ,àáspàouà a o p oli e,àdesà i hi iteu sàt ipeptidi uesà (David et al., 

1999).àCepe da t,àlesà sidusàdeàl áPáàfo a tàlesàsous-sitesà“ àetà“ àdeàl e z eà estaie tà àd fi i . 

Laà solutio à e teàdeàlaàst u tu eà istallog aphi ueàdeàl áPáàhu ai eà(Yang et al., 2013) associée 

à la modélisation moléculaire pourrait permettre de découvrir ces résidus. Ainsi, un nouveau modèle 

t idi e sio elàdeàl áPáàaà t à o st uitàsu àlaà aseàdeàlaàst u tu eà istallog aphi ue deàl e z eàetà

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.àDeà ou eau à sidusàd i t ts ont été observés et notamment les 

résidus Arg-360 et Arg-378 qui formeraient le sous-siteà“ àdeàl áPáàetài te agi aie tàa e àlaàfo tio à

a ideàduà siduàP àdesài hi iteu sàt ipeptidi ues.à 

Ainsi par utag seàdi ig e,à ousàa o sàsu stitu àl á g- àetàl á g-378 par un résidu Ala. Nous avons 

ifi à ueàlesàe z esà ut esà‘ áàetà‘ áàp se taie tàu àp ofilàd e p essio àsi ilai eà à eluià

deàl áPáàsau age.àE suite,à ousàa o sà a a t is àlesàpa a tres 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 

deàl áPá. 
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b) Discussion 

L i t odu tio àdesài hi iteu sàdipeptidi uesàfo d sàsu àl EC à NI929 et EC33-Ile (CD424c, ([[(2S, 3R), 

3-Amino-2-sulfhydryl-5-sulfonate]-pentanoyl]-(L)Ile-OH) à o tàpasàpe isàdeà isualise àdeà sidusàduà

sous-siteà“ àdeàl áPáài te agissa tàdi e te e tàa e àleà siduàP àde ces inhibiteurs. Cependant, les 

simulations de dynamique moléculaire ont montré queàl IleàduàCD àetàlaàpseudo-Phe du NI929 sont 

sta ilis sàda sàu àa eauàlipophileàd li ita tàl e t eàduàsous-site S1. Ces résultats suggèrent que le 

sous-siteà“ àdeàl áPáàestàfo àpa à etàe i o e e tàh d opho eà uià aàfo e àleàsu st atàdeàl áPáà

(l á gà II : Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe) à se diriger vers le sous-site S1 et, une fois la liaison 

peptidi ueàe t eàl ásp1 etàl á g2 deàl á gàIIàh d ol s e,àe pulse à ha ueàproduit de la réaction du site 

a tifàdeàl áPáà áspàetàá gàIIIà:ààá g-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe). 

L i t odu tio àdesà i hi iteu sà t ipeptidi uesà fo d sà su à l EC à “C ,àCD àetàCD -11) ont 

o t à desà i te a tio sà possi lesà e t eà laà fo tio à a ideà desà sidusà P à deà esà i hi iteu sà età lesà

chaînes latérales des résidus Arg-360 et Arg- àduàsiteàa tifàdeàl áPá.àLaàsu stitutio àdeà esà sidusà

e à álaà affe teà pasà laà atu atio à desà p ot i esà ut es,à o eà leà o te tà l e p essio à à laà

membrane plasmique et la taille des protéines recombinantes observées par immunofluorescence et 

Western Blot,à espe ti e e t.à L tudeà deà l effetà deà esà utatio sà su à l a ti atio à deà l e z eà aà

o t à ueà l affi it à duà al iu à pou à lesàáPásà‘ áà età‘ áà taità ide ti ueà à elleà pour l áPáà

sau ageài di ua tà ueà esà sidusà eàso tàpasài pli u sàda sàl a ti ation du calcium. Cependant, nous 

a o sào se à ueàlesà utatio sàdeà esàá gàe àálaàe t aî aie tàu eà huteàda sàl a ti it àdeàl e z eà

suggérant un rôle de ces résidus dans la catalyse enzymatique. 

Pa à laà suite,à ousà a o sà tudi à l i pa tà deà esà utatio sà su à laà apa it à deà l áPáà à h d ol se à leà

su st atàa ideàGluNá.àái si,àl a al seàdesàpa a t esà i ti uesà o t e tà ueàl a ti it àd h d ol seà

du GluNA était légèrement diminuée pour le mutant R378A et fortement diminuée pour le mutant 

‘ áàpa à appo tà àl áPA sauvage avec, pour chaque mutant,àu eàdi i utio àdeàl affi it àdeàl e z eà

pou àleàsu st atàetàu eàdi i utio àdeàlaà itesseàd h d ol seàduàsu st atàpa àl e z e.àLesàsi ulatio sà

de dynamique moléculaire ont montré que le résidu Arg- àseàsitueà àl e t eàduàsiteàa tifàdeàl áPá.à

Laà su stitutio à deà l á g-378, un résidu basique, par une Ala, un résidu aliphatique, change 

l e i o e e tà le t opositifà àl e t eàduàsiteàa tif.àLeàsu st at,àa a tàu à siduàN-terminal acide, 

pourrait avoir plus de difficulté pou àe t e àda sà leà siteàa tifà deà l e z eà eà uià e pli ueà laà huteà

d affi it à duà su st atà pou à l e z eà ut e.à L tudeà deà laà apa it à desà i hi iteu sà o o-, di- et 

t ipeptidi uesàdeàl áPáà ài hi e àl áPáà ut eà‘ áàaàpe isàdeà o t e à ueàlesài hi iteu s mono- et 

dipeptidiques présentaient une affinité pour cette enzyme deux fois inférieure environ à celle du 

sau age.àEta tàdo àlaàlo alisatio àdeà eà sidu,àlaà huteàdeàl affi it àdeàces inhibiteurs pou àl e z eà

peutà s e pli ue à deà laà eà faço à ueà la huteà d a ti it à e z ati ueà pou à leà su st atà GluNá.à



80 
 

N a oi s,àlesài hi iteu sàt ipeptidi uesàp se te tàu eàplusàfo teà huteàd affi it àpou àl áPáà ut eà

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 

pou àl áPáàsau age.àCe ià eàpeutàs e pli ue à ueàpa àlaàpe teàd u eàouàplusieu sà i te a tio sàe t eà

l i hi iteu àetàl e z e.àLeà siduàá g-378 participerait donc bien au sous-siteà“ àdeàl áPáàetài te agità

a e àlaàouàlesàfo tio sàa idesàdeàlaà haî eàlat aleàdesà sidusàP àdesài hi iteu sàouàdesàsu st atsàdeà

l e z e. 

L tudeàduà od leàt idi e sio elàdeàl áPáàaà o t à ueàleà siduàá g-360 est voisin du résidu Arg-

378 et pourrait interagir avec la Gly- àduà otifàGáMENàdeàl áPá.àO ,àilàaà t à o t à ueàlaà utatio à

deàl ás - àdeà eà otifàe t aî eàu eàfo teàdi i utio àdeàl affi it àdeàl e z eà ut eàpou àleàsu st atà

GluNáàetàdeàsaà itesseàd h d ol se (Iturrioz et al., 2001).àCe iàsugg eà u e àsu stitua tàleà siduàá g-

à pa à u eà ála,à ilà à aà u eà odifi atio à deà l o ga isatio à duà otifà GáMENà e t aî a tà u eà

réorganisation du sous-site S1 et u eàdi i utio àdeàl a ti it àd h d ol seàdeàl e z e.àDeàplus,àl tudeà

des pouvoirs inhibiteurs des molécules monopeptidiques a montré que le mutant R360A présentait 

u eàdi i utio àd u àfa teu à à à àdeàl a ti it àd i hi itio àdesàa aloguesàduà o ple eàde Michaelis 

etàd u àfa teu à àpou àl i hi iteu àdeàl tatàdeàt a sitio àpa à appo tà àl áPáàsau age.àCeà uiàsugg eà

ueàleà siduàaàu à leàda sàl ta lisse e tàduà o ple eàdeàMi haelisàetàda sàl tatàdeàt a sitio àdeàlaà

catalyse. Or, les simulations de dynamique moléculaire o tà o t àau u eài te a tio àdi e teàe t eà

ces inhibiteurs monopeptidiques ciblant le sous-site S1 et le résidu Arg- .àCe iàappuieàl h poth seà

que les perturbations du sous-site S1 entraînées par la substitution de cette Arg en Ala sont dues à la 

d sta ilisatio àduà otifàGáMENàdeàl áPá.àL tudeàduàpou oi ài hi iteu àdesà o pos sàdipeptidi uesà

sur le mutant R360A montrent une diminution de leur efficacité par rapport à elleàsu àl áPá sauvage 

du même ordre que celle observée pour le mutant R378A. Comparé aux inhibiteurs monopeptidiques, 

leà appo tàe t eàleà uta tà‘ áàetàl áPáàsau ageàseà duit,às o eàd u eài te a tio àe ista teà

e t eàleà siduàP àdeàl i hi iteu àetàleàsous-siteà“ àdeàl áPá.àái siàleà siduàá g-360 ne participe pas 

au sous-siteà“ àdeàl e z e.àPa à o t e,àl tudeàduàpou oi ài hi iteu àdesài hi iteu sàt ipeptidi uesà

su àl áPáà ut eà‘ áà o t eàu eà huteài po ta teàdeàl a ti it àd i hi itio àdesà ol ulesàCD ,à

SC1021 et CD409b- àpa à appo tà àl áPáàsau ageàd u àfa teu à  ,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 

P àdesài hi iteu sàt ipeptidi uesàetàdo à ueà etteàá gàpa ti ipe,àa e àl á g-378, au sous-siteà“ àdu 

siteàa tifàdeàl áPá. 

Ainsi, il a été démontré que les résidus Arg-360 et Arg-378 forment le sous-siteà“ àduàsiteàa tifàdeàl áPáà

e ài te agissa t,àg eà àleu àg oupe e tàgua idi iu ,àa e àlaà haî eàlat aleàa ideàdesà sidusàP à

des substrats ou des inhibiteurs. De plus, le résidu Arg-360 participe à la structuration du sous-site S1 
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deà l e z eà e à i te agissa tà a e à laà Gl - à duà otifà GáMENà deà l áPá.à Cesà deu à sidusà so tà

o se sàda sàl áPNàetàlaàpLáP,àleà siduàá g- àestà gale e tà o se àda sàl IRAP. Ainsi cette Arg 

(Arg- à deà l áPá  pourrait être un résidu structural fondamental de certaines aminopeptidases 

monozincs. Enfin, ces nouvelles découvertes sur le sous-siteà“ àduàsiteàa tifàdeàl áPáàappo te tàdesà

informations cruciales qui permettront d a lio e à ot eà od leàt idi e sio elàetàdeàd eloppe àu à

programme de criblage virtuel afin de découvrir, dans des chimiothèques de composés, de nouvelles 

lassesà d i hi iteu sà deà l áPáà ouà desà st u tu esà pe etta tà d a lio e à laà iodispo i ilit à deà os 

inhibiteurs. 
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Conclusions et perspectives 

Afin deà o aît eà l o ga isatio àst u tu aleàduàsiteàa tifàdeà l áPá,à ot eà la o atoi eàaàe t ep isàdesà

études structure-fonction sur le site actif de cette enzyme. 

E àl a se eàdeàdo esàstructurales sur les aminopeptidases monozincs, les premières études ont 

t àfo d esàsu àlaà o pa aiso àd alig e e tsàdeàs ue esàd a i opeptidasesà o ozi s.àEllesàont 

permis de proposer un premier schéma deàl o ga isatio àduàsiteàa tifàdeàl áPáàai sià u u à a is eà

catalytique potentiel pour cette enzyme (Vazeux et al., 1996, 1997, 1998; Iturrioz et al., 2001) 

pe etta tàd e pli ue à leà odeàd i hi itio àd i hi iteu sàspécifiques et sélectifs de l áPáàciblant 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“ àetà“ àdeà l áPáào tà t à e esàafi àd a lio e à laà sp ifi it àetà laà s le ti it àdeà

l EC .àCesà tudesào t montré la préférence du sous-siteà“ àdeàl áPáàpou àlesà sidusàP à eut esàouà

aromatiques et celle du sous-siteà“ àpou àlesà sidusàP àa idesàsa sàpou àauta tàd te i e à uelsà

sidusàdeàl áPáà o stituaie tà esàsous-sites (David et al., 1999; Inguimbert et al., 2005).  

Laà solutio à e teàdeà laàst u tu eà istallog aphi ueàdeà l áPáàhu ai eà ousàaàpe isàde valider 

l e se leàdesà sultatsàissusàdesà tudesàst u tu e-fonction par mutagénèse dirigée. Afin de mettre 

au point un programme de criblage in silico de chimiothèques virtuelles de molécules en vue de 

d ou i àdeà ou eau ài hi iteu sàdeàl áPá,àu à ou eauà od leàt idi e sio elàdeàl e z eàaà t à

construit sur la base de la structure cristallographique deàl áPáàhu ai e.àL e se leàdesài hi iteu sà

deàl áPáào tà t ài t oduitsàsu essi e e tàda sà eà od leàetàont permis de visualiser des interactions 

nouvelles e t eàlesài hi iteu sàetàl APA dont nous avons étudié le rôle par modélisation moléculaire et 

mutagénèse dirigée. 

Toutàd a o d,à ousàa o sà o t à ueàleà siduàá g- àdeàl áPáàdeàsou isàestàsitu àda sàleàsous-site 

“ àdeàl e z eàet,àpa àso ài te a tion avec la fonction acide de la chaîne latérale du résidu N-terminal 

desà su st ats,à està espo sa leà a e à leà al iu àdeà laà sp ifi it à deà su st atà a ideàdeà l e z e.à “o à

implication dans la catalyse enzymatique peut-être expliquée par la longueur de la chaîne latérale de 

eà siduà uiàpe etàu eào ie tatio àopti aleàduàsu st atà lo sàdeàl tatàdeàt a sitio àetàpe etàauà

résidu Thr- àd i te agi àa e àlaàfo tio àa ideàdeàlaà haî eàlat aleàduà siduàP àduàsu st atàetàdeà

stabiliser cet état. 

Ensuite, nous avo sà o t ,àg eà àl utilisatio àd inhibiteurs di- et tri-peptidiques, que les résidus Arg-

360 et Arg- àdeàl áPáàdeàsou isàso tàsitu sàda sàleàsous-siteà“ àdu site actif et sont responsables de 

l i te a tio àa e àlaàfo tio àa ideàdeàlaà haî eàlat aleàdesà sidusàP àdesài hi iteu sàouàdesàsu st ats.à

Aucun résidu du sous-siteà“ à aàpuà t eàide tifi à o eà ta tà espo sa leàdeàlaàliaiso àdeàlaà haî eà
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lat aleàaliphati ueàouàa o ati ueàduà siduàP àdesài hi iteu sàouàdesàsu st ats.àN a oi s,àl tudeà

desà d a i uesà ol ulai esà o t e tà laà sta ilisatio à duà siduà P à desà i hi iteu sà di-et 

t ipeptidi uesà auà e t eà d u à a eauà o pos à deà sidusà ajo itai e e tà o -chargés pouvant 

potentiellement former le sous-siteà “ .à Cetà a eauà aliphati ueà pou aità pe ett eà l e t eà desà

substrats et contraindre la sortie des produits de la réaction enzymatique. Enfin, les expériences de 

utag seàdi ig eàetàdeàd a i ueà ol ulai eào tà o t àl i pli atio àduà siduàá g-360 deàl áPáà

dans la structuration du motif GAMENàauà o e àd u eài te a tio àa e àlaàGl -351 de ce motif. Cette 

même Arg, retrouvée dans plusieurs aminopeptidases monozincs, pourrait avoir un rôle 

caractéristique dans etteàfa illeàd e z es (Figure 19). 

 

Figure 19 :  Nouvelle représentation du site a tifàdeàl áPáàsu àlaà aseàdesà tudesàst u tu e-fonction. 

Nosà t a au à o tàpe ett e,àd u eàpa t,àdeà ett eàe àpla eàu eà a pag eàdeà i lageà in silico de 

hi ioth uesà i tuellesàafi àdeàd ou i àdeà ou eau ài hi iteu sàdeàl áPá.àD aut eàpa t,à ousàallo sà

pou oi ,à g eà auà od leà t idi e sio elà deà l e z eà età à une approche rationnelle, chercher à 

d eloppe à deà ou eau à i hi iteu sà deà l e z eà p se ta tà d aut esà g oupe e tsà h lateu sà deà

l ato eàdeàzi àetài te agissa tàa e àlesàsous-sitesà“ àetà“ àdeàl e z e.àE fi ,àdeà ou ellesà tudesà

structure-fonction par modélisation moléculaire et mutagénèse dirigée pourront être menées en 
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tudia tàleà odeàd e t eàdeàl ato eàdeà al iu àetàdesàsu st atsàda sàl e z e.àE àeffet,àlesà tudesà

structure-fo tio à effe tu esà su à l His- à deà l áPáàdeà sou isà o tà o t à ueà lesà utatio sà deà eà

résidu entraînaient une incapacité des enzymes recombinantes à lier le calcium (Iturrioz et al., 2000). 

O à eà siduàestàsitu à àl e t eàd u àtu elàdo a tàsu àleàsous-siteà“ àdeàl áPá,à  environ 11 Å de ce 

dernier. Ilàse aitài t essa tàd tudie àleà leàpote tielàdesà sidusàfo a tà eàtu elàda sàl a ti atio à

deàl áPáàpa àleà al iu à Figure 20). 

 

Figure 20 : Position de l'His-450 (en cyan) par rapport au sous-site S1. 
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Partie 2 : Le epteu  de l’ap li e, i le th apeuti ue pote tielle 

da s le t aite e t de l’i suffisa e a dia ue et des d so d es 

hydriques 

 

 

Chapitre 1 : Le epteu  de l’ap li e, u  epteu  oupl  au  p ot i es G 

 

I) Structure et classification 

Les récepteurs coupl sà au à p ot i esà Gà ‘CPGs à so tà issusà d u eà g a deà fa illeà deà p ot i esà

membranaires. Ils sont aussi appelés récepteurs à sept domaines transmembranaires (TM) du fait de 

laàp se eàdeàseptàh li esàαàh d opho esàt a e sa tàlaà e a eàplas i ueàdeàlaà ellule. 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 

phospho latio .àIlàe isteàpeuàd ide tit àdeàs ue eàp ot i ueàe t eàlesà‘CPGs.àN a oi s, 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 aà o t à leu à i po ta eàda sà l i t g it à

st u tu aleàetàda sàlesà a is esàd a ti atio àdeà esà epteu sà(Venkatakrishnan et al., 2013). Les 

ligands agonistes des RCPGs sont de natures multiples. En effet, ils peuvent être des acides aminés 

a ideà gluta i ue… ,à desà a i esà a t l holi e… ,à desà u l osidesà ad osi e… ,à desà u l otidesà

áTP… ,àdesà lipidesà p ostagla di es… ,à desàpeptidesà ap li e… ,àduà ti alà hodopsi e… àdesà io sà

(Ca2+… ,àdesà ol ulesàse so iellesà ph o o es… àouàe o eàdesàp ot i esà hi ioki es… . 

Duà faità deà laà di e sit à desà ‘CPGs,à ilà està diffi ileà d ta li à u eà lassifi atio à p e a tà e à o pteà

l e se leà desà aspe tsà st u tu au à età pha a ologi uesà deà esà epteu s.à N a oi s,à plusieu sà

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 l a al seàph log ti ueàdesàg esà oda tà lesà‘CPGsà G‘áF“ à (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 l a ideà

-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-te i alàe t a ellulai e,àd e i o à à

sidus,àjoua tàu à leà l àda sàlaàliaiso àduàliga dàetàda sàl a ti atio àduà epteu .àDeà o eusesà

st u tu esà istallog aphi uesàdeà‘CPGsàdeà etteàfa illeàso tàaujou d huià soluesà(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,à àetà

.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 

d a o d,àilsàposs de tà ajo itai e e tàauà i eauàduàTMàIàu eàaspa agi eà ás à à%,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 

p se te tàu àpo tàdisulfu eàe t eàu eàC sàdeàl ECL àetàu eàC sàdeàl ECL à(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. 

Cepe da t,à e tai sà epteu sà o eà lesà epteu sàau àgl op ot i esà epteu àdeà l ho o eà

lutéinisante (LH), récepteur deà l ho o eà folli ulosti ula teà F“H ,à epteu à deà l ho o eà

th osti uli eà T“H à età epteu à deà l ho o eà ljutei izi ouju ht h à LG à p se te tà u à 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 »àestà o stitu eàdesà epteu sài pli u sàda sàl adh sio à ellulaire. 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 

sidus.àIlà e isteàaujou d huiàpasàdeàst u ture 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 

l ho ostasieàtissulai eà hezàl adulte.àLesà epteu sàTasà à eg oupe tàlesà epteu sàgustatifsàdeàt peà

.à Laà st u tu eà istallog aphi ueà d u à desà e esà deà etteà fa ille,à leà epteu à s oothe ed,à aà

aujou d huià t à solueà(Wang et al., 2013). 

La famille « Sécrétine » est constituée de RCPGs capables de lier des hormones peptidiques (sécrétine, 

glu ago ,à al ito i e… .à Ilsà p se te tà u à 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 

epteu sàhu ai sàauàglu ago àetàauàfa teu àdeàli atio àdeàlaà o ti ot ophi e,ào tà t àaujou d huià

résolues (Hollenstein et al., 2013; Siu et al., 2013). 

 

II) Mode d’a tio  des RCPGs 

1) Les ligands 

Laà po seà ellulai eàd un 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 l a ti atio àouà o àdeà etteà

de i eàai sià ueàl a ti atio àouà o àdesàaut esà oiesàdeàsig alisatio à o t l es par le RCPG. 

“ui a tà lesà liga ds,à laà liaiso à à u à epteu à‘à e t aî eàpasà lesà eà effetsà a i u s (Emax ou 

efficacité maximale). En effet,à ha ueàliga dàd u à epteu àdo àpeutàa oi àu eàpuissa eàde 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 attei d eà à%àdeàl Emax et la 

o e t atio àdeàliga dà essai eà ài hi e à à%àdeàl Emax (Figure 21). Les informations apportées par 

l EC50 etàl IC50 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) d u à eà epteu ,à a a t is eàpa àlaàCE50. 

 

a) Les ligands orthostériques : Notio s d’ago is e et d’a tago is e 

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 

at go iesàdeàliga dsàseàfi e tàauà i eauàd u àsiteàdeàliaiso ,àsp ifi ueà à ha ueà lasseàdeà‘CPG, et 

o espo da tàauà siteàdeà liaiso àduà liga dà atu el.à L e se leàdeà esà liga dsà so tàappel sà liga dsà

orthostériques. 

Toutàd a o d,àlesàago istesàe tie sàso tà a a t is sàpa àu àeffetà a i u à o espo da tà à eluiàduà

ligand naturel (Emax = 1). Les ago istesàpa tielsàso tàdesàliga dsàdo tàl a plitudeàdeàl effetà a i u à

est plus faible que celle du ligand naturel (0 < Emax <à .à Lesàa tago istesà so tàdesà liga dsà a a tà

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 

áàl i sta àdesàe z es,àilàe isteàdesàliga dsàdesà‘CPGsà uiào tàlaà apa it àdeàseàlie àauà epteu àailleu sà

u auà i eauàduàsiteàdeà liaiso ào htost i ue. On parle alors de ligands non-compétitifs ou ligands 

allostériques ou encore modulateurs allostériques. 

Ces ligandsà e t e tàpasàe à o p titio  avec les ligands du récepteur mais ils vont pouvoir moduler 

l a ti it à deà eà de ie .à Lesà liga dsà allost i ues présentent des avantages non-négligeables par 

appo tà au à liga dsà o thost i ues.à E à effet,à leu sà effetsà so tà satu a les,à est-à-di eà u ilsà

e t aî e tà pasà d effetsà se o dai esà au-del à d u à e tai à seuilà d ad i ist atio .à Leu sà effetsà so tà

également li it sàda sà leà te psàpuis u ilsàd pe de tàduà liga dàe dog eàetàdeà so à lieuàd a tio . 

E fi ,àlesàliga dsàallost i uesàso tàplusàs le tifsà ueàlesàliga dsào thost i uesà uiàpeu e tàagi ,às ilsà

existent, sur différents sous-t pesàd u à eà‘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 

lo uaie tà l a ti atio à duà epteu à e à e p ha t,à pa à o p titio ,à laà liaiso à duà liga dà ago iste.à

ái si,àlaàfo tio alit àdesà‘CPGsà taitài te p t eà o eàpe etta tàl a ti atio àouàl i hi itio àd u eà

oieàdeàsig alisatio àdo e.àIlàestàaujou d hui 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) do tàl e se leà aàpe ett eàlaà gulatio àdeà oiesàdeàsig alisatio sàdiff e tes. 

Du fait de cette multitude de régulations possibles par lesà‘CPGs,àilàaà t à isàl h poth seà ueàlaàliaiso à

d u àliga dàe t aî e aitàlaàsta ilisatio àduà epteu àda sàu à tatàdo àpe etta tàlaàsig alisatio àdeà

voies données età ueà desà liga dsà d u à eà epteu à aisà deà st u tu esà diff e tesà pou aie tà

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) etàd ta li àlaàth o ieàdeàlaàs le ti it àfo tio elleàdesà

‘CPGsàetàdeàl e iste eàdesàliga dsà iais sà(Jarpe et al., 1998; Costa-Neto et al., 2016; Gundry et al., 

2017).àái si,àlesàago istesàd u à epteu àa ti a tàp f e tielle e tàlaàsig alisatio àd pe da tàdeàlaà

protéine G sont dit agonistes biaisés vis-à-vis de la protéine G et ceux activant préférentiellement la 

sig alisatio àd pe da tàdeàβ-arrestine sont dit agonistes biaisés vis-à- isàdeàlaàβ-arrestine (Figure 24). 

 

Figure 24 : Effetàdeàlaàliaiso àd ago istesà iais sàsu àlaàsig alisatio ài t a ellulai e (Thèse Romain 

Gerbier 2011). 
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2) Les protéines G hétérotrimériques 

La protéine G est composée de trois sous-unités :àGαà - àkDa ,àGβ àkDa àetàG à àkDa .àLaàsous-

u it àGα i te agitàa e àlaàpa tieài t a ellulai eàduà epteu à e t eàleàTM ,àl ICL àetàleàTM à iaàso à

h li eà α à C-terminale alors que les sous-u it sà Gβà età G à fo e tà u à o ple eà Gβ à i disso ia leà

(Higgins and Casey, 1994). De plus, la protéine G possède une activité GTPasique au niveau de sa sous-

u it àGαà ui,àda sàl tatài a tifàduà epteu ,àposs deàu eà ol uleàde Guanosine DiPhosphate (GDP). 

Lo sà deà l a ti atio à duà epteu ,à laà ol uleà deà GDPà està e puls eà deà laà sous-u it à αà età aà t eà

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-u it àGαàduà o ple eàGβ àetàduà epteu .àCetteàdisso iatio à aàpe ett eàl a ti atio àdesàdeu à

e tit sàdeàlaàp ot i eàGà uià o tàagi àsu àdesàp ot i esàeffe t i esà o eàl ad late cyclase (AC), la 

phospholipaseàCβà PLCàβ àetàd aut esàp ot i esàp oduisa tàdesàse o dsà essage s.àG eà àso àa ti it à

GTPase intrinsèque, la sous-u it à Gαà aà h d ol se à laà ol uleà deà GTPà e à GDPà pe etta tà laà

efo atio àduà o ple eàh t ot i i ueàGαβ .àCeà leàd ha geà aàpe du e àta tà ueàleàliga dà

ago isteàestàli à àso à epteu àet/ouà ueàleàs st eà estàpasàd se si ilis à(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 

h t ot i i ueào tàpuà t eà esu sàpa à l appo tàdesà iose seu sàdeàBiolu i es e eà‘eso a eà

Energy Transfert (BRET) (Galés et al., 2006) (Figure 25). 
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Figure 25 : C leàd a ti atio àdesàp ot i esàGàh t ot i i ues (Thèse Romain Gerbier, 2011). 

Laàliaiso àd u àago isteàauà epteu à aài dui eàl a ti atio àdeàlaàp ot i eàGàhétérotrimérique (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, d u à t , la sous-unité 

Gαàetàdeàl aut e, leà o ple eàdi i ueàGβ à uià o tà ha u àdeàleu à t àa ti e àdesàeffe teu sàetàd le he à
diff e tesà as adesà deà sig alisatio à à età .à Pa à so à a ti it à e z ati ueà i h e te,à laà sous-u it à Gαà aà
éventuellement hydrolyser laàGTPàe àGDP,àpe etta tàdeàseà asso ie àa e àGβ àpou à ed arrer un nouveau 

cycle (4 et 5). 

 

a) La sous-u it  Gα 

 

i) Structure de la sous-unité Gα 

Les différentes résolutions de la structure cristallographique de la sous-u it àGαào tàpe isàdeà o t e à

que celle- iàp se teàu àdo ai eàdeàt peà‘asàetàu àdo ai eàe àh li esàαàdo tàl i te fa eàp se teàu à

site de liaison nucléotidique (Coleman et al., 1994; Jones et al., 2011). Le domaine de type Ras possède 

l a ti it àGTPase,àpe etta tàd h d ol se àleàGTPàe àGDP,àai sià ueàlesàsitesàdeàliaiso àduà o ple e 

Gβ .àLaàpa tieàN-terminale de la sous-u it àGαàestà isto l eàpe etta tàl a ageàdeàlaàp ot i eàGà

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 

o tàpe ett eàl a ageàetàl h d ol seàduàGTPàe àGDPà(Coleman et al., 1994) (Figure 26). 
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Figure 26 : “t u tu eà istallog aphi ueàp ot i eàGàs atta ha tà àlaà e a e plasmique. 

 

ii) Les sous-unités Gα 

Da sà leàg o eàhu ai ,à ilàe isteà àg esà oda tàpou à àp ot i esàGαàdiff e tesà ueà l o àpeutà

classer en quatre catégories distinctes (Simon et al., 1991) : 

- La sous-u it àGαs uiàpe etàlaàsti ulatio àdeàl áCà(Ross and Gilman, 1977). Elle conduit 

à laà p odu tio à d ád osi eàMo oPhosphateà li ueà áMP à uià peutà ai sià a ti e à laà

protéine kinase A (PKA) qui va régule àl a ti it àdesà a au àsodiu à oltageàd pe da tàouà

le canal ionique à calcium afférent.  

- La sous-u it àGαi uiàpe età l i hi itio àdeà l áCà o duisa tàai sià àu eà i hi itio àdeà laà

p odu tio à d áMP à (Hildebrandt et al., 1983). La sous-u it à Gαi active directement la 

protéine kinase v-src sarcoma (c-SRC) qui pe etàl a ti atio àduàfa teu àdeàt a s iptio à

Signal Transducer and Activator Factor 3 (STAT3) (Ma and Huang, 2002). Elle régule 

gale e tà l a tio à deà laà GTPase RAP1 (RAP1GAP1) qui inhibeà l a ti it à duà g eà 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-u it àGαq uiàpe etàl a ti atio àdeàlaàphospholipaseàCàβà PLCàβ .àCetteàde nière 

va hydrolyser le phosphatidyl inositol bisphosphate (PIP2) en inositol 1,4,5-triphosphate 

(IP3) et en diacyglycérol (DAG). Les IP3 o tàagi àauà i eauàduà toplas eàe às asso ia tàauà

réticulum endoplasmique (RE) et provoquant la libération cytosolique de calcium qui par 

e e ple,à auà i eauà duà œu à e t i uleà gau he à i duità laà o t a tilit à a dia ue.à Leà
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calcium sécrété va permettre, a e àleàDáG,àl a ti atio àdeàp ot i esàs i eà “e /th o i eà

(Thr) calcium dépendante (PKC) (Cockcroft and Gomperts, 1985) au niveau de la 

membrane plasmique. La sous-u it àGαq p se teàd aut esàeffe teu sàpuis u elleàa ti eàleà

fa teu àd ha geàp ‘hoGEFàai sià ueà laàBu to sàT osi eàKi aseà Btk .àElleà i hi eà 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 

l ag gatio àpla uettai e,à l apoptose,à laà fo atio àdeà jo tio sà ellulai esàouà laà otilit à

cellulaire (Strathmann and Simon, 1991). Ces sous-unités activent directement certaines 

RH-RhoGEFs comme la p115Rho-GEFà uià o tà gule àl a ti it àdeàlaàGTPaseà‘hoà(Suzuki 

et al., 2009). 

 

b) La sous-u it  Gβγ 

 

i) Structure de la sous-unité Gβγ 

La sous-u it àGβàestàfo eàdeàdeu àdo ai es.àL u à o espo dà àlaàpa tieàN-terminale et présente la 

topologieà d u eà h li eà α.à L aut eà o espo dà auà esteà deà laà p ot i eà età està fo à deà septà i sà βà

s o ga isa tà sousà laà fo eàd u à to eauàβà a tipa all le.à La sous-u it àG àposs deàdeu àdo ai esà

fo sà ha u àd u eàh li eàα.àCelleàdeàlaàpa tieàN-te i aleà aài te agi àa e àl h li eàN-terminale de 

la sous-u it àGβà ta disà ueà l h li eàC-te i aleà aà i te agi à a e à leà feuilletà βà deà laà sous-u it àGβ.àà

L e t it  C-terminale de la sous-u it àG ààestàp l eà eà uiàpe etàu àa ageà àlaà e a eà

plasmique (Lambright et al., 1996; Sondek et al., 1996; Rasmussen et al., 2011).  

 

ii) Les sous-unités Gβγ 

Da sàleàg o eàhu ai ,àilàe isteàsi àg esà oda tàpou àlaàp ot i eàGβàetàdouzeà oda tàpou àlaàp ot i eà

G à(Oldham and Hamm, 2008).àToutesàlesà o i aiso sàe iste tàsaufàleà o ple eàGβ à(Schmidt et 

al., 1992).à“elo àlaà o i aiso ,àleà o ple eàGβ ài duitàu eàa ti atio àdeàl effe teu à i leàdeàlaàsous-

u it àGαàa e àplusàouà oi s d effi a it .àE àeffet,àilàaà t à o t à u ap sàlaàsti ulatio àduà epteu à

deàl ad osi eàá a,àleà i eauàa ti atio àdeàl áCà iaàlaàp ot i eàGαs était dépendant de la sous-unité de 

Gβàduà o ple eàGβ 2 (McIntire et al., 2001) Ainsi, le comple eàGβ àpe etàdeà odule àle signal induit 

pa àl a ti atio àdeàlaàsous-u it àGα.àE fi ,àleà o ple eàGβ àpeutà gale e tà gule àdeà ombreuses 

voies de signalisation, indépendamment de la sous-u it àGα,à o eàlesàisofo esàdeàl áC,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’i te alisatio  des RCPGs 

Lesà ‘CPGsà s i te alise tà sousà l a tio à deà liga dsà ago istes.à Cetteà i te alisatio à aà pou à leà deà

d se si ilise àlesà epteu sàafi àd a te àleu àa ti atio àpa àleu àliga d.àCeàp o essusàd uteàpa àleà

recrutement de kinases, soità sulta tesàdeàl a ti atio àdesàeffe teu sà PKáàouàPKC ,àsoitàsp ifi uesà

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 

e ute e tàdeàβ-a esti esà uià o tàpe ett eàl e do toseàdesà epteu sà(Ferguson et al., 1996a) 

(Figure 27).àLesàβ-a esti esàjoue tàleà leàdeàp ot i esàd hafaudages moléculaires qui vont recruter 

lesà ol ulesàdeà lath i esàetàd áP-2 et permettre ainsi la formation de puits recouverts de clathrine 

entraînant l i agi atio àdeà laà e a eàplas i ueàetà l e docytose du complexe ligand/récepteur 

(Laporte et al., 2000).àLesà si ulesàd e do toseà ont 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 

e isteàdesàdiff e esàda sàleu àsp ifi it àd i te a tio àa e àlesà epteu s.àE àeffet,à e tai sà‘CPGsà

so tà apa leàdeàs i te alise àu ifo e tàsousàl a tio àdeà ha ueàp ot i e alo sà ueàd aut esà eà

peu e tàs i te alise à ueàg eà àu e seuleàβ-arrestine (Kohout et al., 2001). 

Ilàe isteàt oisàisofo esàdeàβ-arrestine (1, 2 et 3) queàpeu e tàlie àlesà‘CPGs.àLeà e ute e tàdesàβ-

arrestines aux RCPGs bloque la signalisation protéine G-d pe da teà duà faità deà l e o e e tà

st i ueàdeàl asso iatio àduà epteu à àlaàp ot i eàG.àCeà e ute e tàpe età gale e tàl a ti atio à

de kinases intra ellulai esà o duisa tà à l a ti atio à deà se o desà oiesà deà sig alisatio sà

i d pe da e tàdeàl a ti atio àdesàp ot i esàGà(Shenoy and Lefkowitz, 2003). Néanmoins, il a été 

o t à ue,à lo sà deà l i te alisatio à 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 

t à o t à ueàsui a tàlaà o fo atio à u adopteàlaàβ-arrestine, la signalisation, la désensibilisation 

et le recyclage du récepteur étaient modifiées (Lee et al., 2016; Cahill et al., 2017). Ainsi, la réponse 

ellulai eài duiteàpa àl a ti atio àduà‘CPGà aà t eà di eàsui a tàlaàfaço àdo tàlaàβ-arrestine interagit 

a e àleà‘CPGàetàlaà o fo atio à u elleàadopte. 
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Un RCPG présente donc une multitude de combinaisons de régulations possibles, que ce soit suivant 

leàt peàdeàp ot i eàGàa e àle uelàilàestà oupl ,à aisàaussiàsui a tàso ài te a tio àa e àlaàβ-arrestine et 

laàfaço àdo àilàs i te aliseàetàseàd se si ilise. 

 

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:àVisualisatio àdeàl a ageàdesà sidusàa o ati uesàduàdo ai eàC-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’ap li e et so  epteu  

 

I) D ou e te et d so pha isatio  du epteu  de l’ap li e 

 

1) Clonage et st u tu e du epteu  de l’ap li e 

Leà epteu à deà l ap li eà aà pe da tà lo gte psà t à u à epteu à o pheli ,à est-à-dire sans ligand 

e dog eàide tifi .àCeà epteu àaà t à lo à àpa ti àd u eà a ueàg o i ueàhu ai eà lo sàd u eà

étude cherchant à identifie àu à epteu àho ologueàau à epteu sàdeàl a gi i e-vasopressine (AVP). 

Son gène est localisé sur le chromosome humain 11 au niveau du locus q12 et ne présente pasàd i t o à

O Do dà età al.,à .à Ilà p se teà %à d ide tit à deà s ue eà p ot i ueà a e à leà epteu à des 

angiotensines II/III deàt peà à áT àetàfutàappel àáPJ.àL isole e tàduà epteu àáPJàdeà atàfutàeffe tu à

à parti àd á‘Nàtotau àdeà o au àsup aopti uesà “ON ,àpuisàe àutilisa tàu eà a ueàd áDN àdeà e eau à

deà atsàlo sàd u eà tudeà isa tà àt ou e àu à epteu àsp ifi ueàdeàl a giote si eàIIIà á gàIII à(De Mota 

et al., 2000). Ce récepteur fut également caractérisé comme étant un RCPG de 377 acides aminés et 

partagea tà à%àd ide tit àdeàs ue eàp ot i ueàa e àleà epteu àáT àdeà at (Figure 29). Aussi, il 

pa tageàplusàdeà %àd ide tit àdeàs ue eàa e àleà epteu àáPJàhu ai à O Do dàetàal.,à  et 

murin (Devic et al., 1999) et 10% avec celui isolé chez la grenouille (Devic et al., 1996). Le récepteur 

áPJàdeà atà estàpasà apa leàdeàlie àlesàá gàII,àIIIàetàIVà eà uiàe àfaisaitàu à epteu ào pheli àjus u àlaà

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 »àetàsitu àda sàlaà a heà .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-te i ale,àu eàda sàl ECL ,àu eàda sàl ECL àetàu eàda sàl ECL .à

Cette dernière a été montrée o eà ta tài po ta teàda sàl a ti atio àduà epteu à(Kumar et al., 

2016).  
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Figure 29 : Séquence protéique du récepteur de l'apéline (Thèse Romain Gerbier, 2011). 

 

2) L’ap li e : ligand endogène du récepteur APJ, découverte et caractéristiques 

Ci àa esàap sàlaàd ou e teàduà epteu àáPJ,àso àliga dàfutàisol à àpa ti àd e t aitsàd esto a àdeà

œuf.àIlàs agissaitàd u àpeptideàdeà àa idesàa i sà uiàaà t à o àap li eàpou àAPJ Endogenous 

LIgaNd (Tatemoto et al., 1998). Les 17 acides aminés N-te i au àdeàl ap li eào tàe suiteà t àutilis sà

pou à isole à l áDN à duà p u seu à deà l ap li eà uià està u à peptideà deà à a idesà a i s nommé 

préproapéline (Tatemoto et al., 1998).  

Leàg eà oda tàpou àlaàp p oap li eàestàsitu à hezàl Homme, sur le chromosome X au niveau des loci 

q25- . .àCeàg eàp se teàt oisàe o sàdo tàlaàs ue eà oda teà e ou eàl e o à àetàu eàpa tieàdeà

l e o à àetàlaàs ue eà àUT‘à e ou eàl aut eàpa tieàdeàl e o à àetàl e o à à(D. K. Lee et al., 2000). Ces 

e ou e e tsà e pli ue tà laà p se eà deà deu à t pesà deà t a s itsà d e i o à à età , à k à ueà l o à

retrouvent dans différents tissus (D. K. Lee etàal.,à ;àO Ca ollàetàal.,à . 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, o à et ou eà t oisà fo esà a ti esà d ap li eà issuesà deà laà atu atio à deà laà p p oap li e 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 deàl ap li eà à pE F àestà

majoritaire alors que K17F est présent en plus faible quantité (De Mota et al., 2004).àDa sàl ut usàetà

leà testi ule,à l apéline-36 est majoritaire alors que dans la glande mammaire on retrouve à la fois 

l ap li e-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 

peptidi ueàe àa alàdeà esàdou letsàpou àdo e à aissa eà àK FàetàpE F.àCetteàh poth seà aàpasà

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).àDuàfaitàdeàl a se eàdeà sidusà

di asi uesàe àa o tàdeàl ap line- ,àl a tio àdeàPCàestà àe lu eàetàleà a is eàdeà atu atio àdeà eà

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 i di ueà leàd utàdeà laà s ue eàdeà l ap li e-36. La séquence strictement conservée chez les 

a if esà o espo dà àl ap li e-17 (K17F). Les boîtes noires discontinues encerclent les doublets dibasiques 

pouvant être ciblés par les prohormones convertases, potentiellement responsables de la maturation de la 

p p oap li e.àLaàfl heà leueà o t eàleàsiteàd h d ol seàpa àl ECáà .àLaàfl heà e teà o t eàleàsiteàd h d ol seà

par la Néprilysine. 
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Co e a tàleà ta olis eàdesàf ag e tsàd ap li e,àilàaà t à o t à ue l e z eàdeà o e sio àdeà

l a giote si eàdeàt peàIIà ECá ,àECà . . . à taità apa leàd h d ol se àlaàPheàC-te i aleàdeàl ap li e-

36, de K17F et de pE13F (Vickers et al., 2002; Wang et al., 2016). Enfin, il a été montré que 

l e dopeptidaseà eut eà NEP,àECà . . . àh d ol seàlaàliaiso àpeptidi ueàe t eàl á g8-Leu9 de K17F et 

l á g4-Leu5 de pE13F, entraînant la production de deux peptides tronqués et inactifs (McKinnie et al., 

2016). 

 

II) L’ap li e et so  epteu  : propriétés pharmacologiques 

 

1) Ca a t isatio  de l’i te a tio  ap li e/ epteu  

 

a) Affi it  de l’ap li e pou  so  epteu  

Les premières tudesào tà he h à à a a t ise àlesàp op i t sàdeàliaiso àdeàl ap li eàauà epteu àáPJà

(ApélineR). Ainsi, il a été montré que les apélines radioiodées, [125I][Nle 11, Tyr 13]pE13Y et [125I][Nle 

34,Tyr 36]apéline-36, seàlie tà àl áp li e‘àhu ai àe p i àde 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 

o t à ueàl affi it àdeàl ap li e-13 radioiodée par Bolton Hunter sur la Lys8 deàpE Fàpou àl áp li e‘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-a ti it  de l’ap li e 

L affi it àdesàt oisàf ag e tsàa tifs d ap li eà ap li e-36, K17F et pE13F) est relativement proche. Ceci 

peutà t eàdûàauàfaità ueàlesài te a tio sàliga d/ epteu àdoi e tàs ta li àe tre l áp li e‘àetàlesà à

résidus C-terminaux de ces peptides. 

Ainsi, plusieurs études ont cherché à découvri à uelsà sidusàdeà l ap li eà taie tà i pli u sàda sà laà

liaiso à àl áp li e‘.àDesà tudesàd  «Alanine-scanning » de pE13F ont été effectuées en caractérisant 

l i pa tàdeàlaàsu stitutio àdeà ha ueà siduàdeàpE Fàe àálaàsu àlaà apa it àdeà esàpeptidesà  se lier à 

l áp li e‘,à inhiber laàp odu tio àd áMP àp o o u eàpa àlaàfo skoli eà F“K àetà à o ilise àleà al iu à

i t a ellulai e.àIlàaà t à o t à ueàl á g2,àl á g4 et la Leu5 du motif RPRL de  pE13F sont des résidus 
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esse tielsàpou àlaàliaiso àdeàl ap li eà àl áp li e‘àau uelsàs ajoute tàlesà sidusà“e 6, Lys8 et Met11 

mais dont les impacts sont moins importants (Fan et al., 2003; Medhurst et al., 2003). 

Co joi te e tà à esà tudesàd «Alanine-scanning », des expériences de troncations de K17F ont été 

e es.à Cesà tudesà o tà alu à l effetà deà la délétion successive de chaque acide aminé situé à 

l e t it àN-terminale ou C-terminale de K17F sur la capacité de ces nouveaux peptides à se lier à 

l áp li e‘àdeà at,à à i dui eà l i hi itio àdeà laàp odu tio àd áMP àp o o u eàpa à laà F“Kàetà à i dui eà

l i te alisatio àdeàl áp li e‘.à Ilàaà t à o t à ueàlesàt o atio sàN-te i alesà àpa ti àdeàl á g6 de 

K Fà soità l á g2 deà pE F à o duise tà à desà peptidesà i apa lesà deà seà lie à à l áp li e‘à età pa à

conséquent à l a ti e .àPa àailleu s,à laàd l tio àdeà laàPheàC-terminale de K17F conduit à un peptide 

(K16P) toujours capable de se lier à l áp li e‘ avec une très bonne affinité (subnanomolaire) et 

d i dui eàl i hi itio àdeàlaàp odu tio àd áMP ài duiteàpa àlaàF“Kà aisàavec une habilité très réduite 

pour i dui eàl i te alisatio àdeàl áp li e‘à(El Messari et al., 2004). Il a également été montré in vivo, 

ueàl i je tio àpa à oieài. àde K Pà hezàleà atà o ote du,à e t aî aitàpasàlaà aisseàdeàlaàp essio à

a t ielleà o se eà suiteà à l i je tio à deà K F.à Ce ià i di ua tà l e iste eà d u eà disso iatio à

fo tio elleàe t eàleà ouplageàdeàl áp li e‘à àlaàp ot i eàGàetàl i te alisatio àduà epteur médiant 

l effetàh pote seu àdeàl ap li eà(El Messari et al., 2004). 

Laà p e i eà tudeà isa tà à a a t ise à l i te a tio à e t e l ap li eà età l áp li e‘à aà o t à pa à

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 u à leà u ialàda sàlaàliaiso à àl áp li e‘à(Zhou et al., 2003b). 

 

2) “ig alisatio  du epteu  de l’ap li e 

 

a) Couplage du epteu  de l’ap li e 

De nombreuses études ont exploré les voies de signalisation contrôlées par le système 

ap li e/áp li e‘.àIlàaà t à o t à ueàl ap li e-36, K17F et pE13F présentent la même capacité, de 

l o d eàduàsu a o olai e,à ài hi e àlaàp odu tio àd áMP ài duiteàpa àlaàF“Kàda sàdesà ellulesàCHOà

e p i a tàdeàfaço àsta leàl áp li e‘àdeà at et dans des cellules embryonnaires rénales humaines (HEK) 

e p i a tà l áp li e‘àhu ai à (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 

sp ifi ueàduà ouplageàdeàlaàp ot i eàGαi/àGαs au RCPG,  de cellules CHO exprimant de façon stable 

l áp li e‘à hu ai à ouà deà atà e p haità l i du tio à pa à l ap li e- à età pE Fà deà l i hi itio à deà laà

p odu tio àd áMP àp o o u eàpa àlaàF“K,àd o t a tàai sià ueàl áp li e‘àestà atu elle e tà oupl à à
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laàp ot i eàGαi (Hosoya et al., 2000).àCe iàaà t à o fi àpa àu eà tudeàd o t a tà ueàl áp li e‘à

oupleàp f e tielle e tà lesàp ot i esàGαi1 etàGαi2 aisàpasàGαi3 et que ce couplage entraîne une 

i hi itio àdeàl áC 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).àIlàaà gale e tà t à o t à ueàl áp li e‘ est couplé 

à laà p ot i eà Gα13 et que son activation entraîne une translocation cytoplasmique et une 

phosphorylation des histones déacétylase de classe II (HDAC) 4 et 5 induisant l activation du facteur 

de transcription « Myocyte Enhancer Factor 2 » (MEF2) (Kang et al., 2013). Enfin il a été montré dans 

desà œu sà isol sà pe fus sà deà atsà ueà l ap li eà e t aî aità l a ti ation de la phospholipase C (PLC), 

i di ua tà ueàda sàleà œu ,àl áp li e‘àpou aità t eà oupl à àlaàp ot i eàG à(Szokodi et al., 2002). 

 

b) Modulation des concentrations de calcium intracellulaire par 

l’ap li e 

Ilà aà t à o t à ueà l ap li e-36, K17F et pE13F étaient capables d aug e ter la mobilisation de 

al iu ài t a ellulai eàda sàdiff e tsàt pesà ellulai esàe p i a tàdeàfaço àsta leàl áp li e‘àhu ai ,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-te da tà l aug e tatio à deà al iu à

intracellulaire i duiteàpa àlesàf ag e tsàd ap li eà este tà à eàjou ài o us. 

Enfin, il a été montré dans les artérioles glomérulaires que K17F entraînait, au niveau des cellules 

musculaires lisses, u eàdi i utio àdeàlaà o ilisatio àdeà al iu ài t a ellulai eài duiteàpa àl á gàIIàdeà

façon oxyde nitrique (NO) dépendante (Hus-Citharel et al., 2008).  

 

c) L’a ti atio  de ki ases 

De nombreuses kinases ont été montrées comme étant activées suiteà àlaàsti ulatio àdeàl áp li eR 

pa àl ap li e.àE àeffet,àilàaà t à o t à ueàlaàsti ulatio àpa àpE Fàdeàl áp li e‘à u i àe p i àdeà

façon stable en cellules CHO, entraîne une phosphorylation de ERK ½ (Masri et al., 2002, 2004). 

L a ti atio àdeàE‘Kà àetàE‘Kà àso tàd pe da tes deàlaàp ot i eàGαi et indépendantes deàl a ti atio àdeà

la GTPase Ras (Masri et al., 2002, 2004). 

Il a également été montré que la phosphorylation des résidus Thr-389, Thr-421 et Ser- àdeàl áp li e‘à

e t aî aitàl a ti atio àdeàlaàki aseàp “ àpa àdes 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) uiàe t aî eàu eàp odu tio àdeàNOà iaàl a ti atio àdeàl o deà it i ueàs thaseàdeàl e doth liu àà

(Ishida et al., 2004; Azizi et al., 2008).àL a ti atio àdeàlaàp “ à iaàlaàphospho latio àdeàlaàTh -421 et 

la Ser-424 fait intervenir une protéine kinase C (PKC) appartenant à la famille des PKC atypiques comme 

elaàaà t àd o t àe àt aita tàlesà ellulesàe p i a tàl áp li e‘àa e àu  pseudo-su st atàdeàlaàPKCζ. 

Cette PKC atypique, une fois activée, phosphoryle et active les kinases de la voie MAPK (Masri et al., 

2004).àE fi ,àilàaà t à o t à ueàlaàsti ulatio àdeàl áp li e‘àpa àpE Fài duisaitàu eàphospho latio à

de p “ Kà iaà l a ti atio à desà MáPKà o t l eà pa à laà p ot i eà Gαi. De cette activation résulte 

l aug e tatio àdeàlaàdiff e iatio àdesà ellulesàsou hesàe à a dio o tesà D á ielloàetàal.,à . 

E fi ,àlaàouàlesàG‘Kà gula tàlaàdisso iatio àdeàlaàp ot i eàGà àl áp li e‘àai sià ueàleà ecrutement des 

protéines de type β-arrestine sont à ce jour inconnues. Néanmoins, il a été montré in vitro que 

l áp li e‘à taità apa leàdeà e ute àlesàG‘Ksà àetà àetà ueàlesàsitesàdeàphospho latio àpote tielàdeà

l áp li e‘àpou a tà die àleà e ute e tàdeàces 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- àdeàl áp li e‘àe t aî aitàu eà

absence de phosphorylation de cette dernière et surtout une absence de recrutement des GRKs 2 et 

5, une absence de recrute e tàdesàβ-a esti esà àetà àetàu eàa se eàd i te alisatio àduà epteu .à

Toutefois,àl áp li e‘à ut à taitàtoujou sà apa leàdeàsig ale à iaàsaàp ot i eàGà(Chen et al., 2014). Ainsi, 

cette étude a permis de montrer que, in vitro, l áp li e‘àp se taitàu eàsig alisatio àMAPK β-arrestine 

dépendante via la phosphorylation de la Ser-348, très vraisemblablement, par les GRKs 2 et 5. 

 

d) L’i te alisatio  du epteu  de l’ap li e 

Co eà laà plupa tà desà ‘CPGs,à l áp li e‘à s i te aliseà suiteà à laà liaiso à desà diff e tsà f ag e tsà

d ap li eà(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 induireàl i te alisatio àdeà

l áp li e‘àdeà atà(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 

lia tà l áp li e‘àetàa ti a tà so à ouplageà à laàp ot i eàGαi, avec la même efficacité que K17F, sans 

pou oi à i dui eà l i te alisatio à duà epteu , suggérant que ce résidu joue un rôle crucial dans 

l a ti atio àdeà eà a is eà(El Messari et al., 2004; Iturrioz et al., 2010b). 

Afin de valider cette hypothèse, une étude structure-fo tio à aà t à e eà su à l áp li e‘à pa à

modélisation moléculaire et mutagénèse dirigée. Pour ce faire, le premier modèle tridimensionnel (3D) 

deàl áp li e‘à o ple àa e àpE13F 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 

p i il gi àpa à appo tà àlaàseuleàst u tu eà istallog aphi ueàe ista teà àl po ue,à elleàduàrécepteur 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). 

L o se atio à duà od leà o ple à a e à K Fà ouà pE Fà o t eà ueà lesà peptidesà i te agisse tà e à

surface du récepteur avec des acides aminés acides via leurs résidus basiques alors que leur Phe C-

te i aleàs i s eàauàfo dàduàsiteàdeàliaiso àduà epteu àda sàu eàpo heà o stitu eàdesàT pà àetà

259 et de la Phe 255. Des études structures-fo tio sàpa à utag seàdi ig eàduà epteu àdeàl ap li eà

ont montré que lesà epteu sà deà l ap li eà ut sà su à esà sidusà taie tà plusà apa lesà d t eà

i te alis sàsousàl a tio àdeàK Fàalo sà u ilsà o se aie tàlaà apa it àdeàlie àl ap li eàouà àseà ouple à

à laà p ot i eà Gαi. Ceci a permis de démontrer le rôle clé des résidus Phe 255 et Trp 259 dans 

l i te alisatio àduà epteu àai sià ueàdeà alide à eàp e ie à od leà Dàduà epteu àdeà l ap li eà

(Iturrioz et al., 2010b).àDeàplus,à etteà tudeà o fi eàl e iste eàd u eàdisso iatio àfo tio elleàe t eà

le couplage deà laà p ot i eàGαi à l áp li e‘à età l i te alisatio à deà eà de ie .à Ce ià i pli ueà ueà leà

récepteur existe sous différentes conformations actives dépendant de la façon dont le ligand agoniste 

se lie dans le site de liaison, ce uiàa eà à l a ti atio àdeàdifférentes voies de signalisation et par 

conséquent, à différents effets biologiques (Iturrioz et al., 2010b).àE fi ,àl áp li e‘àpou aitàp se te à

u eàs le ti it àfo tio elleàouàu eàsig alisatio à iais eàe àpou a tà ouple àlaàp ot i eàGàd u eàpa t, 

età e ute àlesàβ-a esti esà àetà àd aut eàpa tà(Ceraudo et al., 2014). Cette signalisation biaisée a été 

co fi eàpa àu eà tudeà o t a t,à ueàK Fà taità apa leàd i dui eàlaàphospho latio àdeàE‘Kà½à iaà

u à a is eàd pe da tàduà e ute e tàdeàlaàβ-arrestine alors que K16P était uniquement capable 

d i dui eàl a ti atio àdeàlaàp ot i eàGαi (Ceraudo et al., 2014).àDeàplus,àilàaà t à o t à ueàl i je tio à

i. à hezà leà atà o ote duà deà K Pà ouà deà pE áà e t aî aità pasà laà aisse de pression artérielle 

observée avec K17F ou pE13F (El Messari et al., 2004; Lee et al., 2005).àCeà uiàsugg eà ueàl a ti atio à

deàE‘Kà½àd pe da tàu i ue e tàduà e ute e tàdeàlaàβà-a esti eàestà espo sa leàdeàl effetàp esseu à

deàl ap li e. 

Ainsi, ERK ½ peuvent être activées de faço à p ot i eà Gà d pe da teà età β-arrestine dépendante. 

Cepe da tàlesàa tio sà u ellesàeffe tue tàsuiteà àleu àa ti atio àso tàdiff e tes.àE àeffet,àlo s ueàleu à

a ti atio àestài duiteàpa àl a ti atio àdeàlaàp ot i eàG,àE‘Kà½àso tàt a slo u esàda sàleà oyau où elles 

agisse tà o eàdesà fa teu sàdeàt a s iptio .àáà l i e se,à lo s ueà leu àa ti atio àestà i duiteàpa à leà

e ute e tàdeàlaàβ-arrestine, ERK ½ restent dans le cytoplasme où elles vont réguler des mécanismes 

cytoplasmiques comme la traduction ou l apoptoseà aisà aussià d aut esà oiesà deà sig alisatio à

(Eishingdrelo and Kongsamut, 2013). 
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e) Re lage du epteu  de l’ap li e 

Laà a a t isatio àdesàp ofilsàd i te alisatio àdeàl áp li e‘ài duitsàpa àl ap li e-36 ou pE13F montrent 

ueà leà o ple eà pE F/áp li e‘à s i te aliseà età està apide e tà e l à à laà e a eà iaà u à

mécanisme dépendant de la voie de signalisation Rab4 (Lee et al., 2010).à áà l i e seà leà o ple eà

apéline- /áp li e‘à s i te aliseà età està di ig à e sà laà oieà deà d g adation lysosomiale via un 

mécanisme dépendant de la voie de signalisation Rab7. Chacune de ces voies sont induites par le 

e ute e tàdeàlaàβ-a esti eà à àl áp li e‘àa e ,àtoutefois,àdesàdiff e esàda sàl asso iatio àspatio-

temporelle (Lee et al., 2010). Ces différences confirment les études précédentes ayant montrées que 

l ap li e-36 induisait une internalisation forte et durable alors que pE13F induisait une internalisation 

t a sitoi eàdeàl áp li e‘àa e àu à e lageà apideà(Masri et al., 2006). Ainsi, malgré leur affinité pour 

l áp li e‘àetàleu àpou oi àd a ti atio àp o hes,àilàe isteàdesàdiff e esàsu tilesàe tre les trois formes 

a ti esàd ap li eà uiào tàdesài pa tsà ajeu sàsu àleu àp op i t sàph siologi ues. 

 

f) L’h t odi isatio  du epteu  

Co eàdeà o eu à‘CPGs,àl áp li e‘àestà apa leàdeàs ho odi ise àetàdeàs h t odi ise .àE à

effet, il a été montré ueàl áp li e‘àpou ait,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 

l áp li e‘àpou aitàfo e àdesàdi esàa e àleà epteu àáT ,àdo tàlaàliaiso àdeàl ap li eàe t aî aitàu eà

inhibition de la signalisation induite pa àl á gàIIà(Chun et al., 2008; Sun et al., 2011; Siddiquee et al., 

2013).àIlàaà gale e tà t à o t à ueàl áp li e‘à taità apa leàdeàfo e àdesàh t odi esàa e àleà

epteu à -opioïde, entraînant une augmentation de la prolifération cellulaire via une augmentation 

deàl a ti it àdeàlaàPKCàetàu eàdi i utio àdeà elleàdeàlaàPKáà(Li et al., 2012). Enfin, il a été montré que 

l áp li e‘àfo aitàdesàh t odi esàa e àleà epteu àdeàlaà ad ki i eàdeàt peà ,àe t aî a tàu eà

augmentation deàlaàp olif atio à ellulai eàetàu eàphospho latio àdeàeNOsà iaàl a ti atio àdeàlaà oieà

de signalisation PKC Gq dépendante (Bai et al., 2014). 
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Chapitre 3 : le système apélinergique 

 

I) Dist i utio  de l’ap li e et de so  epteu  

 

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.,à ;àO Ca ollàetàal.,à

2000) laà dist i utio à h t og eàdesàá‘N sàdeà laà p p oap li eà etàdeà l áp li e‘àda sàdiff e tesà

st u tu esà alesàhu ai esàetàdeà at.àái siàl o à et ou eà esàá‘N àda sàlesàst u tu esàolfa ti es,à

leàseptu ,àl hippo a pe,àl h pothala usàetàlaàgla deàpi ale. 

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 

l ap li e-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 

fi esà e eusesà età lesà te i aiso sà eu o alesà i u o a ti esà à l ap li eà so tà la ge e tà

dist i u esà da sà leà thala us,à l h pothala us,à età l i e eà dia eà deà l h pophyse 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 p ojette tà da sà l h poph seà post ieu e,à sugg a tà u eà olo alisatio à ap li e/áVPà ouà

apéline/ocytocine. Cette hypothèse a été vérifiée en utilisant un double marquage immunofluorescent 

uiàaàpe isàdeàd o t e à ueàl apéline était co-lo alis eàa e àl áVPà(De Mota et al., 2004; Reaux-Le 

Goazigo et al., 2004) età l o to i eà (Brailoiu et al., 2002; Bodineau et al., 2011) dans les neurones 

ag o ellulai es.à Lesà o psà ellulai esà età lesà fi esà e eusesà i u o a ti esà à l ap li eà o tà t à

identifiés le long de la lamina terminalis, localisée le long du 3ème ventricule et contenant le SFO, dans 

l OVLTàetàda sàleà o auàp opti ue 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 

l OVLT 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 

deà oisso àouàlaàs tio àd áVP. 

Chezàleà at,àl áp li e‘àestà gale e tàla ge e tàe p i àda sàleàs st eà e eu à e t al.àE àeffet,àilàaà

t à o t àpa àdesàe p ie esàd h idatio à in situ ueàl á‘N àdeàl áp li e‘à tait localisé dans le 

o te àpi ifo e,àda sàleà o te àe tho i al,àda sàl hippo a pe,àda sàlaàpa sà o pa taàdeàlaàsu sta eà

oi e,à da sà leà o auà do salà duà aph à età da sà leà lo usà œ elusà o te a tà lesà o psà ellulai esà desà

neurones monoaminergiques DeàMotaàetàal.,à ;àD.àK.àLeeàetàal.,à ;àO Ca ollàetàal.,à . Les 

i eau à d e p essio à deà l á‘N à deà l áp li e‘à so tà gale e tà le s dans les noyaux 

hypothalamiques, comme le SON et le PVN, dans le noyau arqué, dans la glande pinéale ainsi que dans 

l h poph seàauà i eauàdeàsesàlo esàa t ieu àetài te diai eà(De Mota et al., 2000) (Figure 31).  

Ilà aà t à o t à pa à desà e p ie esà deà dou leà a uageà o i a tà l h idatio à in situ et 

l i u ofluo es e eà ueà l á‘N à deà l áp li e‘à està e p i à pa à lesà eu o esà ag o ellulai esà

asop essi e gi uesàduà“ONàetàduàPVN.àCesà eu o esàe p i e tà gale e tàlesà epteu sàdeàl áVPàdeà

type 1a (V1a) et 1b (V1b) Hu i àetàal.,à ;à‘eau àetàal.,à ;àO Ca ollàa dàLolait,à  alors que 

l á‘N àduà epteu àdeà l áVPàdeà t peà à V àestàabsent (Hurbin et al., 1998). Cette expression de 

l áp li e‘àetàdesà epteu sàV aàda sàlesà eu o esà ag o ellulai esà asop essi e gi uesàsugg eàu eà

gulatio àauto i eàdi e teàdeà esà eu o esàpa àl ap li eàetàl áVP. 
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Figure 31 : Distribution de l'apéline et de son récepteur dans le cerveau de rat (Flahault et al,. 2017). 

A :àDist i utio à eu oa ato i ueàdesà o psà ellulai esàetàdesàfi esà e eusesài u o a tifsà àl ap li eàsu àu eà oupeà
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 :àFil sà adiog aphi uesàdeàlaàdist i utio àdesàá‘Nà essage sàdeàl áp li e‘àda sàleà e eauàdeà at.àIlàs agitàdeà oupesà
frontales antéropostérieures partant du bregma de cerveau de rat. 

Abbréviations : Acb, noyau accuben ; Amb, noyau ambigu ; Amy, amygdale ;àáL,àlo eàa t ieu àdeàl h poph se ; 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,à o auàdo so dia àdeàl h pothala us ; 
DR, noyau raphé dorsal ; DTg, noyau dorsal tegmentale ; ENT, cortex entorhinal ; HIP, hippocampe ; Hpt, hypothalamus ; 

IL,à lo eà i te dia eà deà l h poph se ;à LC,à lo usà œ elus ; LPO, aire latérale préoptique ; LRN, hypophyse latérale 

réticulée ; ME, éminence médiane ; MPO, noyau médian préoptique ;àNL,àlo eà eu alàdeàl h poph se ; 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 o auà pa a e ti ulai eà deà l h pothala us ; 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, noyauà e t o dia àdeàl h pothala
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2) Dans le rein 

Des études ont montré par RT-PC‘à ueàlesàá‘N à oda tàpou àlaàp p oap li eàetàl áp li e‘à taie tà

exprimés dans le rein humain et de rat Medhu stà età al.,à ;à O Ca ollà età al.,à . Par des 

e p ie esàd h idatio àin situ  effectuées chez le rat, il a été mo t à ueàl á‘N àdeàl áp li e‘à taità

exprimé par les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses des artérioles glomérulaires 

(Hus-Citharel et al., 2008).à Da sà leà ei ,à laà plusà g a deà o e t atio à d á‘N à deà l áp li e‘à està

o se eàda sà leàglo ule.à L áp lineR 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).àIlàestài t essa tàdeà o state à ueàl áp li e‘àauà

niveau du canal collecteur est coexprimé avec le récepteur V2 (Ostrowski et al., 1992).  

 

3) Da s le œu  et les a t es 

Ilàaà t à o t à ueàlesàá‘N àdeàlaàp p oap li eàetàduà epteu àdeàl ap li eàso tàla ge e tàp se tsà

da sàleàs st eà a dio as ulai e,à ueà eàsoità hezàleà atàouà hezàl Homme. 

En effet, les ARNms de la préproapéline etàdeàl áp li e‘ào tà t àd te t sàda sàlesà ellulesàe doth lialesà

as ulai esà a dia uesàdeà at.àLesà i eau àd e p essio àdeà esàá‘N àda sàleà œu àfo tàpa tieàdesàplusà

le sàdeàl o ga is eàetàso tàsi ilai esà à eu à et ou sàda sàleà ei àetàleàpou o à(Habata et al., 1999; 

Hoso aàetàal.,à ;àO Ca ollàetàal.,à . 

Chezà l Ho e,à ilà aà gale e tà t à d o t à l e p essio à desà á‘N à deà laà p p oap li eà età deà

l áp li e‘à da sà leà œu à (Medhurst et al., 2003).à Pa à desà e p ie esà d i u ohisto hi ie,à

l e p essio àdeàl ap li eàaà t àd te t eàauà i eauàdesà ellulesàe doth liales vasculaires (notamment 

da sà l a t eà a ai eà i te eàgau he,à l a t eà o o ai e ou la veine saphène) ainsi que dans les 

aisseau àsa gui sàduàpou o ,àduà ei àetàdeàlaàgla deàsu ale.àL áp li e‘àest,à ua tà àlui,àe p i à

da sàlesà ellulesà pith lialesàdeàl e do a de,àda sàlesà a dio o tesàetàda sàlesà ellulesà us ulai esà

lisses (Kleinz and Davenport, 2004; Kleinz et al., 2005). 
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II) Rôle da s le ai tie  de l’ uili e h d i ue 

 

1) Effets e t au  de l’ap li e su  l’a ti it  des eu o es à AVP, su  la s tio  d’AVP 

et sur la diurèse 

L áVPàestà gale e tà o ueàsousàleà o àd ho o eàa tidiu ti ueàetàposs de,àe àplus de son effet 

sur la diurèse, un effet vasoconstricteur. Au sein des neurones magnocellulaires vasopressinergiques, 

l áVPà està se t eà deà laà eu oh poph seà da sà laà i ulatio à sa gui eà iaà lesà apillai esà fe t sà

présents dans cette structure. Cette sécr tio à s effe tueàe à po seà au à a iatio sàdeà l os olalit à

plasmatique et de la volémie (Manning et al., 1977; Brownstein et al., 1980) ouàe o eàsousàl i flue eà

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 

asop essi e gi ues,àl áVP,àlesà epteu sàV a,àl ap li eàetàl áp li e‘à olo alise tà(Reaux et al., 2001; 

O Ca ollà a dà Lolait,à , suggérant une interaction entre apéline etàáVP.à L ap li eà agi aità su à laà

s tio àd áVPàetà eà i d pe da e tàduà t o o t leà u effe tueà l áVPàsu àsaàp op eàs tio à

(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 tau à le sàd áVPàafi àdeà o se e à

l eauàdeàl o ga is eàpou àpe ett eàu eàp odu tio àopti aleàdeàlaità ate elà (Poulain et al., 1977; 

Gimpl and Fahrenholz, 2001).àL i je tio àpa à oieài. . àdeàK Fà hezà esà attesàaàpe isàdeà o t e àu eà

i hi itio à deà l a ti it à le t i ueà phasi ueà desà eu o esà asop essi e gi ues,à u eà du tio à deà laà

li atio àd áVPàda sàlaà i ulatio àsa gui eàetàu eàaug e tatio  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 l a ti it à desà eu o esà asop essi e gi uesà età u eà di i utio à deà laà s tio à d áVPà da sà laà

circulation sanguine (Hogarty et al., 1992; Kadekaro et al., 1992).àL i je tio àpa à oieài. . àdeàK Fà hezà

ces souris a montré une diminution sig ifi ati eàdeàlaàli atio às st i ueàd áVPà(Reaux-Le Goazigo 

et al., 2004).à Cesà tudesà sugg e tà ueà l ap li eà pou ait 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, u eài hi itio àdeàleu àa ti it àetàu eài hi itio àdeàlaàs tio àd áVP.à

L ap li e agirait donc o eàu ài hi iteu à atu elàdeàl effetàa tidiu ti ueàdeàl áVP (Figure 32). 
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Figure 32 : á tio à e t aleàdeàl ap li eàsu àl a ti it àdesà eu o esà à asop essi e (Flahault et al., 

2017). 

L ap li eàetàl áp li e‘àso tà o-localisés dans les neurones magnocellulaires vasopressinergiques du PVN et du 

“ONàa e àl áVPàetàleà epteu à àlaà asop essi eàdeàt peà à V ‘ .àChezàlaà atteàla ta te,àl i je tio ài. . àdeàK Fà
i hi eàl a ti it à le t i ueàphasi ueàdesà eu o esà àáVPàe t aî a tàu eàdi i utio àdeàlaàli atio àd áVPàda sà
la circulation sanguine et une augmentation de la diurèse. Les images de microscopie confocale illustre la 

dist i utio à deà l ap li eà età deà l áVPàda sà lesà o psà ellulai esà duàPVN. Une forte co-lo alisatio à deà l ap li eà
ouge àetàdeàl áVPà e t àaà t àd t t eàda sàlesàneurones magnocellulaires à AVP. 

 

2) Effets de l’ap li e et de l’AVP su  le ai tie  de l’ uili e h d i ue au i eau du 

rein 

E àplusàdeàso àa tio à e t aleàsu àlaà gulatio àdeàl uili eàh d i ue,à l ap li eàpou aitàa oi àu eà

a tio à aleàdi e teàsu àlaàdiu se.àE àeffet,àilàaà t à o t à ueàl á‘N àdeàl áp li e‘àhu ai à taità

exprimé dans le glomérule et le long du néphron et eluiàdeàl ap li eàaà t à et ou àleàlo gàdesà a au à

collecteurs (De Falco et al., 2002; Hus-Citharel et al., 2008). Or les récepteurs V2 sont exprimés le long 

des canaux collecteurs. Chezàlaà atteàla ta teàa esth si e,àl i je tio àpa à oieài. àdeàdosesà oissa tes 

de K17F induit une augmentation dose-dépendante de la diurèse suggérant une action directe de 

l ap li eàsu àlesà a au à olle teu sàoùàestào se eàl a tio àa tidiu ti ueàde l áVPà iaàlesà epteu sà

V2 (Hus-Citharel et al., 2008). Au niveau des artérioles glomérulaires isolées,àilàaà t à o t à u u eà

foisàp o t a t esàpa àl á gàII,à l application de K17F induit une vasodilatation de ces artérioles. Ce 

mécanisme a été démontré comme étant dépendant de la production de NO puisque la vasodilatation 

estàplusào se eàlo sàdeàlaà o-application de K17F avec un inhibiteur de NO synthase ou lorsque les 
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artérioles sont désendothélisées (Hus-Citharel et al., 2008).àái si,àl effetà asodilatateu àdeàl ap li eàestà

dire te e tà li à à l i hi itio à deà laà p odu tio à deà al iu à i duiteà pa à l á gà IIà iaà l a ti atio à deà laà

p ot i eàGαi oupl eà àl áp li e‘.àái siàl ap li eàaug e teàleàflu àsa gui à alà iaàu eàa tio àdi e teà

su àl áp li e‘àsitu àsu àl e doth liu àdesàa t ioles glomérulaires, contribuant ainsi à augmenter la 

diurèse. 

L áVP,à e à sti ula tà leà epteu à V à da sà lesà a au à olle teu s,à i duità u eà aug e tatio à deà laà

p odu tio àd áMP àetàu eàa ti atio àdeàlaàPKáà uiàphospho leàlesàa uapo i esàdeàt peà à áQP .àU eà

foisà phospho l es,à lesàáQP à s i s e tà à laà e a eà api aleàdesà ellulesàp i ipalesà desà a au à

olle teu s,àe t aî a tàu eà a so ptio àd eau,àu eàdi i utio àdeàlaàdiu seàai sià u u eàdi i utio à

deà l os olalit à plas ati ueà (Nielsen et al., 1995; Sands et al., 1997).à L e p essio à deà l á‘N à deà

l áp li e‘àleàlo gàduà a alà olle teu àsugg eà ueàl ap li eàpou aitàa oi àu eàa tio àa ua ti ueàe à

agissant directement sur cette partie du néphron. Afin de vérifier cette hypothèse, il a été montré que 

l appli atio àdeàK Fàsu àlesà a au à olle teu sà édullaires entraînait une inhibition de la production 

d áMP ài duiteàpa àlaàdDáVP,àu àago isteàsp ifi ueàetàs le tifàduà epteu àV ,àetàu eàdi i utio àdeà

la mobilisation du calcium intracellulaire induite par la dDAVP (Hus-Citharel et al., 2014). De plus, il a 

t à o t à ueàl i je tio àpa à oieài. àdeàdosesà oissa tesàdeàK Fà hezàlaà atteàla ta teàe t aînait 

u eàaug e tatio àdeàlaàdiu seàetàu eàdi i utio àdeàl os olalité urinaire de façon dose-dépendante 

sa sàfai eà a ie àlaàkaliu seàetàlaà at iu se.àU eàdi i utio àdeàl e p essio àdesàáQP à àlaà e a eà

apicale est observée après injection par voie i.v de K17F chez la ratte lactante selon un gradient 

des e da tà duà o te à jus u à laà dullai eà (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 

l i je tio àpa à oieài. àl ap li eà à o espo da tà àlaàfo eà o àp ogluta l eàdeàpE F à hezàleà at 

Sprague-Dawley mâle entraînait une augmentation de la diurèse (Murza et al., 2016).  

ái si,àl ap li eàe e eàu eàa tio àdiu ti ueàdeàdeu àfaço s.àToutàd a o d,àelleài hi eàauà i eauà e t alà

laàli atio àd áVPàda sàlaà i ulatio àsa gui e.àE suite,àelleàagitàdi e te e tàauà i eauàduà ei àoùàelleà

augmente le flux sanguin rénal en agissa tàsu à lesàa t iolesàglo ulai esàetàelleàs opposeà à l effetà

a tidiu ti ueàdeà l áVPàauà i eauàduà a alà olle teu .àái si,à l ap li eàetà l áVPàposs de tàdesàeffetsà

oppos sàetà o t i ue tàauà o t leàdeàl os olalit àplas ati ueàe à gula tàlaà a so ptio àd eauàpa à

le rein (Figure 33). 
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Figure 33 : ‘ep se tatio àdesà oiesàdeàsig alisatio àa ti esàpa àl ap li eàetàl áVPàda sàlesà ellulesà
principales des canaux collecteurs (Flahault et al., 2017). 

Dans les cellules principales des canaux olle teu s,à l áVPà seà lieà auà epteu à V ,à situ à à laà e a eà
asolat ale,à uià a ti eà l ad lateà laseà áC à iaà so à ouplageà à laà p ot i eà Gs et conduisant à une 

aug e tatio àdeàlaàp odu tio àd áMP .àCe iàp o o ueàu eàaug e tatio àdeàl a ti it àdeàlaàprotéine kinase A 

(PKA) induisant une insertion des aquaporines 2 (AQP2) à la membrane apicale. Les AQP2, à la membrane apicale, 

etàlesàáQP àetàáQP ,à àlaà e a eà asolat ale,àpe ette tàu eà a so ptio àd eauà o duisa tàsi ulta e tà
à une diminution de la diurèse et une augmentation de la concentration des urines. 

áà l i e se,à laà liaiso àdeà l ap li eà à l áp li e‘à i duitàu eà i hi itio àdeà l áCà iaà leà ouplageàduà epteu à à laà
protéine Gi o duitsa tà àu eàdi i utio àdeàlaàp odu tio àd áMP àai sià ueàdeàl a ti it àdeàlaàPKá.àIlàe à sulteà
u eàdi i utio àdeàl i se tio àdesàáQP à àlaà e a eàapi ale,àe t aî a tàu eàdi i utio àdeàlaà a so ptio àdeà
l eauà o duisa tà àu eàaug e tatio àdeàlaàdiu seàetàu eàdi i utio àdeàlaà o e t atio àdesàu i es.à 
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3) R gulatio  oppos e de l’ap li e et de l’AVP lo s de la d sh d atatio  

Co eàd itàplusàhaut,àl ap li eàetàl áVPàso tà olo alis es dans les neurones magnocellulaires et ont 

des actions opposées sur la diurèse. Il était donc important de savoir comment ces deux peptides sont 

gul sà pou à ai te i à l uili eà h d i ueà deà l o ga is e.à áfi à deà po d eà à etteà uestio ,à laà

régulation de la synthèse et de la li atio àd ap li eàetàd áVPàa été étudiée lors de la déshydratation 

hezàleà at.àPuis,àu eà tudeàeffe tu eà hezàl homme a cherché à déterminer les niveaux plasmatiques 

d ap li eàetàd áVPàsui a tàl tatàd h d atatio àdesà olo tai es. 

 

a) Effets de la déshydratation chez le rat 

Il a été montré chez le atà ueàsuiteà àlaàd sh d atatio ,àl áVPàestàs t eàda sàlaà i ulatio àsa gui eà

plusà apide e tà u elleà està s th tis e,à e t aî a tà u eà d pl tio à desà sto ksà d áVPà da sà lesà

neurones magnocellulaires (Zingg et al., 1986). Parallèlement, la déshydratation entraîne une 

di i utio àdesàtau àplas ati uesàd ap li eàetàu eàaug e tatio àduà o te uà eu o alàe àap li eàda sà

les neurones magnocellulaires vasopressinergiques (De Mota et al., 2004; Reaux-Le Goazigo et al., 

2004).àái si,à suiteà à laàd sh d atatio ,à l ap li eàs a u uleàda sà lesà eu o esà àáVPàauà lieuàd t eà

s t e.àIlàaà gale e tà t à o t à ueàl i je tio àpa à oieài. . àd áVPà hezàdesà atsàa a tàu àaccès 

li eà à l eauàpe ettaitàdeà et ou e àdesà o e t atio sà eu o alesàd ap li eà ui ale tesà à ellesà

observées lo sàdeà laàd sh d atatio .àáà l i e se,à ilàaà t à o t à ue, suite à la déshydratation et à 

l i je tio àpa à oieài. . àd u àa tago isteàdesà epteu sàV ,àlesà o e t atio sà eu o alesàd ap li eà

étaient réduites (Reaux-Le Goazigo et al., 2004). Ces études prouve tà do à ueà l ap li eà età l áVPà

exercent des actions opposées lors de la déshydratation (Zingg et al., 1986; De Mota et al., 2004). Elles 

o t e tàaussià ueàl áVPàetàl ap li eàso tàs t es 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). 

ái si,àlaà gulatio à ois eàdeàl ap li eàetàdeàl áVPàsui ant un stimulus osmotique répond à un objectif 

physiologique :àpe ett eàleà ai tie àdeàl uili eàh d i ueàdeàl o ga is eàe àp e a tàl e tio à

d eauàauà i eauàduà ei àlo sàdeàlaàd sh d atatio .à 
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b) Effets de la d sh d atatio  hez l’ho e 

La régulation ois eàdeàl ap li eàetàdeàl áVPàaà t à tudi eà hezàdesàho es,à olo tai esàsai s,àe à

o pa a tàlesàtau àplas ati uesàd ap li eàetàd áVP.àPou à eàfai eàlesà ha tillo sàdeàplas aào tà t à

e ueillisàsoità hàap sàl i je tio àd u eàsolutio àsali eàh pe to ique entraînant une augmentation de 

l os olalit à plas ati ue,à soità à i à ap sà u eà p iseà o aleà d eauà e t aî a tà u eà di i utio à deà

l os olalit àplas ati ueà(Azizi et al., 2008).  

Ilàaà t à o t à ueàl aug e tatio àdeàl os olalit àplas ati ueà oï idaitàa e àu eàaug e tatio àdesà

i eau àplas ati uesàd áVPàpa all le e tà àu eà aisseàdesàtau àd ap li e.àáàl i e se,àlaàdi i utio à

deà l os olalit àplas ati ueà oï idaitàa e àu eàdi i utio àdesà i eau àplas ati uesàd áVPàetàu eà

aug e tatio àdesà i eau àplas ati uesàd ap li eà(Azizi et al., 2008). 

Cette étude montre donc que l os olalit àplas ati ueàestàu à gulateu àph siologi ueà ajeu àdesà

taux plasmatiques d áVPàetàd ap li eà hezàl ho e.àDeàplus,àlaà elatio à ois eàe t eàlaà gulatio àdeà

l ap li eàetàdeàl áVPào se eà hezàl ho eà o fi eàlesà sultatsàdesà tudesàsu àlaàdéshydratation 

e esà hezà leà atà età d o t eà ue,à o eà l áVP,à l ap li eà pa ti ipeà auà ai tie à deà l uili eà

h d i ueàdeàl o ga is e,à ueà eàsoità hezàl homme ou chez le rongeur. 

 

4) Effets de l’âge su  la gulatio  ois e e t e l’ap li e 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 

pe teàe essi eàd eau,àleà is ueàdeàd sh d atatio à taitàplusà le à ueà hezàlesàadultesàjeu esà(Phillips 

et al., 1984; Jéquier and Constant, 2010).àDuàfaitàdeàleu ài pli atio àda sàlaà gulatio àdeàl uili eà

h d i ue,àl ap li eàetàl áVPào tà t à tudi esà hezàleàsujetà g . 

Il aà t à o t à ueà leà ieillisse e tà e t aî ait,à hezà l Homme, une augmentation de la taille des 

neurones magnocellulaires vasopressinergiques (Fliers et al., 1985) ainsi que du nucléole (Hoogendijk 

et al., 1985) etàdeàl appa eilàdeàGolgià(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 

plas ati uesàd áVPàalo sà ueàlesàtau àplas ati uesàd ap li eàso tà o sid a le e tàdi i u sà(Fliers 

and Swaab, 1983; Terwel et al., 1992; Sladek and Olschowka, 1994; Karine Palin et al., 2009). Une étude 

o duiteà hezàleà atàWista à leà g à àse ai es àaà o t à u auà i eauàduà“ON,àl á‘N àdeàl áVPà

a aità u eà e p essio à duiteà alo sà ueà l á‘N à deà l ap li eà taità aug e t à pa à appo tà à leu à

expression respectives chez le rat Wistar mâle adulte (3 semaines) (Sauvant et al., 2014). De plus, la 

déshydratation, uià e t aî eà hezà l adulteà u eà aug e tatio à desà tau à plas ati uesà d áVPà età u eà

aisseà o o ita teàdeà eu àdeàl ap li e,à aàau u àeffetà hezà leà atà g àsu àlesàtau  plasmatiques 
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d áVPàetàd ap li e.àCeà a ueàdeà gulatio àpa àu àsti ulusàos oti ueàse leàli àauàfaità ueà hezàleà

sujetà g ,à lesà tau à plas ati uesà d áVPà so tà d j à t sà aug e t s, alors que les taux plasmatiques 

d ap li eàso tàfo te e tàdi i u sàetà ueà es limites ne peuvent pas être franchies (De Mota et al., 

2004; Sauvant et al., 2014). 

Ainsi, le vieillisse e tà e t aî e aità u eà pe teà deà laà gulatio à ois eà deà l áVPà età deà l ap li eà e à

réponse à des contraintes osmotiques prolongées. Ceci expliquerait la faible tolérance des patients 

g sà àlaàd sh d atatio .àCepe da tà etteàh poth seàseàdoitàd t e confirmée par des études cliniques 

impliquant ces patients âgés. 

 

III) Rôle dans la fonction cardiaque 

 

1) Effets de l’ap li e su  les aisseau  

Il a été montré in vitro ueà l i je tio à d ap li eà à da sà desà a t iolesà se t i uesà hu ai esà

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 

i hoti ues.àDeàfaço à i t essa te,à l ajoutàd u à i hi iteu àdeàNOàs thaseà leàN -nitro-L-arginine 

méthylester ou L-NáME à di i ueà l effetà asodilatateu à deà l ap li eà su à lesà a t esà se t i uesà

sai esà aisà e p heàpasà l effetàduàpeptideà su à lesà a t esàp se ta tàu à d fautàdeà l pith liu à

(Salcedo et al., 2007),àsugg a tàu àeffetà asodilatateu ,àNOàetàe doth liu àd pe da tàdeàl ap li e.à

L effetà asodilatateu à aà gale e tà t à o se à hezà leà atà lo sà d tudesà ex vivo sur des artérioles 

glo ulai esà aff e tesà età eff e tesà p o t a t esàpa à l á gà IIà (Hus-Citharel et al., 2008) et sur 

l ao teàp o t a t eà àlaà o ad ali eà(Iturrioz et al., 2010a). Puis in vivo, sur des artérioles humaines 

deà l a a t- asàoùà l i je tio àd ap li e-36 ou de pE13F entraînait une vasodilatation des artérioles 

alo sà ueàlaà eài je tio àe àp se eàd u ài hi iteu àdeàNOàs thaseàatt uaitàl effetàdeàl ap li eà

sur les artérioles (Japp et al., 2008). 

áfi à deà o fi e à l effetà asodilatateu à e doth liu à d pe da tà deà l ap li e,à desà tudesà o tà t à

effe tu esàe à i je ta tàdeà l ap li eà in vitro su àdesàa t esàp le esà hezà l ho eàoù a été retiré 

l e doth liu à as ulai eà (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 o t àda sà esà tudesà u e àl a se eàd e doth liu ,àl ap li eàe e çaità

un effet vasoconstricteur sur les vaisseaux. Il a donc été montré que la stimulation des ApélineR situés 

su àl e doth liu àe t aî aitàu eà asodilatatio àNO-d pe da te.àN a oi s,àl ápélineR est également 
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présent à la surface des cellules musculaires lisses (Wang et al., 2011). Leur stimulation entraîne une 

aso o s t i tio àu i ue e tà isi leàe àa se eàd e doth liu , qui impliquerait une autre voie de 

signalisation que celle du NO comme une action di e teàdeàl ap li eàsu àlesà ellulesà us ulai esàlissesà

(Wang et al., 2011). 

áuà i eauàdesà ellulesàe doth liales,àlaàliaiso àdeàl ap li eà àso à epteu ài duitàu eàphospho latio à

de la NO synthaseà iaàl a ti atio àdeàlaà oieàPI3K/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 

Mo oPhosphateà li ueà GMP .àL aug e tatio àdeàGMP àp o o ueàu eàa ti atio àdeàlaàP ot i eà

Ki aseàCà PKC à uià a,àd u eàpa t,àa ti e à laàpo peà“E‘CáàáTPaseàpe etta tàu eà a sorption du 

al iu à e sàleà ti ulu àsa oplas i ue.àD aut eàpa t,àlaàPKGà aàfa o ise àlaàd phospho latio àdeàlaà

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).  

E àl a se eàd u àe doth liu àfo tio el,à l ap li eàseà lieàdi e te e tà à l áp li e‘àp se tàsu à lesà

ellulesà us ulai esàlisses.àU eàfoisàl áp li e‘àa ti ,àilàa ti eàlaàPKCàp o o ua tàu eàp odu tio àdeà

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 vaso o st i teu ài duitsàpa àl ap li e. 

 

2) Effets sur la pression artérielle 

Ilà aà t à o t à ueà l i je tio à s st i ueà deà K F,à pE F,à d ap li eà à ouà deà ‘ Fà hezà leà atà

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).  

áuà i eauà e t al,àl effetàdeàl ap li eàestàdiff e tàsui a tàlaàlo alisatio àdeàl i je tio àetàleàfaità ueàle 

rat soit anesthésié ou vigil ouà u ilà soità o ote duàouàh pe te du.à E à effet,à il a été montré que 

l i je tio  d ap li e-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 

gale e tà t à o t à ueàl i je tio ài. . àd ap li e-13 chez le rat Wistar Kyoto (WKY) vigil augmentait 

la pression artérielle (Kagiyama et al., 2005).àPa àailleu s,àilàaà t à o t à ueàl i je tio ài. . àd ap li e-

13 dans le PVN de rat WKY et SHR anesthésiés augmentait la pression artérielle de façon dose-

d pe da teàa e àu à a a t eàh pe te seu àdeàl ap li e-13 exacerbé chez le SHR (Zhang et al., 2014). 

Deàplus,à ilàaà t à o t à ueà l i je tio àdeàpE Fàda sà laà edulla rostroventrolatérale de rats WKY 
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normotendus anesthésiés entraînait une légère augmentation de la pression artérielle et que ce 

a is eà i pli uaità u eà a ti atio à o s uti eà duà epteu à à l áVPàV aà (Griffiths et al., 2017). 

Cependant, ilà aà t à o t à ueà l i je tio à i. . à d ap li eà à da sà leà “FOà deà atsà “p ague-Dawley 

anesthésiés entraînait une diminution de la pression artérielle (Dai et al., 2013). De plus, il a été montré 

ueàsuiteà àu àst ess,àl i jection i.c.v d ap li e-13 chez le SHR vigil li itaitàl effetàp esseu àdûàauàst ess,à

i di ua tà do à ueà l ap li e- à pou aità joue à leà leà d a tih pe te seu à da sà eà od leà deà atà

puisque la même expérience réalisée chez le WKY ne montrait pas de limitatio ,à iàd aug e tatio àdeà

l effetàp esseu à(Gomolka et al., 2015).àE fi ,àilàaà t à o t à ueàl i je tio  i.c.v chez le rat anesthésié 

deàpE Fà e t aî aitàpasàdeà odifi atio àdeàlaàp essio àa t ielleà(Reaux et al., 2001).àD aut es études 

sont donc essai esàafi àdeàd te i e àp is e tàleà leà alàdeàl ap li eàsu àleà o t leàdeà

la pression artérielle. 

 

3) Effets sur la contractilité cardiaque 

Ilàaà t à o t àsu àdesà œu sàisol sàpe fus sàdeà atà ueàl ap li e-16 (peptide non endogène constitué 

des 16 résidus C-terminaux de la préproapéline) induisait une augmentation dose-dépendante de la 

te sio à a dia ueàa e àu eàpuissa eà o pa a leà à elleàdeàl ad o dulli eàouàdeàl e doth li e,à

de puissantes molécules endogènes inotropes positives (Szokodi et al., 2002). Cet effet a été confirmé 

e à i oàetài à i o.àE à i o,àsu àdesà a dio o tesàsai sàisol sàoùàl appli atio àd ap li e-16 induisait 

une augmentation significative du raccourcissement des sarcomères (Farkasfalvi et al., 2007). In vivo, 

e ài je ta tàdeàfaço àaigüeàpa à oieài. à hezàleà atà o ote duàouài suffisa tà a dia ueàdeàl ap li e-

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- ha geà touteà fo eà s opposa tà auà

e plissageà duà œu à età laà post- ha geà touteà fo eà s opposa tà à l je tio à duà sa gà pa à leà oeu à

(Ashley et al., 2005). 

Ilàestà ta lià ueàl effetài ot opeàpositifàestàatt i u à àl aug e tatio àdeàlaà o e t atio àe à al iu à

i t a ellulai e.àCetteàaug e tatio àpasseàg ale e tàsoitàpa àl activation des canaux calciques de 

t pesà L,à soità pa à l a ti atio àdeà l ha geu àNa+/H+ NHE à uià i hi eà l ha geu àNa+/Ca2+ (NCX) et 

a ti eà l ha geu àNa+/Ca2+ inverse (NCX*)  (Katz and Lorell, 2000; Bers, 2002; Szokodi et al., 2002; 

Dorn, 2010; Mathar et al., 2014).  

Da sàleà asàdeàl ap li e,àlesà a is esà espo sa lesàdeà etàeffetàso tàe o eà alà o usàetàsujetà à

d ats.àL effetài ot opeàpositifàdeàl ap li eàestài d pe da t de l a ti it  des canaux calciques de type 

L, de la lib atio à deà NO,à deà l a ti atio à duà epteu à áT ,à deà l a ti atio à desà epteu sà αà età β-
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ad e gi uesàai sià ueàdeàl a ti atio àdesà epteu sàdeàl e doth li eàdeàt peàáàetàBà(Szokodi et al., 

2002).à Ilàaà t à o t à ueà l i hi itio à s pa eàdeà laàPLC,à laàPKC,àduàNHEàetàduàNCXià li itaità l effetà

i ot opeàpositifàdeàl ap li e,àsugg a tà ueàl ap li e,àe àa ti a tàl áp li e‘,àe t aî aitàu eàa ti atio à

de la PLC induisant la production de DAG. Ce DAG activerait les NHE via la PKC entraînant une 

augmentation de Na+ intracellulaire qui pro o ue aitàl a ti atio àdesàNCXià ha gea tà eàNa+àpa àduà

Ca +.àL aug e tatio àdeà al iu ài t a ellulai eàaug e teàleàpHà tosoli ueàetàdeàfaitàe t aî eàu e 

h pe se si ilit à desà ofila e tsàd a ti eàauà al iu àetàà induire leur contraction (Szokodi et al., 

2002).àL i pli atio àdesà a au àNHEàetàNCXiàaà t à o fi eàlo sàd u eà tudeà o t a tà gale e tà

ueàl ap li eài duisait,àpa àu à a is eàPKCàd pe da t,àl a ti atio àdeàlaàpo peà“E‘Cáàpe etta tà

la réabsorption du Ca2+ cytosolique dans le réticulum sarcoplasmique pendant la diastole, ajoutant à 

l ap li eàu eàp op i t àlusit opeàpositi eà laà a so ptio àdeà al iu àe t aî eàu eà ela atio àduà œu à

en plus de son effet inotrope positif (Wang et al., 2008). 

áàl a lio atio àdeàlaà o t a tilit ài duite,às ajouteàu eàaug e tatio àdeàl a plitudeàdeàlaà po seàauà

taux intracellulaire de calcium (Dai et al., 2006; Wang et al., 2008). Ainsi, il a été suggéré que la 

p odu tio à d IP à i duiteà pa à l a ti atio à deà laà PLCà pou aità gale e tà p o o ue à laà li atio à deà

calcium dansàleà toplas eà iaàlaàliaiso àdeàl IP àsu àso à epteu àsa o i ueà IP ‘ à(Rastaldo et 

al., 2011).à Egale e t,à l áp li e‘à a ti à pou ait,à pa à u à a is eà PLCà i d pe da t,à p o o ue à

l a ti atio àduà epteu à àlaà a odi eà ‘ ‘ àsitu àsu àleàsa o eà uiàprovoquerait 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 

duà al iu àdu a tàlaàdiastole.àLesàfl hesà leuesài di ue tàlesàpossi lesàa tio sài duitesàpa àl ap li eàauà ou sàdeà
la contraction cardiaque. 
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Chapitre 4 : Le epteu  de l’apéline, cible thérapeutique potentielle 

 

 

I) Implication dans les désordres hydriques 

Co eàd itàplusàhaut,àl ap li eàposs deàu àeffetàa ua ti ueà iaàso àa tio à e t aleàe ài hi a tàlaà

s tio à d áVPà da sà laà i ulatio à sa gui eà età aussià iaà so à a tio à directe au niveau du rein en 

augmentant le flux sanguin rénal et en ayant un effet opposé à celui de l áVPàauà i eauàduà a alà

olle teu .à ái sià l áp li e‘à ep se teà u eà i leà th apeuti ueà potentielle dans le traitement de 

pathologies associées à une rétention hydrique et/ou une hyponatrémie. 

L h po at ieàestàd fi ie,à hezàl Ho e, 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 àu eà te tio àdeàl eauàe t a ellulai eà

u àdes apports alimentaires en sodium insuffisants.àL h po at ieàpeut être secondaire à la prise 

de certains t aite e tsà a tid p esseu s,àdiu ti ues,à… ,à àu eàinsuffisance cardiaque ou hépatique 

h o i ue.à L h po at ieà peutà gale e tà t eàdue au syndrome de s tio à i app op i à d áVP 

(SIADH), où celle- iàestàalo sàse o dai eà àu eàos o gulatio àa o aleàdeà l áVPà (Ellison and Berl, 

2007). Il est donc important en clinique, devant une hyponatrémie, de pouvoir déterminer la 

o e t atio àplas ati ueàd áVP.àToutefois,à elle-ci est difficile à mesurer en pratique, notamment 

du fait de la faible demi- ieàdeàl áVP. La copeptine estàdepuisàu eàdizai eàd a esàutilis eà o eà

a ueu à deà su stitutio à à l áVP.à E à effet,à laà opepti e correspond à la partie C-terminale du 

p u seu àdeà l áVPàetàestàs t eàdeàfaço à ui olai eà à l áVPàda sà laà i ulatio àsa gui eàmais 

présente une demi- ieà plusà lo gue.à Deà plus,à lesà tau à plas ati uesà d áVPà età deà opeptine 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 do tàl h po at ieà sulteàd u e autre cause (Fenske et al., 2009).  

Dans le cadre du SIADH, éta tàdo à ueàl áVPàetàl ap li eàso tà gul esàde façon opposée par les 

stimuli osmotiques, les taux plasmatiquesàd ap li eàpa all le e tà à eu àdeàl áVP/copeptine ont été 

mesurés chez les patients atteints deà “IáDH.à Lesà tau àd ap li eà età deà opepti eà hezà esà patie tsà

taie tài app op i sàpuis u ilsà taie tà espe ti e e tà àetà %àplusà le sà ueà hezàlesà olo taires 

sains (Blanchard et al., 2013). Ceci suggère que l aug e tatio à deà laà s tio à d ap li eà da sà laà

i ulatio àsa gui eà estàpasàsuffisa teàpou à o pe se àl aug e tatio àdesàtau àplas ati uesàd áVPà

eàpe etta tàpasàdeà o ige àl h po at ie.à 
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Co eàd elopp àplusàhaut,àe à po seà àl aug e tatio àdeàl os olalit àplas ati ueào ào se eàu eà

aug e tatio àdeàlaàs tio àd áVPàetàu eàdi i utio àdeàlaàs tio àd ap li eà eà uiàpe etàu eà

a so ptio à deà l eauà pa à leà ei .à áà elaà s ajouteà gale e tà laà se satio à deà soifà entraînée par 

l aug e tatio àdeàl os olalité plasmatique. Chezàl Ho e,àlaàs pto atologieàasso ia t une prise 

d eauàe essi eà pol dipsie àetàu eàdiu seà i po ta teà e tio àd u i eàh poto i ue à s appelleà 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 l áVPàau niveau 

central, reflétée par de faibles niveaux de copeptine plasmatique. Dans le DIC, les cas d h pe at ieà

sévère ne surviennent u e à asà deà est i tio à d a sà à l eau. Le DI néphrogénique (DIN) est 

se o dai eà à l i se si ilit à aleà à l áVPà dueà à desà utatio sà h ditai esà ouà o g italesà duà

récepteur V2 deàl áVPàouàdesàáQP .àLaàPPà o sisteàe àu eàp iseàe essi eàd eauàalo sà ueàl os olalit à

plas ati ueà estàpasàpe tu e.àLaàPPà estàpasàdueà àu eàd fi ie eàouàu eà sista eà àl áVPà aisà

estàplut tàleà sultatàd u eàp iseàd eauàe essi eàsu àu eàlo gueàdu e,àe àl a se eàdeàd so d eàdeàlaà

gulatio àdeà l os olalit àplas ati ueàetà uiàestà f ue teà hezà lesà aladesà souff a tàdeà t ou lesà

psychiatriques (Christ-Crain and Fenske, 2016). Dans ce contexte, il a été montré que le dosage 

plas ati ueàdeà opepti eà hezàl Ho eàpe ettaitàd ta li àa e àfia ilit àlaà auseàduà“PP (Timper et 

al., 2015).  

De même que dans l h po at ie, ilà aà t à o t à ueà l uili eàáp li e/áVPàplas ati ue 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 ; lesàtau àd ap li eàso tàaussiàplusà

élevés (1,6 fois). Cette moindre augmentation de la concentration d ap li eàpeutàs e pli ue àpa àleàfaità

que le système apéline/AVP cherche à rééquilibrer la balance entre les deux hormones. Cependant, 

dans le DINc,àl áVPà eàposs deàplusàso àa ti it àa tidiu ti ueàauà i eauàduà ei àdûàsoità àlaà utatio à

de son récepteur V ,àsoità àlaà utatio àdeàl áQP .àL ap li eàse aitàdo ,àda sà etteàpathologie,àlaàseuleà

ho o eà apa leàd e e e àu àeffetàauà i eauàduà ei àe àaug e ta tàlaàdiu se.à 

Dans le DIC complet (DICc), les niveaux de copeptine plasmatique sont diminués de 52% alors que ceux 

d ap li eà plas ati ueà so tà l g e e tà a aiss sà deà %à pa à appo tà au à tau à esu sà hezà lesà

volontaires sains. De plus, le ratio apéline/copeptine chez les patients atteints de DICc est supérieur à 

celui des volontaires sains. Ceci suggère queàlaàdi i utio àdeàlaà o e t atio àd ap li eàplas ati ueà

chez les patients atteints de DICc est insuffisante comparée à la très forte diminution du taux 

d áVP/ opepti e plasmatique.àái si,àleàd s uili eàdeàlaà ala eàeffetàa tidiu ti ueàdeàl áVP/effet 

diu ti ueàdeàl ap li eà estàpasà o ig , ce qui entraîne une polyurie. 
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Enfin dans la PP, la concentration plasmatique de copeptine et le ratio apéline/copeptine sont 

si ilai esà à eu à desà olo tai esà sai s.à Pou ta t,à laà o e t atio à plas ati ueà d ap line est 

l g e e t,à aisà sig ifi ati e e t,à di i u eà hezà lesà patie tsà attei tsà deà PP.à Ce ià sugg eà u u à

appo tà ap li e/ opepti eà o alà attesteà d u eà homéostasie hydrique uili eà alo sà u u eà

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 l uili eàh d i ue.àLesà sultatsà

o te usà hezàlesàpatie tsàattei tsàdeàPPàsugg e tà ueàl ap li eàpou aità t eàdi e te e tài pliquée 

dans le développement de cette pathologie do tàlaà auseàest,à àl heu eàa tuelle,à alà o ue. En effet, 

laàdi i utio àdeàlaàp odu tio àd ap li eà hezàlesàpatie tsàpou aità t eà espo sa leàdeàlaàt sàfo teà

p iseàdeà oisso àpuis u ilàaà t à o t à hezàleà atàd sh d at à ueàl i je tio àpa à oieài. . àd ap li eà

entraînait une inhibition significative de la prise de boisson (Reaux et al., 2001). Cepe da t,àl ap li eà

i ula teà aàpasàpou àseuleào igi eàlesà eu o esà ag o ellulai esà asop essi e gi ues.àElleàpeutà t eà

p oduiteàpa àl e doth liu à O Ca ollàetàal.,à ;àTate otoàetàal.,à ;àKlei zàa dàDa e po t,à ;à

Kleinz et al., 2005),àleà œu à(Medhurst et al., 2003) ou les adipocytes (Boucher et al., 2005). Dans ces 

o ditio s,à d aut esà tudesà so tà essai esà pou à confirme à l i pli atio à deà l ap li eà da sà laà

physiopathologie de la PP. 

E à o lusio ,à l áp li e‘à constitue une cible thérapeutique potentielle dans le traitement de 

pathologies da sà les uellesà l uili eà h d i ueà està pe tu .à E à pa ti ulie ,à le développement 

d ago istesàdeà l áp li e‘àouàd a aloguesà deà l ap li eàmétaboliquement stables pourrait se révéler 

particulièrement utile dans le traitement deàl h po at ie. 

 

II) Implications dans les pathologies cardiovasculaires 

L ap li eà età so à epteu à pou aie tà t eà i pliqués dans le développement et le maintien de 

pathologies cardiovasculaires. 

E à effet,à ilà aà t à o t à ueà lesà tau à plas ati uesà d ap li eà taie tà plusà le sà hezà lesà patie tsà

p se ta tàu àd utàd i suffisa eà a dia ueàpa à appo tàau à olo tai esàsai s (Chen et al., 2003) mais 

uiàdi i ue tàa e àl aggravation de la pathologie (Chen et al., 2003; Földes et al., 2003; Chong et al., 

2006),àsugg a tà ueàl ap li eàau aitàu à leàauà o e tàduà e odelageàe ài duisa tàl h pe t ophieà

desà a dio o tes.àIlàaà gale e tà t à o t à hezàleà atà ueàl e p essio àdeàl ap li eàetàdeàl áp li e‘à

augmentait ou se maintenait lors deà laà phaseà d h pe t ophieà duà e t i uleà gau heà d utà

d i suffisa eà a dia ue à aisà hutaitàlo sàdeàl i stallatio àdeàlaàpathologieà(Iwanaga et al., 2006).  
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Il a également t à o t à ueàl i je tio àaigüeàd ap li e-16 par voie i.v chez le rat insuffisant cardiaque 

suiteà àu ài fa tusàduà o a deà,àaug e taitàleà olu eàsa gui à je t àpa àleà œu àtoutàe à duisa tà

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 

d i suffisa eà a dia ueà i duiteà pa à l isop ot olà ueà l i je tio à d ap li e-36 restaurait 

partiellement la fonction ventriculaire gauche (Jia et al., 2006).àDeà e,àilàaà t à o t à ueàl ap li eà

augmentait la contractilité du muscle cardiaque du ventricule droit développant une insuffisance 

cardiaque consécutive à une hypertension pulmonaire (Dai et al., 2006).àIlàaà t à o t à ueàl ap li eà

aàu àeffetàdi e tà su à laàp opagatio àduàpote tielàd a tio àetàdeà laà o t a tilit àdesà a dio o tesà

(Farkasfalvi et al., 2007). Cette i du tio à deà laà o t a tio à desà a dio o tesà s effe tueà pa à

l a ti atio àdeàlaà oieàPi3K-Akt-ERK1/2-p70S6K (Xie et al., 2015).àCesà tudesàappuie tàl h poth seàd u à

leàdeàl ap li eàda sàleà e odelageà a dia ue. 

Egalement, il a été montré que l i a ti atio àg i ueàdeàlaàp p oap li eà hezàlaàsou isàe t aî aitàleà

d eloppe e tàd u eài suffisa eà a dia ueà àpa ti àduà ème mois (Kuba et al., 2007). Enfin, chez les 

patients atteints d i suffisa eà a dia ue,àilàaà t à o t à ueàl i je tio àaigüeàpa à oieài. àd ap li e-

36 ou de pE13F réduisait la pression artérielle ainsi que les résistances vasculaires (Japp et al., 2008). 

E fi ,à da sà l i suffisa eà a dia ue,à laà di i utio à duà d ità a dia ueà asso i e 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 sécrétio à d áVPà da sà laà i ulatio à sa gui e.à Cetteà

li atio àd áVPàe t aî eàu eà a so ptio àd eauàpa àleà ei à(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 patie tsàattei tsàd u eài suffisa eà a dia ueàs eàetàp se ta tàu eàh po at ieào tà

sou e tàdesàtau àplas ati uesàd áVPà le sà(Goldsmith et al., 1986) etàl h po at ieàestàasso i eà

avec une réduction de la survie et une augmentation du risque de complications (Chin and Goldman, 

1996).àIlàaà t à o t à hezàlesàpatie tsàattei tsàd i suffisa eà a dia ueà h o i ueà ueàlesà i eau àdeà

opepti eàetàd ap li eàplas ati ues étaient 190% et 25%, respectivement, plus élevés que ceux des 

volontaires sains (Blanchard et al., 2013). 

Ainsi, du fait de l effetà a ua ti ue,à deà laà asodilatatio ,à deà l effetà i ot opeà positifà su s ue tsà à

l a ti atio à deà l áp li e‘,à eà epteu à o stitueà u eà i leà th apeuti ueà pote tielleà da sà leà

t aite e tàdeàl i suffisa e a dia ueàetàe ou ageàleàd eloppe e tàd ago istesàdeàl áp li e‘àouà

desàa aloguesàdeàl ap li eà ta oli ue e tàsta le à visée thérapeutique dans ce contexte.  
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Chapitre 5 : Ca a t ise  l’i te a tio  ap li e/ epteu  pou  d eloppe  u e 

molécule d’i t t 

 

 

Afin de développer des outils thérapeutiques utiles dans le traitement des désordres hydriques ou de 

l i suffisa eà a dia ue,à lesà tudesà seà so tàappu esà su à lesà tudesà st u tu e-fonction menées sur 

l ap li eàetàso à epteu .àCesà tudesào tàpermis de déterminer que les résidus basiques de pE13F ou 

deàK Fà taie tài po ta tsàpou àlaàliaiso àduàpeptideà àl áp li e‘à(Fan et al., 2003; Medhurst et al., 

2003; El Messari et al., 2004) ainsi que le rôle de la Phe C-te i aleàdeàl ap li e,à uiàseàfi eàda sàu eà

poche aromatique située au fond du site de liaison (Iturrioz et al., 2010b). Cette Phe est responsable 

deàl i te alisatio àduà epteu àetàduà e ute e tàdeàlaàβ-arrestine médiant les effets hypotenseurs 

deàl ap li eà(El Messari et al., 2004; Lee et al., 2005; Iturrioz et al., 2010b; Ceraudo et al., 2014). Les 

effets in vivo deàl ap li eàd taill sàda sàlesàpa tiesàp de tesàso tàt a sitoi esà eà uiàsugg eà ueàlesà

différentes formes mol ulai esàd ap li eàposs de tàu eàde i-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) ta disà ueàl ap li e-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 

puissa tsà età s le tifsà deà l áp li e‘.à “oit,à leà d eloppe e tà deà ol ulesà s th ti uesà o -

peptidiques, soit le dé eloppe e tàd a aloguesàdeàl ap li eà ta oli ue e tàsta les.à 

 

I) Molécules non-peptidiques ou pseudopeptidiques 

La toute première étude ayant cherché à développer un agoniste non-peptidi ueà deà l áp li e‘à

humain, a consisté à cribler une chimiothèque de 800 o pos sàpo teu sàd u àg oupe e tàfluo es e tà

lissa i e à pa à u eà te h ologieà o igi aleà deà t a sfe tà d e gieà deà fluo es e eà F‘ET à e t eà leà

g oupe e tàfluo es e tàetàl eGFPàfusio eà àl e t it àN-te i aleàdeàl áp li e‘àhu ai àe p i à

de façon stable en cellules HEK- .àCeà i lageàaàpe isàd isole àplusieu sà o pos sàa a tàu eàaffi it à

pou àl áp li eR allant de 90 nM à 1000 nM dont le composé E339-3D6 présentant une affinité pour 

l áp li e‘àdeà à M,à iaà etteàte h i ueàdeàF‘ET,àetà à M,à iaàlaàtechnique 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 àu eàlissa i e.àL tudeàdeàses 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 

K Fà ài dui eàl i te alisatio àdeàl áp li e‘à aisài hi aitàpa tielle e tàlaàp odu tio àd áMP ài duiteà

pa à laàF“K.àái si,à l E -3D6 se comporte comme un agoniste entier vis-à- isàdeàl i te alisatio àdeà

l áp li e‘àetà o eàu àago isteàpa tielà is-à- isàduà ouplageà à laàp ot i eàGαi.àLes études ex vivo, 

effectuées sur des anneaux aortiques de rat précontractés par la noradrénaline, ont montré que 

l E -3D6 induisait de façon dose-dépendante et endothélium-dépendant, la vasorelaxation des 

anneaux aortiques et ce, de façon aussi efficace ueàl a t l holi eàetàsi ilai eà àK F.àLesà tudesàin 

vivo o tà o t à ueàl i je tio àpa à oieài. . àd E -3D6 chez la souris vigile et déshydratée induisait 

une diminution dose-d pe da teàdeàlaàli atio àd áVPàda sàleàsa g,àsugg a tà ueàl E -3D6 exerce 

lesà eàeffetsà ueàl ap li eàauà i eauàdesà eu o esà ag o ellulai esà asop essi e gi uesà(Iturrioz 

et al., 2010a).  

Par la suite, des études de relation structure-a ti it à e esàsu àl E -3D6 ont permis de développer 

diff e tsà o pos sàa a tàu eàaffi it àsu i o olai eàpou àl áp li e‘.àEllesào tà gale e tàpe isà

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- ⁴-i idazoleà taità i po ta tàpou à i dui eà l i te alisatio àdeà

l áp li e‘à ai sià ueà laà liaiso à iaà leà g oupe e tà th la i e.à Lesà deu à aut esà g oupe e ts 

méthylamines et le groupement imine ont été également montrés comme étant importants pour 

l affi it à età leà pou oi à i te alisa tà duà o pos .à N a oi s,à l esse tielà deà l a ti it à deà liaiso à età

d i du tio àdeàl i te alisatio à taient 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 

epteu àdeà l ap li eàg eà àu àtestàde e ute e tàdeà laàβ-a esti eà à l áp li e‘.àLeà i lageàdeà

à o pos s,à aà pe isà d isole à leà ML à p se ta tà u eà EC50 de 3,7 µM pour induire le 

e ute e tàdeàβ-a esti eàpa àl áp li e‘àa e àu eàs le ti it àpou àl áp li e‘à is-à-vis du récepteur 

AT1 d u àfa teu à .àDuàfaitàdeà etteà o eàs le ti it ,à eà o pos àaàse iàdeàpha a opho eàpou à

des études structure-a ti it à isa tà àaug e te àl effi a it àduà o pos à ài dui eàleà e ute e tàdeà

laàβ-a esti eà aisàau u eàa lio atio à aàpuà t eào te ueà (Khan et al., 2010). Au cours de cette 

même étude, une molécule auà a a t eàa tago isteàdeàl áp li e‘àaà t àd ou e te,àleàML ,àetàqui 

possède une affinité de 2 µM et une sélectivité vis-à- isàduà epteu àáT àd u àfa teu à à(Maloney et 

al., 2010, 2012). Le ML221 a été utilisé in vivo et présente une activité inhibitrice sur le pouvoir 

angiogénique de l ap li eà(Hall et al., 2017).àIlàpou aità t eài t essa tàd o se e àlesàeffetsà in vivo 

d u àaut eàa tago isteàdeàl áp li e‘,àp se ta tàu e 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 

deàpE Fà àl áp li e‘,à lis sà(Macaluso et al., 2011). 

Pa àlaàsuite,àu eàaut eà tudeàaà he h à àd ou i àu eàpetiteà ol uleàago isteàdeàl áp li e‘àpa àu eà

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 

p e a tà ueàlesà ol ulesàp se ta tàdesà a a t isti uesàph si o hi i uesàp o hesàdeàl ap li eàpuisà

100 composés ont été testés. Une molécule, le composé 1, a présenté une affinité de 5,2 µM pour 

l áp li e‘àet une capacité à mobiliser le calcium intracellulaire de 21,5 µM. Cette molécule a ensuite 

servi de pharmacophore pour des études structure-a ti it à isa tà àaug e te àl effi a it àduà o pos .à

Ainsi, il a été obtenu une molécule, le composé 22, présentant u eàaffi it àdeà , àµMàpou àl áp li e‘à

et une EC50 de 0,8 µM pour induire la mobilisation de calcium (Narayanan et al., 2016). Du fait de sa 

fai leà apa it à àseàlie àetà àa ti e àl áp li e‘àpa à appo tàau àf ag e ts e dog eàd ap li e,àau u eà

étude ex vivo et in vivo o tà t à e es.  

Enfin, une aut eà tudeàaàd elopp àu eàpetiteà ol uleàago isteàdeàl áp li e‘à iais eà is-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 pou à l áp li e‘à età u eà capacité nanomolaire d a ti atio à deà laà

protéine Gαi semblable à celle de pE13F. Par contre, elle est 100 fois moins efficace à induire le 

e ute e tàdeàlaàβ-a esti eàetàl i te alisatio àduà epteu .àCe iàseàt aduitàin vivo, lors deàl i je tio à

de cette molécule par voie i.v chez le rat Sprague-Dawley anesthésié, par un effet inotrope positif avec 

u eà aug e tatio à deà l je tio à età duà d ità a dia ueà età u eà a se eà deà a iatio à deà laà p essio à

a t ielleà jus u à à ol.à Ce ià te dà  o fi e à ueà l effetà h pote seu à deà l ap li eà suità u à

a is eàβ-arrestine-dépendant. De plus, sa demi-vie dans le plasma de rat est de 38 minutes et sa 

petiteàtailleàpou aitàluiàpe ett eàd t eàad i ist e par voie orale (Read et al., 2016). Néanmoins, 

d aut esà tudesàdoi e tà t eàe t ep isesàpou à o fi e àleàpote tielàth apeuti ueàdeà etteà ol uleà

dans des modèles animaux d i suffisa eà a dia ueà età pou à alue à so à odeà d ad i ist atio  

(Tableau IV). 
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Tableau IV : ligands pseudopeptidiques et non-peptidiques de l'ApélineR. 
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II) Analogues de l’ap li e métaboliquement stables 

1) A alogues de l’ap li e-12 

Ilàaà t à o t à ueàl ap li e-12, uià e iste 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-Phe ,à taitàleàf ag e tàd ap li eàleà

plus court capable de réduire de façon importante la pression artérielle (Tatemoto et al., 2001). Sur 

etteà ase,àilàaà t àd elopp à àa aloguesà li uesàdeàl ap li e- àe àlia tàsoit,àl á g1 et la Phe12, soit 

l á g1 et la Lys7, soit la Lys7 et la Phe12.àL a alogueà li ueàL s7-Phe12 a été montré comme étant le 

eilleu à peptideà apa leà d i hi e à laà p odu tio à d áMP à i duiteà pa à laà F“K.à N a oi s,à tousà esà

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 aà t à o duiteàpou à alue àl effi a it àdeà esà

composés. 

 T oisà aut esà tudesà o tà he h à à d eloppe à desà a aloguesà deà l ap li eà e à utilisa tà l ap li e-12 

comme patron. La première a développé un composés en ajoutant un groupement nitro (NO2 à àl á g1 

de R12F et en substituant la Met10 deà‘ Fàpa àu eà o leu i eà Nle àetàe àa ida tàl h d o leàdeàlaà

Phe (Sidorova et al., 2012). La seconde a développ àu à o pos à e à th la tà l a i eà αà l á gàN-

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 

l á g1, une Nle à la place de la Met10 etàu eàa idatio àsu àl h d o leàdeàlaàPheàC-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 e dà diffi ileà l aluatio à duà

potentiel thérapeutique de ces analogues. 

 

2) A alogues de l’ap li e-36 

L ap li e-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 

diff e tesà su à l a i eà li eàdeà laà LeuàN-te i aleà deà l ap li e- .à L tudeàdesàdiff e tsà peptidesà

o te usàaà o t à ueàl ajoutàd u eà haî eàdeàPEGàdeà àkDaàsu àlaàLeu1 deàl ap li e-36 permettait 

d o te i à u à a alogueà apa leà deà lie à l áp li e‘à età d i dui eà l i hi itio à deà laà p odu tio à d áMP à

i duiteà pa à laà F“Kàdeà l o d eàduà a o olai e,à o pa a leà à elleà deà l ap li e-36. De plus, la PEG-

apéline- àp se taitàu eàaug e tatio àdeàl effetài ot opeàpositifàet une demi-vie 2,7 fois supérieure 

à elleàdeàl ap li e-36 (Jia et al., 2012) (Tableau V). Bien que ce peptide soit plus efficace et plus stable 
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in vivo ueà l ap li e-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 obse e à lesàeffetsàdeà l ap li e-36 sur le 

ta olis e.à E à effet,à ilà aà t à o t à ueà l ap li e-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 

s ieà deà a ia tsà deà l ap li e- à ut sà su à desà sidusà o se sà auà ou sà deà l olutio .à Ilà aà t à

o t à ueàl ap li e-36(L28A) p se taitàu eà apa it à àfoisàplusàfai leà ueàl ap li e-36 pour activer 

l áp li e‘àetà taitài apa leàd i dui eàu eàh pote sio à hezàleà“H‘.àN a oi s,àilà o se aitàleà eà

p ofilà ueàl ap li e- àsu àleà ta olis e,àsugg a tà ueà etàeffetàdeàl ap line- à estàpasà di àpa à

l áp li e‘.àPa àlaàsuite,àilàaà t àajout àu eà haî eàdeàPEGàdeà àkDaàsoità àl e t it àN-terminale, soit 

àl e t it àC-te i aleàdeàl ap li e- ,àsoitàsu àleà siduà àdeàl ap li e-36 substitué en Cys. Il a été 

o t à ueà l ajoutà deà PEGà au à e t it sà deà l ap li e- à e t aî aità u eà a se eà d effetà su à leà

métabolisme alors que le peptide apéline-36-[L28C(30 kDa-PEG)], qui présentait une activité sur 

l áp li e‘à àfoisàplusàfai leà ueàl ap li e-36, était incapable de réduire la pression artérielle chez 

leà“H‘à aisà taità apa leàdeà dui eàlaàgl ieàdeàfaço àplusài po ta teàetàplusàdu a leà ueàl ap li e-

36 (Galon-Tilleman et al., 2017) (Tableau V).  

 

3) A alogues de l’ap li e-13 et de pE13F 

La majorité desà tudesà isa tà àd eloppe àu àa alogueà ta oli ue e tàsta leàdeàl ap li eàseàso tà

fo alis esàsu àl ap li e-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-Phe àpuis u ilsàso tàlesàf ag e tsàe dog eàd ap li eàa tifsà

les plus courts. 

La première étude a développé un analogue de pE13F en substituant la Phe C-terminale par un isomère 

deàl álaàdeàlaàs ieàDà peptideàappel àF á .àIlàaà t à o t à ueà eàpeptideà eàp se taitàpasàd effetà

hypote seu ,à iàd aug e tatio àdeàsaàde i- ieàpa à appo tà à elleàdeàpE F.àL ad i ist atio àdeàF áà

seulàouàsi ulta e tàa e àpE Fà e t aî eàau u eà a iatio àdeàlaàp essio àa t ielleà eà uiàsugg eà

ueàF áàestà apa leàdeàlie àl áp li e‘à aisà estàpasà apa leàd i dui eàu àeffetàh pote seu àalo sà

u ilà a tago iseà l effetà p esseu à i duità pa à pE Fà (Lee et al., 2005). De fait, ce peptide est 

o u e tàutilis à o eàu àa tago isteàdeàl áp li eR. Pourtant, il a été montré que F13A était 

apa leà deà lie à leà epteu ,à d i dui eà l i hi itio à deà laà p odu tio à d áMP à i duiteà pa à laà F“Kà età

d i dui eà laà o ilisatio à deà Ca2+ intracellulaire (Medhurst et al., 2003). Cependant, sa capacité à 

i dui eàleà e ute e tàdeàlaàβ-a esti eàetàl i te alisatio àdeàl áp li e‘à o tàpasà t à tudi es.àIlà està

do àpasàpossi leàdeà o lu eàsiàF áàestàu àa tago isteàdeàl ápélineR ou un agoniste biaisé vis-à-vis 
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deàlaàp ot i eàGà o eàpeutàl t eàK Pà(El Messari et al., 2004; Ceraudo et al., 2014) (Tableau V). En 

e a he,à ilà o fo teà l h poth seà ueà l effetàh pote seu àdeà l ap li eàestà di àpa àu à a is eà

indépendant de la protéine G. 

“uiteà au à tudesà o t a tà ueà l ECá à p se taità u eà a ti it à p ot ol ti ueà su à l ap li eà e à

hydrolysant la Phe C-terminale de pE13F (Vickers et al., 2002), le d eloppe e tàd a aloguesàa a tà

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 deàlaàliaiso à àl áp li e‘àa e àu ài pa tàplusàd l t eàpou àlesà sidusà

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 Nleà affe taitàpasà laà

liaiso àduàpeptideà àl áp li e‘,à e t aî aitàau u eàaug e tatio àdeàlaàde i-vie du composé mais le 

p ot geaitàdeà l o datio àpa à lesàp oduitsà i la tà laàMetàdeàpE F.àáfi à deàp ot ge à l a alogueàdeà

l h d ol seàpa àl ECá ,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-del à d u eà heu eà età ueà lesà a aloguesà sulta tsà p se taie tà u à p ofil 

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 aà t à

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-αMe .àE à o pa aiso à

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-αMe à (Murza et al., 2014). De plus, les composés Bpa et L-αMeà

p se te tàu eàaffi it àpou àl áp li e‘àsi ilai eà à elleàdeàpE Fà aisàso tà àfoisàplusàeffi a esàpou à

i dui eà l i hi itio à deà laà p odu tio à d áMPc induite par la FSK. De son côté, le composé Tyr(OBn) 

p se teàu eàaffi it àpou àl áp li e‘à àfoisàsup ieu eà à elleàdeàpE Fàetàestà àfoisàplusàeffi a eàda sà

l i du tio àdesà oiesàdeàsig alisatio ,à ota e tàsu àleà e ute e tàdeàlaàβ-arrestine. Il a été montré 
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in vivo ueàl i je tio àpa à oieài. àdeà etàa alogueà hezàleà atà“p ague-Dawley normotendu entraînait 

une hypotension supérieure à celle induite par pE13F (Murza et al., 2015) (Tableau V). Enfin, dans une 

tudeà e te,à l a alogueàT OB àaà t à utilis à o eàpatron pour développer des analogues de 

l ap li eà o p e a tàu à a o leà(Murza et al., 2017).àL tudeàpa tàdeàl h poth seà ue,àpou àseàlie ,à

un analogue doit avoir une conformation particulière. Ce iài pli ue,àsiàl a alogueàestàt sàfle i le,àdeà

fo tsà oûtsà d e gieà e t opi ueà età do à u eà du tio à deà so à affi it à pou à leà epteu .à ái si,à

l utilisatio àdeà a o lesàpe ett aitàdeà o t ai d eàl a alogueàda sàu eà o fo atio àp iseàetà

donc de rédui eàlesà oûtsàd e t opie.àPou à eàfai e,àilàaà t ài s àe t eàl His7 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 d o te i à lesà eilleu sà o pos s.àCe iàaà

o duitàauàd eloppe e tàd u àago isteàe tie àdeàl áp li e‘àp se ta tàu àp ofilàpha a ologi ueà

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-Da le à a esth si à età ilà està pasà apa leà d i dui eà deà aisseà deà laà p essio à a t ielleà

(Murza et al., 2017) (Tableau V).àCetteà tudeà o fo teàe o eàl h poth seà ueàl effetàh pote seu àdeà

l ap li eàestà di àpa àu à a is eàβ-arrestine dépendant. Bien que cette étude ait développé des 

composés prometteurs, aucune donnée de demi- ie,à iàd effetsàin vivo estàd taill e. 

U eàaut eà tudeàaà o i àlaàsu stitutio àdeà sidusàdeàpE Fàa e àl additio àd u eà haî eàpal to leà

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,àilàaà t à o t à ueàl ajoutàd u à haî eàpal to l eàsu à eàpeptideà odifi àaug e taitàlaàsta ilit à

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 està e ueà

confirmer le potentiel thérapeutique de ce composé. 

U eàaut eà tudeàaà he h à àd eloppe àu àa alogueà lis àdeàl ap li e-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).àCeà o pos àp se teàu eàaffi it àpou àl áp li e‘à

e p i àe àCHOàdeà à Màetàpou àl áp li e‘àe dog eàe p imé dans le tissu cardiaque de 170 nM. 

Ilàp se teàu eà apa it à ài dui eàleà e ute e tàdeàlaàβ-arrestine 790 fois moins bonne que pE13F et 

ilàestà à foisà oi sàeffi a eà à i dui eà l i te alisatio àdeà l áp li e‘,àe à o pa aiso à àpE F.àPa à

contre, il présente une activité similaire à pE13F pour induire la contraction de la veine saphène de rat, 

sugg a tà u ilàa ti eàlaàp ot i eàGà o eàpE F.àái sià etàa alogueàdeàl ap li e-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-d pe da teàdeàlaàf a tio àd je tio ,àu eàdi i utio àdesà sista esà

vasculairesà aisà a aità pasà d effetà su à laà p essio à a t ielle.à Chezà l ho e,à ilà aà t à o t à ueà

l i je tio àdeàMM àe t aî aitàu eà asodilatatio àdeàlaà ei eàdeàl a a t-bras et une augmentation du 

débit cardiaque (Brame et al., 2015) (Tableau V). Ainsi, le MM07 semble bien être un agoniste biaisé 

vis-à- isàdeàlaàp ot i eàG.àN a oi s,àilàposs deàu eàaffi it àpou àl áp li e‘àduà eào d eà ueàsaà

capacité à i dui eà l i te alisatio àduà epteu .àDeàplus,à lesàauteu sà e pli ue tàpasà laàdiff e eà

e t eà laà apa it à duà MM à à i dui eà leà e ute e tà deà laà β-a esti eà à l áp li e‘à età à i dui eà

l i te alisatio àdeà eàde ie .àE àeffet,à leàMM àestà , àfoisàplusàeffi a eà ài dui eàl i te alisatio à

alo sà ueà eà a is eàestàd pe da tàduà e ute e tàdeàlaàβ-arrestine. Egalement, les auteurs ne 

a a t ise tàpasàdi e te e tàlaà apa it àduàMM à ài dui eàl a ti atio àdeàlaàp ot i eàG.àO à eàpeutà

donc pas savoir si ce composé est réellement un agoniste biaisé vis-à-vis de cette protéine. Si tel était 

leà as,àilà o fo te aitàlesàh poth sesàsugg a tà ueàl effetài ot opeàpositifàdeàl ap li eàestà di àpa à

l a ti atio à deà laà p ot i eà Gà età que son effet hypotenseur est médi à pa à leà e ute e tà deà laà β-

arrestine. 

Enfin, une étude a cherché à augmenter la demi- ieàdeàpE Fàe àl e apsula tàda sàu eà a opa ti uleà

constituée de PEG et de liposomes. Il a été montré in vitro que pE13F était libéré au bout de 60 minutes 

avec un pi àattei tàauà outàdeà àh.àPa àlaàsuite,àilàaà t à o t à ueàl i je tio à h o i ue,àpa à oieài.p,à

des nanoparticules chez la souris infarcie développant une insuffisance cardiaque, réduisait la zone 

d i fa ieàetàp se taitàu àeffetà a diop ote teu à (Serpooshan et al., 2015) (Tableau V). Ce type de 

méthodologie pourrait être utile pour augmenter l effi a it àdeà elles-ci en permettant une libération 

plus longue. 
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Tableau V : Analogues de l'apéline métaboliquement stables. 
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III) Objectifs de thèse 

L ap li eà iaàso à epteu àpa ti ipeà àlaà gulatio àdesàfo tio sà a dio as ulai esàetàauà ai tie àdeà

l uili eàh d i ueàdeàl o ga is e.àái siàl áp li e‘à o stitueàu eà i leàth apeuti ueàpote tielleàda sà

leàt aite e tàdeàpathologiesà a dio as ulai esà o eàl i suffisa eà a dia ueàouàda sàleàt aite e tà

de l h po at ie o eà leà “IáDH.à L ad i ist atio à d u à ago isteà deà l ápeli ‘à se aità

particulièrement favorable pour le traitement de ces pathologies.àE àeffet,àda sàleà asàdeàl i suffisa eà

cardiaque, cet agoniste pourrait augmenter la diurèse et les performances contractiles du myocarde 

tout en diminuant les résistances vasculaires. Dans le cas deàl h po at ie, cet agoniste pourrait, en 

favorisant la diurèse aqueuse, augmenter les concentrations de sodium extracellulaire en excrétant 

l eauà li eà età e à agissa tà su à lesà eu o esà ag o ellulai esà asop essinergiques en diminuant la 

li atio àd áVPàda sàlaà i ulatio àsa gui e et rééquilibrer le rapport apéline/AVP impliqué dans le 

ai tie àdeàl uili eàh d i ue. 

áfi àdeàd eloppe àdeàtellesà ol ulesàilàfautàd u eàpa t,àpou àles agonistes ,à o aît eàl organisation 

st u tu aleà età fo tio elleà deà l áp li e‘à età deà so à liga dà pe etta tà deà o p e d eà o e tà

l ap li eàseàlieà àso à epteu .àD aut eàpa t,àpou àlesàa aloguesàdeàl ap li eà ta oli ue e tàsta les,à

il faut chercher à augmenter la demi- ieàdeàl apéline en modifiant le peptide mais sans modifier ses 

propriétés pharmacologiques pa à appo tà àl ap li eà ati e. 

L o je tifàdeà aàth seàaà o sist à  : 

• Ide tifie àlesà sidusàdeàl áp li e‘à espo sa lesàdes 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-a ti it à deà l ap li eà età pa à u eà app o heà o igi aleà d additio à deà haî eà

fluo o a o eà àl e t it àN-terminale de K17F. 

Les résultats obtenus par les études structure-fo tio ,àpe ett o tàd i itie àu à i lageà in silico de 

hi ioth uesà i tuellesà su à l áp li e‘à afi à deà d eloppe à u à pha a opho eà d agoniste ou 

d a tago isteà deà eà epteu .à Lesà tudesà st u tu e-activité, conduiront au développement 

d a aloguesà deà l ap li eà ta oli ue e tà sta lesà qui pourraient constituer des agents 

th apeuti uesàpote tielsàpou àleàt aite e tàdeàl i suffisa eà a dia ueàetàdeàl h po at ie. 
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IV) Article 1 : Etude du ode de liaiso  de pE F à l’Ap li eR 

1) Introduction 

Afin de définir le mode de liaison de pE13F à son récepteur, nous avons construit plusieurs modèles 

Dàdeàl áp li e‘àpa àho ologieàa e àd aut esàrécepteurs de la famille de la rhodopsine cristallisés ou 

non. 

Da sàu àp e ie àte ps,àu à od leàt idi e sio elà D àdeàl áp li e‘àfo d àsu àleà od leà Dà alid à

du récepteur de la cholécystokinine-8 de type 1 (CCK1R), appartenant à la sous-famille des récepteurs 

« rhodopsine-likeà»àetàsitu àda sàlaà a heàβ,àaà t à alis .àCeàp e ie à od leà Dàdeàl áp li e‘àfutà

en partie validé par des études de structure-fonction par mutagénèse dirigée et a permis de définir les 

l e tsàst u tu au ài pli u sàda sàl i te alisatio àdeàl áp li e‘à(Iturrioz et al., 2010b) 

La résolution de plusieurs structures cristallographiques de RCPGS ont permis de construire ensuite 

deu à ou eau à od lesà Dàdeàl áp li e‘àsu àlaà aseàdesàst u tu esà istallog aphi uesàduà epteur 

β -ad e gi ueàetàduà epteu àdesà hi ioki esàα,àCXC‘ .àLeàp e ie àpat o àutilis àaà t àlaàst u tu eà

istallog aphi ueàduà epteu àβ -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.àLeàse o dàpat o às le tionné 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 

a heà à o eàleà epteu àdeàl ap li e. 

L i t odu tio à deà pE Fà da sà lesà t oisà od lesà Dà deà l áp li e‘à aà pe isà deà isualise à plusieu sà

i te a tio s,àdiff e tesàsui a tàlesà od les,àe t eàlesà sidusà asi uesàdeàl ap li eà á g2, Arg4 et Lys8) 

i dispe sa lesà àlaàliaiso àdeàl ap li eà(Fan et al., 2003; Medhurst et al., 2003) et des résidus acides 

des boucles extracellulaires du récepteur (Figure 35). 

Da sàleà od leà Dàdeàl áp li e‘àfo d àsu àleà od leà DàduàCCK ‘,àl á g2 de pE13F interagit avec les 

résidus Asp-182 et Asp- àdeàl áp li e‘à;àl á g4 lieàl ásp-182 du récepteur et la Lys8 interagit avec les 

résidus Asp-92 et Asp-282. 

Da sà leà od leà Dà deà l áp li e‘à fo d à su à laà st u tu eà istallog aphi ueà duà epteu à β -

ad e gi ue,àl á g2 etàl á g4 de pE13F interagissent avec le même résidu, le Glu- àdeàl áp li e‘. 
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E fi ,àda sàleà od leà Dàdeàl áp li e‘àfo d àsu àlaàst u tu eà istallog aphi ueàduà epteu àCXC‘ ,à

l á g2 de pE13F interagit avec le Glu- àdeàl áp li e‘,àl á g4 i te agitàa e àl ásp-282 et la Lys8 interagit 

a e àl ásp-92. 

Afin de vérifier ces interactions, des mutations ponctuelles de tous les résidus identifiés ont été 

effe tu esàda sàleà epteu àdeàl ap li eàpa à utag seàdi ig e.àCesà sidusào tà t àsu stitu sàpa à

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 

l áp li e‘à ueà eàsoitàsu àsaà apa it à àlie àpE Fà adio a u àai sià ueàsu àlaà apa it àdeàpE Fà à

i dui eà l i hi itio à deà laà p odu tio à d áMP à i duiteà pa à laà F“Kà ouà à i dui eà l i te alisatio à desà

ApélineR mutés. 

 

Figure 35 : Modèles tridimensionnelsà deà l áp li e‘à deà atà o st uitsà pa à ho ologieà deà s ue eà

protéiques et fondés sur la structure cristallographique ou sur le modèle tridimensionnel validé de 

différents RCPGs. 
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2) Discussion 

“uiteà àl i t odu tio àdeàpE Fàda sà ha u àdesàt oisà od lesà Dàdeàl áp li e‘,àdesài te a tio sàe t eà

leà peptideà età leà epteu à o tà t à o se es.à ái si,à ha ueà siduà deà l ápeli ‘à pote tielle e tà

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 o tà t à ta liesà afi à deà a a t ise à pha a ologi ue e tà l i pa tà desà

mutations sur la apa it àdeàpE Fà àseàlie à à esà epteu sàouà ài dui eàl i hi itio àdeàlaàp odu tio à

d áMP ài duiteàpa àlaàF“Kàai sià ueàl i te alisatio àdesàáp li e‘à ut s. 

L a al seà pa à i os opieà o fo aleà à fluo es e eà deà l e p essio à desà ápeli ‘à ut sà aà o t  

u au u eà utatio à i pa taitàl e p essio à iàl ad essageà àlaà e a eàplas i ueàduà epteu .à

Nous avons montré que les ApelinR mutés D92A, E172A, D282A et D282N ne présentaient pas de 

liaiso àdeàpE Fà adio a u àjus u à à Màdeà adioliga dàsugg a tà ue les résidus Asp-92, Glu-172 

et Asp-282 sont impliqués dans la liaison de pE13F. De façon intéressante, nous avons montré que la 

su stitutio à deà l ásp-92 et du Glu-172 par une Asn et une Gln, respectivement, aboutit à des 

récepteurs qui conservent leur capa it à àlie àpE F,à o t ai e e tà àlaàsu stitutio àdeàl ásp-282 par 

une Ala. Ceci suggère que les résidus Asp-92 et Glu-172 établissent très certainement des liaisons 

hydrogènes a e àl ap li e,àalo sà ueàl ásp-282 établit des liaisons électrostatiques a e àl ap li e.àE fi à

les ApelinR mutés pour les résidus Glu-90, Asp-182 et Asp-280 présentent une liaison de pE13F 

adio a u eàsi ilai eà à elleàdeàl áp li e‘àsau age,àsugg a tà ueà esà sidusà eàso tàpasài pli u sà

dans la liaison de pE13F au récepteur. 

Nous nous sommes ensuite attachés à caractériser la capacité des récepteurs mutés à inhiber la 

p odu tio àd áMP ài duiteàpa àlaàF“K.ààLaàsti ulatio àpa àpE Fàdesà epteu sà ut sà uta tsàE á,à

D92N, E172Q et D280A entraîne une inhibition de la production d áMP ài duiteàpa àlaàF“Kài di ua tà

ueà esà utatio sà affe te tàpasàlaà apa it àduà epteu àdeàl ap li eà à t eà oupl à gati e e tà à

l áC.à 

Deàplus,àlesà epteu sà ut sàD áàetàE áà eàp se te tàpasàd i hi itio àdeàlaàp odu tio àd áMP à

en accord ave à lesà sultatsàdesàe p ie esàdeà liaiso .àáà l i e se,à lesà epteu sà ut sàD áàetà

D Nà uià eàp se taie tàpasàdeàliaiso àjus u à à MàdeàpE Fà adio a u ,àso tà apa lesàd i hi e à

laà p odu tio à d áMP .àN a oi s,à leu sà apa it sà à i hi e à laà p odu tio à d áMP à so tà fo te e tà

di i u esàd u àfa teu à àetà à espe ti e e tàpa à appo tà àl áp li e‘àsau ageà o fi a tàai sià

les résultats de liaison.  

E fi ,à ousàa o sà ifi àsiàlesàdiff e tesà utatio sàduà epteu àdeàl ap li eàpou aie tàaffe te àsaà

apa it à às i te alise àsousàl a tio àdeàpE F.àLeàt aite e tàdesàdiff e tesàlig esàdeà ellulesàCHOà
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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 etàD áàso tà apa lesàdeàs i te alise à

sousàl a tio àdeàpE Fà o eàleà epteu àsau age.àáàl i e se,àpE Fà i duitàpasàl i te alisatio à

desà uta tsàD á,àE á,àD áàetàD N.àLesà sultatsàd i te alisatio à ie e tà o fi e àleà leà

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 

deàpE Fà àl ápeli ‘.àCesà sidusào tà t ào se sàu i ue e tàda sàleà od leà Dàdeàl áp li e‘àfo d à

sur la st u tu eà istallog aphi ueàduà epteu àdesà hi ioki esàCXC‘ .àCeà sultatà faitàse sàsià l o à

ega deàl a eàph log ti ueàdesà epteu sàdeàlaàfa illeàdeàlaà hodopsi e.àE àeffet,àl áp li e‘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 l ap li eà(Iturrioz et al., 2010b) (Figure 36). De la caractérisation pharmacologique de ces 

sidusàetàdeàlaà od lisatio à ol ulai e,à ousàpou o sàdo à o lu eà ueàl ásp-92 interagit avec la 

Lys8 et le Glu- ài te agitàa e àl á g2 de pE13F via un pont salin entre leur groupement carboxylate et 

leàg oupe e tàa o iu àouàgua idi iu àdeàlaàL sàetàdeàl á gàdeàpE F,à espe ti e e t.àL ásp-282 

i te agit,à ua tà à lui,à a e à l á g4 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- àso tàsitu s,à espe ti e e t,àda sàl ECL ,àl ECL àetà àl i te fa eàECL /TM àdeàl áp li e‘à eà

uià o fi eà l i po ta eà deà esà do ai esà st u tu au à da sà laà reconnaissance et la liaison des 

peptides aux RCPGs (Howl and Wheatley, 1996; Shi and Javitch, 2004; Venkatakrishnan et al., 2013). 

La queue N-te i aleàdeàl áp li e‘à ta tàa se teàda sà ot eà od leà D,à ousà a o sàpasàpuàobserver 

les interactions entre les résidus Glu-20 et Asp- àdeàl áp li e‘àa e àpE F.àO ,à esà sidusào tà t à

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-

te i aleà deà l ápeli ‘à fo eà u eà a eà a io i ueà i te agissa tà a e à lesà t tesà lipidi uesà

extracellulaires de la membrane plasmique et présentant ses résidus acides au milieu extracellulaire 

(Langelaan et al., 2013).àái si,àpE Fàpou aitài te agi àa e àl ápeli ‘à iaàsesà sidusà asi uesàe àdeu à

te ps,àtoutàd a o dàe à ta tà apt àpa àl a eàa io i ueà uiàpou ait,àu eàfoisàpE Fàli ,à ha ge àdeà

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- àdeàl ápeli ‘à o ptàleàpo tàdisulfu eàe t eàleàTM àetàlaà ueueàN-terminale et empêche la liaison 

de pE13F àl áp li e‘à(Kumar et al., 2016). Or, la Cys-284 est située à deux acides aminés en aval de 

l ásp- à uiài te agitàa e àl á g4 de pE13F. Donc la contrainte exercée par ce pont disulfure pourrait 
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permettre, une fois pE13F capté par la partie N-te i ale,à d a e e à leà peptideà e sà l ásp-282 

permettant sa liaison dans le site actif etàl a ti atio àdeàl áp li e‘.à 

Leà od leàt idi e sio elàdeàl áp li e‘àfo d àsu àlaàst u tu eà istallog aphi ueàduà epteu àCXC‘ à

pourra être utilisé pour effectuer des campagnes de criblage in silico de chimiothèques virtuelles. Ceci 

da sà leà utà d ide tifie à desà «à tou hesà »à uià se o tà alid esà e p i e tale e tà e à tudia tà leu à

capacité de liaison. Les meilleures touches seront ensuite évaluées sur leurs capacités à inhiber la 

p odu tio àd áMP ài duite par la FSK, à recruter la -arrestine par Bioluminescence Resonance Energy 

T a sfe tà B‘ET à età à i dui eà l i te alisatio à duà epteu .à Nousà pou o sà ai sià d te i e à leà

caractère agoniste ou antagoniste des molécules sélectionnées et définir leurs profils 

pha a ologi ues.à Lesà ol ulesà ago istesà se o tà e suiteà opti is esà afi à d a liorer 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 

h po at i ues.àLeà od leà Dàduà epteu àdeàl ap li eàse aà gale e tàutilis àpou àopti ise àlesà

composés en orientant le développement de molécules et en définissant ainsi les bases moléculaires 

d u àpha a opho eàd ago isteàouàd a tago isteàdeàl áp li e‘. 

 

Figure 36 : Mod leàt idi e sio elàdeàl áp li e‘àdeà atàfo d àsu àlaàst u tu eà istallog aphi ueàduà

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 : D eloppe e t d’a alogues de l’ap li e métaboliquement stables 

1) Introduction 

L ápeli ‘à o stitueà u eà i leà th apeuti ueà pote tielleà da sà leà t aite e tà desà pathologiesà

a dio as ulai esà o eàl i suffisa eà a dia ueàouàdeàl h po at ie. Ainsi, le développement de 

ol ulesàago istesàdeàl ápeli ‘àestàesse tielàpour traiter ces pathologies. Cependant, la demi-vie des 

différentes formes moléculaires d ap li eàestàt sà ou te,àdeàl o d eàdeàlaà i ute,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 pou àl ápeli ‘àetàdeàsaàplusàg a deà apa it à ài dui eàl i te alisatio à

duà epteu à dia tàl effetàh pote seu ,à ousàa o sàa à osà tudesàsu àlaàsta ilisatio àduàf ag e tà

K17F. Pour ce faire, deux stratégies de stabilisation du peptide ont été utilisées.àToutàd a o d,àpa àu eà

approche classique, nous avons substitué chaque résidu de K17F et de pE13F par son énantiomère de 

laàs ieàDàouàpa àu àa ideàa i às th ti ue.àD aut eàpa t,àpa àu eàapproche originale, nous avons 

ajouté àl e t it àN-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 l ápeli ‘àetà à i dui eàl a ti atio àdesà oiesàdeàsig alisatio àduà epteu à I hibition de la 

p odu tio àd áMP ài duiteàpa àlaàF“K,à e ute e tàdeàlaàβ-a esti e,à i te alisatio àdeàl ápeli ‘àetà

activation de la phosphorylation de ERK ½). Les meilleurs peptides ont été caractérisés ex vivo sur leur 

capacité à induire la vasorelaxatio à d anneaux aortiques età d a t esà glo ulai esà deà atà

p o t a t es,à espe ti e e t,àpa àlaà o pi eph i eàetàl á gàIIàetàsu àleu à apa it à àp o o ue àu à

effetà i ot opeà positifà su à desà œu sà isol sà pe fus sà deà at.à E fi ,à esà esà peptidesà o tà t à

caractérisés in vivo su àleu à apa it à ài hi e àlaàs tio àd áVPàsuiteà àleu ài je tio àpa à oieài. . à hezà

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 fo esà ol ulai esàd ap li eào tàdesàeffetsàaquarétique, hypotenseur et inotrope 

positif,àsugg a tà ueàl áp li e‘à o stitueàu eà i leàth apeuti ueàpote tielleàpou àleàt aite e tàdesà

maladies cardiovasculaires et des rétentions hydriques. Cependant, la demi-vie de ces peptides in vivo 

està deà l o d e de la minute, ce qui limite leur utilisation.à ái si,à leà d eloppe e tà d a aloguesà

ta oli ue e tàsta lesàdeàl ap li e,à àlaàfoisàsp ifi uesàetàs le tifsàdeàl ápeli ‘àestàesse tielàpou à

e plo e àleà leàdeàl ap li eàda sàlesàpathologiesàp de e tà itées 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.  

Toutàd a o d,àpa àu eàapp o heàdeàsu stitutio às st ati ueàdesà sidusàdeàpE13F 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 pouvaientà t eàsu stitu sàafi àd aug e te àlaàde i-vie du peptide sans modifier 

sesàp op i t sàpha a ologi ues.àPuis,àpa àu eàapp o heào igi ale,à ousàa o sàajout à àl e t it àN-

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. 

ái si,àpa àl app o heà lassi ue,àu àa alogueàdeàK F,àleàP à 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-OH ,à o tà t à d elopp s.à L app o heà o igi aleà aà pe isà 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 

a a t is sà pha a ologi ue e t.à L a al seà 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. L a al seàdesàpa a t esàpha a ologi uesàdeà esàpeptidesà o t e tà u ilsàp se te tà

des caractéristiques similaires aux peptides endogènes. Néanmoins, comme pE13F, le P26 présente la 

plusàfai leàeffi a it à ài dui eàleà e ute e tàdeàlaàβ-a esti eà àl áp li e‘,à ài dui eàl i te alisatio à

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 d a o d,à ousà a o sà tudi à l a ti it à aso ela a teà duà P à et du LIT01-196 sur des anneaux 

aortiques de rat précontractés par la norépinephrine et sur des artérioles glomérulaires de rat 

précontractées par l á gàII.àNousàa o sà o t à ueàlesàdeu àa aloguesàe t aî aie t,à o eàK F,àu eà
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vasorelaxation dose-dépendante de ces deux préparations.à Deà plus,à ilà aà t à o t à ueà l i fusio à

p ala leà d u à i hi iteu à deà laà NO-synthase, le L-NáME,à i hi aità deà faço à sig ifi ati eà l effetà

vasorelaxant de ces peptides suggérant un mécanisme NO-dépendant, similaire à celui de K17F. 

E suiteà l tudeàdeà l effet de P92 sur la contractilité cardiaque a été effectuée su àdesà œu sà isol sà

perfusés de rat (modèle de Langendorff) etàaà o t à u au u eàdesà odifi atio sà introduites dans 

K17F ne modifiait l effetài ot opeàpositifàdeàP àpa à apport à K17F.  

Puis, ces composés ont été analysés in vivo et nous avons étudié si le P92 et le LIT01-196 exerçaient 

lesà esà effetsà ueà K Fà su à leà s st eà asop essi e gi ue.à Toutà d a o d,à ilà aà t à o t à ueà

l i je tio àpa  voie i.c.v de ces deux composés chez la souris déshydratée entraînait une diminution 

dose-d pe da teàdeàlaàs tio àd áVPàda sàlaà i ulatio àsa gui eàetà eàdeàfaço à à pou àleàP à à

160 fois (pour le LIT01- àplusàeffi a eà ueàK F.àCe iàsugg eà u àl i sta àdeàK F,àleàP àetàle LIT01-

àatteig e tàlesàst u tu esàh pothala i uesài pli u esàda sàlaàs tio àd áVPàetà u ilsài hi e tà

l a ti it à le t i ueà phasi ueà desà eu o esà à áVP,à e p ha tà deà faità laà s tio à d áVPà da sà laà

circulation sanguine. Egalement, il a été montré que le P92 et le LIT01-196, injectés par voie i.v chez la 

atteàa esth si e,àsti uleàlaàdiu se.àájout à àl effetàdeà esàdeu à o pos sàsu àlaà aso ela atio àdesà

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 

t aite e tà deà l i suffisa eà a dia ue.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. à hezàlaàsou isàd sh d at eàdi i ue tàlaàs tio àd áVPàda sàla 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 

pou à leà t aite e tà deà l i suffisa eà a dia ue.à Ilsà pou aie tà pe ett eà d a lio e à la fonction 

cardiaque après l i fa tusàdu myocarde et permettraient de diminuer le stress ventriculaire et les 

besoins en oxygène duà œu à o eàilàaà t à o t àlo sàdeàl i je tio àaigüeàdeàpE Fà hezàdesàpatie tsà

souff a tàd i suffisa eà a dia ueà(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 :àá aloguesàdeàl ap li eà ta oli ue e tàsta lesàissusàdeà osà tudesàst u tu e-activité. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



150 
 

Conclusions et perspectives 

Les trois fo esà ol ulai esàd ap li e 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 

duàp u seu .àCesàt oisà eu opeptidesàlie tàa e àu eàaffi it àsi ilai eàl ápeli ‘àetàa ti e tàd u eàpart 

laàp ot i eàGαi couplée au récepteur conduisant à l i hi itio àdeàlaàp odu tio àd áMP àetàd aut eàpa tà

i duise tàl i te alisatio àdeà eà epteu à iaàleà e ute e tàdeàlaàβ-arrestine au récepteur O Do dà

et al., 1993; Tatemoto et al., 1998; De Mota et al., 2000; El Messari et al., 2004; Masri et al., 2006). 

L ap li eàseàlieà àl áp li e‘àauà o e àdeàsesà sidus 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 

estài pli u eàda sàleà a is eàd i te alisatio àduà epteu àe ài te agissa tàa e àlesà sidusàPhe-

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). 

L ap li eàetàl áp li e‘àposs de tàplusieu sà les physiologiques et sont notamment impliqués dans le 

ai tie àdeà l uili eà h d i ueàetàda sà laà gulatio àdesà fo tio sà a dio as ulai es.à E à effet,à auà

i eauà al,à l ap li eà età l áVPà so tà olo alis es dans les neurones magnocellulaires 

vasopressine gi uesàetàl ap li eàestà apa leàd i hi e àl a ti it à le t i ueàphasi ueàdeà esà eu o esà

pou àe p he àlaàs tio àd áVPàda sàlaà i ulatio àsa gui eàp o o ua tàu eàaug e tatio àdeàlaà

diurèse aqueuse (Reaux et al., 2001; Reaux-Le Goazigo et al., 2004; De Mota et al., 2004).àL ap li eà

présente une action directe au niveau du rein en augmentant le flux sanguin rénal et en inhibant les 

effetsàdeàl áVPàauà i eauàduà a alà olle teu à(Hus-Citharel et al., 2008, 2014).àL ap li eàpa ti ipeàdo à

auà ai tie àdeàl uili eàh d i ueàe à o t e ala ça tàlesàeffetsàa tidiu ti uesàdeàl áVP.àáuà i eauà

a dio as ulai e,àl ap li eàaug e teàlaàfo eà o t a tileàduà o a deàpa àu àeffetài ot opeàpositif tout 

en diminuant les résistances vasculaires (Szokodi et al., 2002; Chen et al., 2003; Berry et al., 2004). De 

plus,à l i alidatio à g i ueà deà laà p p oap li eà hezà laà sou isà e t aî eà leà d eloppe e tà d u eà

i suffisa eà a dia ueà hezà esàa i au àa e àl geàsugg a tàu à leàp ote teu àdeàl ap li eàda sàleà

développement de cette pathologie (Kuba et al., 2007).àE fi ,àl ap li e,àe ài duisa tàl i te alisatio à

deàl áp li e‘à o duità à dui eàlaàp essio àa t ielleà(El Messari et al., 2004; Brame et al., 2015; Murza 

et al., 2017).àái si,àl áp li e‘à ep se teàu eà i leàth apeuti ueàpote tielleàda sàleàt aite e tàdesà

d so d esà h d i uesà ouà deà l i suffisa eà a dia ue,à justifia tà duà d eloppe e tà d ago istesà

spécifiques et sélectifs de ce récepteur. 

áfi àdeàd eloppe àdeàtelsà o pos s,àilà taitài po ta tàdeà o aît eàleà odeàdeàliaiso àdeàl ap li eà à

so à epteu .à E à l a se eà deà st u tu esà istallog aphi uesà deà l áp li e‘,à t oisà od lesà
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tridimensionnels de ce récepteur ont été construits par homologie avec soit, le modèle validé du 

epteu à deà laà hol stoki i eà à deà t peà ,à soità laà st u tu eà istallog aphi ueàduà epteu à β -

adrénergique, soit laà st u tu eàduà epteu àau à hi ioki esàCXC‘ .à L i t odu tio àdeàpE Fàda sà

ha u àdesàt oisà od lesàaàpe isàd o se e àdiff e tesà i te a tio sàpossi lesàe t eà leàpeptideàetà

l áp li e‘.àE àp e ie àlieu,àlaàPheàC-te i aleàdeàpE F,à essai eà àl i te alisatio àdeàl áp li e‘àetà

àso àeffetàh pote seu ,às i s eàda sàu eàpo heàa o ati ueàsitu eàauàfo dàduàsiteàdeàliaiso àide ti ueà

da sàlesàt oisà od lesà eà uià e dàleu àutilisatio à oh e teàda sàl opti ueàdeàd ou i àleà odeàdeà

liaiso àdeàl ap li e àl áp li e‘.àE àse o dàlieu,àlesà sidusà asi uesàdeàpE Fà á g2, 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- ,à isualis sàu i ue e tàda sàleà od leàdeàl áp li e‘àfo d àsu àlaà

structure cristallographique du récepteur CXCR4, jouent un rôle fondamental dans la liaison de 

l ap li eà àso à epteu .àCesà sultatsà ep se te tàu eà alidatio àdeà eà od leàdeàl áp li e‘.àCeà

od leà se aà utilis à pou à tudie à lesà a is esà d a ti atio à deà l áp li e‘,à pou à réaliser des 

campagnes de criblage in silico de chimiothèques virtuelles, ainsi que pour développer un 

pha a opho eàd ago isteàouàd a tago isteàsp ifi ueàetàs le tifàdeàl áp li e‘. 

Toujou sàda sàl o je tifàdeàd eloppe àu àago isteàdeàl áp li e‘à àfo tàpote tielàth apeuti ue,à ousà

a o sà e t ep isà d aug e te à laà de i- ieà deà l ap li e,à uià està deà l o d eà deà laà i uteà in vivo, en 

développant des analogues deà l ap li eàmétaboliquement stables. Pour ce faire, nous avons utilisé 

deu àst at giesàdeàd eloppe e t.àL u eà lassi ue,àe àsu stitua tà ha u àdesà sidusàdeàpE Fàouàdeà

K Fà pa à so à a tio eà deà laà s ieà Dà ouà pa à u à a ideà a i à s th ti ue.à L aut eà o igi ale,à e à

ajouta tà à l e t mité N-terminale de K17F une chaîne fluorocarbonée. Nous avons caractérisé 

pharmacologiquement chacun des analogues sur leur capacité à se lier à l áp li e‘,à à i dui eà

l i hi itio àdeàlaàp odu tio àd áMP ài duiteàpa àlaàF“K,à à i dui eà leà e ute e tàdeàlaàβ-arrestine à 

l áp li e‘àetà ài dui eàl i te alisatio àduà epteu .àLesàa aloguesàP ,àissuàdeàlaàst at gieà lassi ueà

et analogue de K17F, et LIT01-196, issu de la stratégie originale, sont les composés les plus puissants 

(affinité subnanomolaire) agonistes complets deàl áp li e‘,à uiàont 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 

h pote seu sà àeffetàdu a le,à apa lesà o eàK F,àd e e e àu àeffetài ot opeàpositif,àd augmenter 

le flux sanguin rénal, i hi e àlaàs tio àd áVPàda sàleàsa gàetàaug e te àlaàdiu se.àái sià esàdeu à

analogues de K17F représentent de bons candidats pour le traitement de pathologies comme 

l i suffisa eà a dia ueà ouà l hyponatrémie.à ái si,à l tudeà deàdes effets de ces composés dans des 
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modèles animaux d insuffisance cardiaque ou d hyponatrémie o stitue ait,às ilsàso tà o lua ts, en 

une preuveà deà o eptà deà l utilit à deà esà o pos sà d u eà pa t,à età d aut eà pa tà d o t e aità leà

pote tielàth apeuti ueàdeàl áp li e‘àetàl i po ta eàde développer des agonistes de ce récepteur. 

E fi ,à laà d o st atio à deà l aug e tatio à deà laà de i- ieà deà K Fà pa à l ajoutà d u eà haî eà

fluorocarbonée en position N-te i aleàdeàl ap li eàpou aità t eà te dueà àd aut esàpeptidesàe à ueà

de les protéger de la dégradation enzymatique. 
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Annexe: Revue Role of the asop essi /apeli  ala e a d pote tial use of 

eta oli all  sta le apeli  a alogs i  ate  eta olis  diso de s  (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’a i opeptidase A APA, EC 3.4.11.7) est une aminopeptidase monozinc membranaire qui, dans le cerveau, produit 

l’a giote si e A g  III à partir de l'A g II. L’A g 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 o stitue une cible thérapeutique potentielle pour le 

t aite e t 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 u  od le t idi e sio el D  de l’APA su  la ase de la st u tu e istallog aphi ue de 

l'APA humaine récemment publiée. Nous avons ensuite validé ce modèle par des études structure-fonction par modélisation 

moléculaire et mutagé se di ig e e  d o t a t l’i pli atio , d’u  sidu du sous-site S1 dans la spécificité de substrat acide 

de l'APA et de deux résidus formant le sous-site S ’ i te agissant ave  le sidu P ’ a ide d’inhibiteurs tripeptidiques 

précédemment développés dans le laboratoire. 

II/ L’ap li e est le liga d atu el du epteu  orphelin humain APJ (ApélineR), un récepteur à sept domaines 

t a s e a ai es oupl  au  p ot i es G. L’ap li e et son récepteur sont impliqués dans le maintie  de l’ uili e h d i ue 

et des fonctions cardiovasculaires. L’Ap li eR constitue une cible thérapeutique potentielle dans le traitement de l’i suffisa e 

cardiaque et des rétentions hydriques. Etant donné que la demi-vie de l’ap li e da s la i ulatio  sa gui e est de l’o d e de la 

i ute, l’o je tif est de d veloppe  des analogues de l'apéline métaboliquement stables. 

Pour développer de tels composés, nous avons entrepris de o p e d e o e t l’ap li e se lie à so  epteu  et 

o e t elle l’a tive. Dans ce but, nous avons construit un modèle 3D de l’Ap li eR 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’ap li e 

par son énantiomère de la série D ou par un acide aminé synthétique. Deuxièmement, nous avons ajouté une chaîne fluoroalkyle 

à l’e t it  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 ago istes de l’Ap li eR 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. 


