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Partie 1: L’aminopeptidase A cérébrale, une cible thérapeutique

potentielle dans le traitement de I’hypertension

Chapitre 1 : L’aminopeptidase A, une aminopeptidase monozinc membranaire

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 peptidases monozincs sont caractérisées par la présence, au sein de leur site actif, d’'un motif de résidus
contenant un glutamate (Glu) permettant la liaison d’'un atome de zinc. Ce Glu et I'atome de zinc jouent un

réle clé dans I'acte catalytique de cette famille d’enzymes (Figure 1).

1) Introduction : Les peptidases monozincs

Le clonage de nombreuses métallopeptidases a zinc comme la thermolysine (Titani et al., 1972),
I’'aminopeptidase N (Bally et al., 1984), la stromélysine (Whitham et al., 1986) ou encore I'endopeptidase
neutre (Isobe and Okuyama, 1985; Devault et al., 1987) ont mis en évidence la présence de séquences
consensus a ces enzymes permettant d’établir les premiéres classifications de cette famille de protéines. La
découverte de la structure cristallographique de plusieurs peptidases ont montré des homologies
structurales entre ces enzymes et permis d’affiner la classification (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-Rith et al., 1993; Baumann, 1994; Blundell, 1994; Rawlings et al., 1995).

L'analyse des alignements de séquences protéiques et des structures tridimensionnelles de ces enzymes a
permis d’identifier différents motifs de liaison du zinc ainsi que des acides aminés liant également le zinc et
situés a 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-familles selon la nature de I'acide aminé 3™ ligand du zinc et de sa distance par rapport au motif de

liaisons :

- Les « zincins » possédant dans leur séquence en acide aminés le motif de liaison du zinc HEXXH.
- Les « inverzincins » dont le motif de liaison du zinc est HXXEH.
- Les « carboxypeptidases » dont le motif de liaison du zinc est HXXE.

- Les « DD- carboxypeptidases » dont le motif de liaison du zinc est HXH.
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Les peptidases monozincs

Inverzincins Zincins Carboxypeptidases DD-carboxypeptidase
HXXEH HEXXH HXXE HXH
103-135 AA 42 et 35 AA
82 AA 76 AA |
E E BHSYSQ FHTYSE LHGGXB H...D..HXH
Insulinase Pétrilysine Carboxypeptidase  Carboxypeptidase  Carboxypeptidase DD- Carboxypeptidase
A/B T W
Gluzincins Aspzincins Metzincins Peptide déformylase
HEXXH...E HEXXH..D HEXXHXXGXXH C..HEXXH
11 AA
22 AA 64 AA 29 AA 24 AA 29 AA 31 AA HE HP HS HD 42 AA
GXXNEXXSD ENXADXXGG EAXGDVLA LWLNEG DXVEXSXXXE GTXDXXYG SXMHY SXMSY CIMXP AXMYP [
Thermolysine Endopeptidase  Enzyme de conversion | Aminopeptidases Thimet Deutérolysine Astacine Serratia  Reprolysine Matrixine Peptide

neutre 24.11 de I'angiotensine Oligopeptidase déformylase

Figure 1 : Classification des peptidases adaptée Hooper et coll. (Hooper, 1994).

Les résidus représentés en caracteres 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 troisieme ligand du zinc.
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1)} La famille des zincins

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

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

1) Les gluzincins

Le troisieme 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-
famille de la thermolysine, celle de I'endopeptidase neutre, celle de I'enzyme de conversion de

I’angiotensine et celle des aminopeptidases.

a) Lasous-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’autres métallopeptidases de cette famille possedent deux régions fortement conservées impliquées
dans la liaison de I'atome de zinc. L'atome de zinc de la thermolysine, par exemple, est tétracoordiné
par les deux histidines (His) du motif HEXXH (His-142 et His-146), par une molécule d’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-170) permet la stabilisation de I’'His-142 (Colman et al., 1972; Matthews
et al., 1972b, 1972a; Christianson and Alexander, 1990). Ainsi appartiennent a cette famille, toute
peptidase monozinc présentant un motif HEXXH et un motif GXXNEXXSD dont le Glu est situé a environ

22 acides aminés en aval du motif HEXXH.

D’un point de vue structural, toutes ces enzymes présentent deux domaines, un N-terminal constitué
d’hélices-a et de feuillets-f et un domaine C-terminal composé de 5 hélices-a. Domaines N et C-

terminaux forment une interface ou se situe le site actif.

b) Lasous-famille de I'’endopeptidase neutre

Cette sous-famille regroupe des enzymes comme |'endopeptidase neutre (EC 3.4.24.11) (Oefner et al.,
2000) ou I'endothéline (EC 3.4.24.71) (Schulz et al., 2009). Le Glu, troisieme ligand du zinc, se trouve a
environ 64 acides aminés en aval du motif HEXXH au sein de la séquence consensus ENXADXGG. L'Asp
de ce motif est également impliqué dans I’acte catalytique via un relais de charge avec une des His du

motif HEXXH (Le Moual et al., 1991, 1994; Shimada et al., 1996).
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D’un point de vue structural, ces enzymes présentent deux domaines, un N-terminal constitué
d’hélices-a, un C-terminal constitué d’hélices-a et d’un feuillet-B. L'interface formée par ces deux

domaines contient le site actif.

c¢) Lasous-famille de ’enzyme de conversion de I’angiotensine

L'enzyme de conversion de I'angiotensine (ECA, EC 3.4.15.1) (Kim et al., 2003; Natesh et al., 2003;
Watermeyer et al.,, 2006) comme I'enzyme de conversion de I'angiotensine de type 2 (ECA2, EC
3.4.17.23) (Donoghue et al., 2000; Towler et al., 2004) ainsi que d’autres enzymes de cette famille,
présentent un Glu, troisieme ligand du zinc, a environ 29 acides aminés en aval du motif HEXXH au sein
de la séquence consensus GFHEAXGD ou se trouve également I’Asp coordinant la premiéere His du motif

HEXXH (Williams et al., 1994).

D’un point de vue structural, les enzymes de cette famille présentent deux domaines, un N-terminal
constitué d’hélices-a et de 3 feuillets-B, un C-terminal constitué d’hélices-a et de 2 feuillets-p.

L'interface formée par ces deux domaines contient le site actif.

d) Lasous-famille des aminopeptidases

Cette sous-famille regroupe uniquement les aminopeptidases ne possédant qu’un seul atome de zinc
par monomere d’enzymes. C’est le cas de la leukotriene A4-hydrolase (EC 3.3.2.6) (Thunnissen et al.,
2001), I'aminopeptidase A (APA, EC 3.4.11.7) (Yang et al., 2013) ou encore I'aminopeptidase N (APN,
EC 3.4.11.2) (Wong et al., 2012), I'aminopeptidase B (APB, EC 3.4.11.6) (Foulon et al., 1999). Le
troisieéme ligand du zinc se trouve dans la séquence consensus LWLNEG (Medina et al., 1991; Vazeux

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

L'organisation structurale de cette sous-famille d’enzyme sera détaillée ci-apres mais de fagon
résumée, cette famille de protéines présente deux domaines, un N-terminal constitué d’hélices-a et
feuillets-B, un C-terminal constitué principalement d’hélices-a. La encore, I'interface contient le site

actif.

e) Lasous-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 3®™ ligand du zinc se trouve au

centre du motif DXVEXPSXXXE et se situe a environ 29 résidus en aval du motif HEXXH.
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D’un point de vue structural, les enzymes de cette famille présentent deux domaines avec le site actif
a linterface. Un domaine N-terminal constitué d’hélices-a et d’un petit feuillet-B, un C-terminal

constitué d’hélices-a et d’un important feuillet-B.

2) Les metzincins
Les metzincins sont l'une des plus grandes familles de métallopeptidases. Cette famille
d’endopeptidases est caractérisée par le motif de liaison du zinc HEXXHXXGXXH comportant
également le 3*™ ligand du zinc situé a 11 acides aminés en aval du motif HEXXH. La glycine (Gly) de
ce motif induit une structure en épingle a cheveux, permettant a la 3°™ His de lier le zinc. Cette famille
est subdivisée en 4 sous-familles selon le résidu directement en aval du 3®™ ligand du zinc et par la
présence d’un motif spécifique a chaque sous-famille. Ce motif, en aval de la séquence HEXXH, contient
une méthionine induisant la formation d’une boucle appelée « methionine-turn » qui donne son nom
a cette famille de zincins. On retrouve ainsi la sous-famille des astacines (motif SBMHY) (Gomis-Rith
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 IlI) (Bogdanovié et al., 2016) ou la peptidyl-Lys

métalloendopeptidase (EC 3.4.24.20, MEP) (Hori et al., 2001) sont caractérisées par la présence d’un
Asp qui joue le role de 3°™ ligand du zinc et se trouve a environ 31 résidus en aval du motif HEXXH,

dans la séquence consensus GTXDXXYG.

4) Lapeptide déformylase

Cette famille de protéines bactériennes n’appartient pas au groupe des peptidases puisqu’elle
hydrolyse la liaison entre le groupement formyle (CH=0) 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
aux zincins HEXXH. C’est pourquoi on les classe au sein de cette famille. Au sein de cette sous-famille,
le 3% ligand du zinc est une cystéine (Cys) et se situe, cette fois-ci, a 42 résidus en amont du motif

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

Cette famille se caractérise par la séquence consensus de liaison du zinc HXXEH (inverse de HEXXH) et
par son 3°™ 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,
I'enzyme de dégradation de l'insuline (EC 3.4.24.56, EDI, insulysine) (Malito et al., 2008) et sont
caractérisées par un Glu situé a 82 résidus en aval du motif HXXEH. La sous-famille de la pétrilysine
contient, notamment, la « Coenzyme PQQ synthesis protein F » (PqqgF, EC 3.4.24.-) (Wei et al., 2016)
impliquée dans la voie de biosynthése de la pyrroquinolone quinone et dont le Glu est situé a 76 résidus

en aval du motif HXXEH.

V) 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 troisieme 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 premiere contient notamment les carboxypeptidases A (EC 3.4.17.1) (Fernandez et al.,
2010b) et B (EC 3.4.17.2) (Fernandez et al., 2010a) et le 3™ 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 3*™ ligand du zinc se trouve au sein du motif FHTYSE. La derniére contient notamment la
carboxypeptidase M (EC 3.4.17.12) (Reverter et al., 2004) et posséde le 3°™ 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 possede la séquence
consensus HXH, ou 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 3*™ ligand du zinc, situé 35 acides aminés en amont du motif

HXH.
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Chapitre 2 : L’aminopeptidase A

1) Historique

L’histoire de I'aminopeptidase A (APA) commence par la découverte en 1961 d’une activité
hydrolytique du substrat synthétique L-a-glutamyl-B-naphtylamide (GIuNA) dans les filots de
Langerhans et dans I’épithélium interlobulaire pancréatique du cochon d’Inde, stimulée par le calcium
et inhibée par I'acide édétique (EDTA) ainsi que les formes ioniques des métaux de transition (Glenner
and Folk, 1961). Par la suite, I'enzyme responsable de cette activité a été partiellement purifiée a partir
de microsomes de reins de rats (Glenner et al., 1962). Cette enzyme présentait un caractere
aminopeptidase avec une spécificité pour les substrats ayant une extrémité N-terminale acide (Asp et
Glu). Ce nouveau type d’aminopeptidase a été nommée aminopeptidase A (A pour acide) et classifiée
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 (Petrovi¢ and Vitale, 1990). L’APA existe sous forme membranaire dans de nombreux
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 I’APA hydrolyse I’Asp N-terminal de I'angiotensine Il (Ang Il, Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-
Phe) donnant naissance a I'angiotensine Ill (Ang lll, Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe) (Nagatsu et al., 1970;
Kugler, 1982). Par I'utilisation d’inhibiteurs spécifiques et sélectifs de I’APA ou de I’APN in vivo, il a été
confirmé le réle physiologique de I’APA dans la formation de I’Ang Il cérébrale a partir de I’Ang Il (Zini

et al., 1996).

1)} Clonage et structure du géne

Le clonage de I'antigéne de différenciation des lymphocytes pré-B, BP-163, a révélé, du fait de son
homologie de séquence avec I'aminopeptidase N, qu’il s’agissait de I'aminopeptidase A (Wu et al.,
1990; Li et al., 1993). L'APA a été clonée chez de nombreux mammiféres dont la souris (Wu et al.,
1990), I’'Homme (antigéne 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).

La structure primaire de I’APA suggére que cette enzyme est une protéine intrinséque de type Il
composée d’une partie N-terminale intracellulaire, d’'un domaine transmembranaire en hélice a et
d’une partie globulaire extracellulaire tres large qui contient le motif de liaison au zinc HEXXH,

caractéristique de la famille des métalloprotéases a zinc : zincins (Jongeneel et al., 1989; Hooper,
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1994). L’APA de souris (945 acides aminés) partage 85 % d’identité de séquence protéique avec I'’APA
humaine, 93% avec I’APA de rat et 77% avec I’APA de porc. 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).
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Figure 2_: Séquence protéique de I’APA de souris.

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
troisieme ligand sont surlignés en rose et en gras.
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L’APA de souris est codée par un géne appelé ENPEP (quelle que soit I'espéce) situé sur le chromosome
3, région chromosomique homologue a la région 4925 humaine. Il est long de plus de 110 kb et est
divisé en 20 exons séparés par des introns de tailles diverses allant de 100 pb jusqu’a 10 kb. Les exons
sont de petites tailles, hormis le premier et le dernier, compris entre 56 et 171 pb. Le premier exon
contient la région 5 non codante, la séquence codant le domaine N-terminal, le domaine
transmembranaire ainsi qu’une portion du domaine intracellulaire. Les autres exons codent pour le
reste du domaine C-terminal de I’APA avec, notamment, les exons 5 et 6 qui possedent la séquence

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

(Figure 3).
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Domaine extracellulaire

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

Des études de recherche de polymorphismes ont montré qu’il existait chez des patients atteints de
glomérulonéphrite, 4 polymorphismes entrainant des mutations non-conservatives : 132V (96A>G),
R159S (477G>T), E172Q (516G>C) et Y544F (1632A>T). A ces polymorphismes spécifiquement
retrouvés dans cette pathologie, s'ajoutent les polymorphismes détectés lors du séquencage du géne
ENPEP chez 'Homme : Q213R (639A>G), V218A (654A>C), W413C (1239G>T) et S861R(2583C>G). Ils
ont également montré I'existence d’alléles hétérozygotes avec sur I'une d’elles, la présence de
mutations non-conservatives : Q435E (1305C>G), D622N (1866G>A), A676T (2028G>A), E687D
(2061(G>T), E686K (2058G>A), K9231 (2769A>T) et R925G (2775A>G). Par mutagéneése dirigée, il a été
montré que les variants R159S et A676T présentaient une activité d’hydrolyse de, respectivement, 33%
et 27% plus élevée que celle de I’APA sauvage. Les variants E172Q, V218A, W413X, Q435E, E686K,

E687D et R925G présentaient une diminution de I'activité d’hydrolyse par rapport a I’APA sauvage de
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respectivement 56%, 14%, 69%, 30%, 61%, 71% et 23%. Le variant E687K ne présentait aucune activité
alors que les autres mutations n’avaient pas d’effet sur I'activité de I’enzyme comparée a I’APA sauvage

(Tonna et al., 2008).

Enfin, il a été montré qu’il existait une mutation non-sens rare du Trp-317 de I’APA humaine induisant

la production d’une protéine tronquée et inactive (Surendran et al., 2016).

1)} Organisation structurale de ’APA

1) Structure générale

a) Propriétés physiques
Visible en microscopie électronique (Danielsen et al., 1980), I’APA se présente sous forme dimérique
chez 'Homme, le rongeur et le porc (Benajiba and Maroux, 1980; Herzig et al., 1992; L. Song et al.,
1994) alors qu’elle est sous forme monomérique chez le lapin (Gorvel et al., 1980). Une fois purifiée,
le poids de la forme dimérique de I’APA varie, selon les especes, de 247 a 300 kDa (Benajiba and
Maroux, 1980; Danielsen et al., 1980; Tobe et al., 1980; Lalu et al., 1984; Cooper et al., 1986; Yamada
et al., 1988). Apres séparation par SDS-PAGE, le poids moléculaire de sa forme monomérique varie,
selon les espéces, de 120 a 170 kDa (Benajiba and Maroux, 1980; Gorvel et al., 1980; Cooper et al.,
1986; Song et al., 1993). L’APA est sensible aux détergents et a la protéolyse. Chez le porg, elle est
hydrolysée par la trypsine entre la Lys-42 et I’Asp-43 (Danielsen et al., 1980). Les Cys-39 de chaque
monomeres de I’APA porcine permettent I'établissement du dimeére d’APA via un pont disulfure (Ofner

and Hooper, 2002) (Figure 4).

L'APA est une protéine membranaire, néanmoins, des formes solubles ont été retrouvées dans le
sérum (Nagatsu et al., 1970; Danielsen et al., 1980; Lalu et al., 1984, 1985; Okuyama et al., 1991) et
I"'urine (Scherberich et al., 1990). Ces formes d’APAs, une fois purifiées, possédent les mémes
propriétés physiques et enzymatiques que les formes purifiées d’APA membranaires. Le fait que le
gene de I’APA soit sur un seul chromosome et que domaines cytoplasmiques et transmembranaires
soient codés par un seul et méme exon exclue la possibilité d’un épissage alternatif a ce niveau (Wang
et al., 1996). Donc l'origine de la forme soluble de I’APA s’explique par un clivage protéolytique de

I’APA membranaire dont les mécanismes restent a découvrir.
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Figure 4 : représentation schématique d'un homodimére d'APA

b) Rodle du domaine C-terminal
Les études effectuées sur des formes purifiées d’APA, notamment a partir de rein de porc, ont permis
de découvrir I'existence d’une forme tronquée d’APA, d’un poids moléculaire de 45 kDa correspondant
aux 339 résidus C-terminaux de I'enzyme. Ce fragment est issu de I’hydrolyse de la liaison peptidique
entre I’Asn-602 et la Gly-603 par une protéase endogéne inconnue jusqu’a présent (Hesp and Hooper,
1997). Une étude a montré que, dans I’APA de souris, I'expression en cellules COS-7 du domaine N-
terminal correspondant aux 602 premiers résidus de I’APA de porc aboutissait a la synthése d’'une APA
immature n’ayant pas d’activité enzymatique (Ofner and Hooper, 2002). Il existe également de fagon
endogene, dans I"hippocampe de rat, une forme tronquée de I’APA produite par épissage alternatif
correspondant aux 571 résidus N-terminaux de I'enzyme (H. J. Lee et al., 2000). Dans ce cas également,

lorsqu’elle est exprimée en cellules COS-1, I'enzyme tronquée n’a pas d’activité (H. J. Lee et al., 2000).

Une autre étude a montré que I'expression des 598 premiers acides aminés de I’APA de souris en
cellules CHO-K1 générait une protéine immature dépourvue d’activité enzymatique et rapidement
dégradée. Pourtant, I'expression des 347 résidus C-terminaux en trans du domaine N-terminal
permettait la restauration du profil de maturation, d’expression et d’activité de I’APA recombinante,
similaire a celle de I’APA sauvage (Rozenfeld et al., 2004). Dans les extraits de cellules CHO-K1, co-
exprimant les domaines N- et C-terminaux de I'APA, lI'immunodéplétion en domaine C-terminal
n’affecte pas l'activité APA mesurée, suggérant que le domaine C-terminal n’intervient pas dans
I'activité enzymatique de cette enzyme. Le domaine C-terminal de I’APA donc est indispensable pour
le repliement moléculaire et la maturation de I'enzyme et exercerait un rbéle de chaperonne

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

a) Substrats naturels
Tout d’abord, il a été démontré in vitro que APA hydrolyse spécifiquement les résidus N-terminaux
acides de I’Ang | (Bausback et al., 1988), I’Ang Il (Nagatsu et al., 1970) et de la cholecystokinine-8
(Migaud et al., 1996). L’affinité de I’APA pour I’Ang | est de 40 uM (Bausback et al., 1988), comprise
entre 35 et 198 uM pour I’Ang Il (Kugler, 1982; Ahmad and Ward, 1990; Iturrioz et al., 2001) et de 140
KM pour la cholecystokinine-8 (Migaud et al., 1996). Enfin, il a démontré in vivo que seules I'Ang Il et

la cholecystokinine-8 cérébrale sont hydrolysées par I’APA (Migaud et al., 1996; Zini et al., 1996).

b) Substrats synthétiques

L'utilisation de substrats synthétiques aminoacyl-B-naphtylamide (aaNA) a permis d’établir la
spécificité d’hydrolyse du résidu P1 par les aminopeptidases. L'APA hydrolyse de fagon spécifique et
sélective, les substrats synthétiques possédant une chaine 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-site S1 de I'enzyme, le calcium (a partir de 1 mM)
va potentialiser I’hydrolyse des substrats acides AspNA et GIuUNA et pénaliser celle des substrats
neutres et basiques (Glenner et al., 1962; Danielsen et al., 1980; Lalu et al., 1986; Yamada et al., 1988).
En présence de calcium, le Km de I’APA pour le GIuNA varie, selon les auteurs, de 62 a 198 uM
(Danielsen et al., 1980; Lojda and Gossrau, 1980; Kugler, 1982; Lalu et al., 1984; Claperon et al., 2009)
et son activité spécifique (kcat) varie de 22 a 40 umol de GIuNA hydrolysé/min/mg d’enzyme (Benajiba
and Maroux, 1980; Gorvel et al., 1980; Tobe et al., 1980; Yamada et al., 1988; Herzig et al., 1992;
lturrioz et al., 2000)(Tableau I).
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Taux d’hydrolyse relative de différents substrats par I’APA (% GIuNA)

Yamada et al,. 1988 Lalu et al,. 1986 Danielsen et al,. 1980
Substrats 6 mM Ca%* 6 mM Ca% @ Ca** 1 mM Ca?
AlaNA 4 4 1,4 0,46
ArgNA 3 4 4,1 0,78
AsnNA 2
AspNA 47 21 23
CysNA 1 0
GInNA 3
GluNA 100 100 100 440
y-GIuNA 0 0
GIlyNA 2
HisNA 0
HypNA 0
lleNA 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 | : Comparaison de I'hydrolyse relative de différents substrats synthétiques par I’APA par
rapport au substrat synthétigue GIuNA (Danielsen et al., 1980; Lalu et al., 1986; Yamada et al., 1988).

3) Les effets des ions métalliques
Il a été montré que I'hydrolyse des substrats acides par APA était inhibée par 'EDTA ainsi que par les
formes ioniques des métaux de transition comme le ZN?*, le Ni%*, le Cu?*, le Hg*, le Cd?** et le Co?* (Tobe
et al., 1980). Comme mentionné ci-dessus, la forme ionique du Calcium, Ca?*, potentialise I’hydrolyse
des substrat acides par I’APA tout en pénalisant celle des substrats neutres ou basiques (Glenner et al.,
1962; Danielsen et al., 1980). Il a été montré que I'ECso d’activation de I’APA murine par le calcium était
comprise entre 25 uM et 49 uM (Iturrioz et al., 2000; Claperon et al., 2008, 2009). Plus en détail, I'effet
activateur du calcium est médié par une diminution du Km de I’APA pour le substrat GIuNA d’un facteur
6 sans modification du kc.t. Les premiéeres études ont suggéré que I'atome de calcium se logerait dans
le sous-site S1 du site actif de I’APA ou il interagirait avec la chaine latérale acide des substrats
(Danielsen et al., 1980). Cette localisation du calcium fut appuyée par les études démontrant que les
résidus Asp-213 et Asp-218 de I’APA de souris, situés dans le sous-site S1, permettaient la liaison du

calcium dans le site actif de I’APA (Claperon et al., 2008). La structure cristallographique de I’APA a
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permis de confirmer la localisation du calcium et de ses ligands en ajoutant que trois molécules d’eau
permettaient également de coordonner I'ion calcium (Yang et al., 2013). Enfin, il a été montré que la
mutation de I’His-450 de I’APA de souris empéchait la liaison du calcium a I'enzyme. Or ce résidu est
situé sur la surface de ’APA, a 11 A du sous-site S1 et a I'entrée d’un tunnel conduisant au site actif de
I'enzyme (lturrioz et al., 2000; Yang et al., 2013). Ces effets suggerent que I'ion calcium pourrait

accéder au sous-site S1 de I’APA via ce tunnel (lturrioz et al., 2000).

4) Inhibiteurs de I'aminopeptidase A

a) Lesinhibiteurs d’aminopeptidases monozinc

i) Les inhibiteurs non spécifiques
Puisque I'atome de zinc présent dans le site actif des aminopeptidases monozincs joue un role a la fois
structural et dans I'acte catalytique de ces enzymes, celles-ci sont donc sensibles aux chélatants des
métaux comme I'EDTA (Glenner and Folk, 1961) ou I'orthophénantroline (Ronquist, 1988) qui les
transforment en apoenzymes inactives. La puromycine est un antibiotique qui peut également inhiber
I’activité des aminopeptidases monozincs (Dewey and Kidder, 1964) avec, toutefois, un faible pouvoir

inhibiteur (Figure 5).
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Figure 5 : Inhibiteurs non spécifiques d’aminopeptidases monozincs
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ii) Inhibiteurs spécifiques
Il existe deux types d’inhibiteurs ciblant exclusivement le site actif d’'une enzyme, les inhibiteurs
irréversibles et les inhibiteurs réversibles compétitifs. Les inhibiteurs irréversibles se lient de fagon
covalente au site actif de I'enzyme et I'inhibe de facon permanente. Les inhibiteurs réversibles,

s’associent de fagon non covalente au site actif de I'enzyme et entrent en compétition avec le substrat.

a. Lesinhibiteurs irréversibles ou substrats suicides
L'a-chlorométhyle-aspartate et I’ a-bromométhyle-glutamate qui appartiennent a la famille des a-
halogénocétones inhibent I’APA de facon irréversible avec une affinité d’environ 300 nM (Chung et al.,

1983).

b. Les inhibiteurs réversibles compétitifs
Il existe deux types d’inhibiteurs réversibles compétitifs des aminopeptidases, ceux ciblant I'état de
transition, suivant la formation du complexe enzyme-substrat, et ceux possédant un groupement

chélatant le zinc.

Pendant I’état de transition, le substrat présente une géométrie tétraédrique qui renforce sa liaison
au sein du site actif de I'enzyme. Durant cette étape de la catalyse, il établit des liaisons hydrogenes et
électrostatiques avec le site actif de I'enzyme qui n’existaient pas dans le complexe de Michaelis
(complexe enzyme/substrat). Ainsi, les inhibiteurs qui miment cet état de transition sont capables
d’inhiber de maniére spécifique les aminopeptidases en établissant plusieurs liaisons hydrogénes et
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
actif de I'enzyme et lient le zinc par leur groupement chélatant (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
gu’ils ont été concus d’aprés le site actif de I'enzyme ciblée, les inhibiteurs synthétiques sont plus

spécifiques et surtout plus sélectifs que les inhibiteurs naturels.

i. Les inhibiteurs naturels
La majorité des molécules naturelles, inhibitrices d’aminopeptidases, ont été isolées a 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). Ont été notamment isolées la bestatine, I'amastatine, la

probestine, I'arphaménine et I'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 premiere molécule
identifiée (Umezawa, 1976). Cet inhibiteur possede un pouvoir inhibiteur d’environ 200 uM pour I’APA
et de 5 uM sur I’APN, ce qui le rend peu affin et peu sélectif. Il possede des activités antitumorales et
immunomodulatrices (Umezawa, 1976) qui seraient dues a son inhibition de I'aminopeptidase W

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

L'amastatine ((2R, 3R) 3-amino-2hydroxy-methylhexanoy-Val-Val-Asp) (Aoyagi et al., 1978b) posséde
un pouvoir inhibiteur sur I’APA de 8 uM et de 0,2 uM sur I’APN et la LTA4H (Ahmad and Ward, 1990)

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

L'actinonine ((R) 3-(N-hydroxy)carboxyamido-pentylpropanoyl-val-prolinol) (Ollis and East, 1964) est
un hydroxamate plus actif sur I’APN (ICso = 2 uM) que sur I’APA (ICso = 50-100 uM) ou 'APW (ICso > 1
mM) (Tieku and Hooper, 1992), ce qui le rend plus sélectif pour I'’APN mais tout de méme peu

spécifique.

La probestine ((2S, 3R) 3-amino-2hydroxy-4-phénylbutanoyl-leucine-proline-proline) correspond a la
bestatine-proline-proline (bestatine-Pro-Pro) (Aoyagi et al., 1990; Yoshida et al., 1990). Il possede un
pouvoir inhibiteur sur I’APN de 0,05 uM et > 5uM sur I’APA et ’APW. |l constitue ainsi un inhibiteur

relativement spécifique et sélectif de I’APN (Tieku and Hooper, 1992).
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L'arphaménine B (arginine-cétométhyléne-D-Tyrosine) (Aoyagi et al., 1986) posséde un pouvoir
inhibiteur de 0,3 uM sur la Leucine-Aminopeptidase (LAP, EC 3.4.11.1) et > 6 uM sur I’APB ce qui en
fait un inhibiteur d’APB plutot sélectif de la LAP mais peu spécifique (Ahmad and Ward, 1990).

Au sein de I'APN, la bestatine ne se lie pas comme un inhibiteur du complexe de Michaelis. Le
groupement phénylbutanoyl vient se placer au fond du sous-site S1. Ses groupements amino,
carbonyle oxygéne et a-hydroxyle interagissent avec I’APN via le solvant. Le groupement carboxylate
C-terminal libre de sa leucine (Leu) coordine le zinc et une molécule d’eau tandis que la chaine latérale

de cette Leu interagit avec le sous-site S1’ (Wong et al., 2012).

ii. Les inhibiteurs synthétiques
Les premiers inhibiteurs synthétiques d’aminopeptidases développés furent dérivés d’inhibiteurs
naturels, comme ceux dérivés de la bestatine, dans I'objectif d’améliorer ces pharmacophores. Ainsi,
le fait d’avoir ajouté un résidu arginine (Arg) en position P3’ de la bestatine a permis d’obtenir un
composé, bestatine-L-Arg-AcOH, ayant un pouvoir inhibiteur sur I’APN de 2.1 nM, le rendant 100 fois
plus affin que la bestatine (Shimamura et al., 1984). D’autres études ont montré que substituer
I’hydroxyle de la bestatine soit, par un thiol, n"améliorait pas I'interaction avec le zinc (Gordon et al.,
1988; Ocain and Rich, 1988) soit, par une amine, entrainait une chute du pouvoir inhibiteur vis-a-vis

de I’APN, I’APB et la LAP (Herranz et al., 1992).

La conception rationnelle d’inhibiteurs synthétiques est issue des connaissances acquises sur la
spécificité des sous-sites du site actif de I'enzyme et notamment celle du sous-site S1. En effet, ce sous-
site accueille le résidu N-terminal du peptide a hydrolyser, appelé P1. Ainsi, I'inhibiteur congu sur la
base du résidu P1, spécifique de I'’enzyme ciblée, doit posséder une amine N-terminale libre pour étre
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).
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Figure 7 : Représentation des différents chélatants du zinc (mododentate ou bidentate).
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Ainsi ont pu étre développés des inhibiteurs comme le 1,5-diaminopentane-1-thiol (Lysine-thiol
,LysSH) pour I’APB (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) pour I’APN ou I'acide 4-amino-4-mercaptobutanoique (Glutamate-thiol, GIuSH) pour
I’APA et I'APN (Wilk and Thurston, 1990) (Tableau II).

Nom Formule Cible . PL‘Z{U":!OIT Publication
inhibiteur
. EJ on 0.4 uM Wilk and Thruston, 1990
SH

MetSH ij APN 8 nM Réaux et al., 1999
SH
PheSH ©j\/ APN 5nM Gros et al., 1988
LysSH k%\/ APB 0,9 nM Ocain et al., 1987
HoM

Tableau Il : inhibiteurs synthétigues thiolés d'aminopeptidases monozincs.

Afin de pouvoir I'utiliser in vivo, le groupement thiol peut étre protégé de la dégradation par I'ajout
d’un groupement carboxamidophényle (Gros et al., 1988). Aussi et afin de passer la barriere hémato-
encéphalique (BHE), le groupement thiol peut étre oxydé. Il en résulte une molécule formée de deux
monomeéres d’inhibiteurs reliés par un pont disulfure, capable de rentrer dans le cerveau (Fournié-

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

Enfin, ces inhibiteurs ciblant le sous-site S1 de I'’enzyme et chélatant le zinc peuvent servir de base pour
I’étude des résidus P1’ et P2’ qui ciblent les sous-sites S1’ et S2’ respectivement. L’ajout de ces résidus
permet d’augmenter la spécificité et la sélectivité des inhibiteurs pour I'enzyme cible comme c’est le

cas pour I’APA (David et al., 1997, 1999).
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b) Les inhibiteurs synthétiques de I'aminopeptidase A
Sachant que I'APA hydrolyse spécifiquement les résidus N-terminaux acides des peptides, les
premieres études de développement d’inhibiteur se sont focalisées sur I'ajout d’'un groupement thiol
sur le carboxylate a de I’Asp ou du Glu donnant naissance a I’Asp-thiol (AspSH, Acide 3-amino-3-
mercaptopropanoique) et au glutamate-thiol (GluSH) (Wilk and Thurston, 1990). Leur pouvoir
inhibiteur sur I’APA est respectivement de 1,2 uM et 0,4 UM mais ils inhibent également I’APN avec
une affinité micromolaire (similaire dans le cas du GIuSH). Ils sont donc des inhibiteurs peu spécifiques

et peu sélectifs de I’APA (Wilk and Thurston, 1990).

Les études suivantes ont cherché a 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
fait que I’APA hydrolyse préférentiellement les résidus acides mais aussi au fait que le GIUNA est mieux
hydrolysé que I’AspNA. Ceci souléve les questions de I'influence de la longueur de la chaine latérale du
résidu P1, de la position de la fonction acide sur cette chaine latérale et de I'augmentation de la
polarité de la chaine latérale du résidu P1 sur le pouvoir inhibiteur. Ainsi, en faisant varier la nature de
la chaine latérale du résidu P1 (aromatique, alicyclique, aliphatique ramifiée) et la position de Ila
fonction acide sur l'inhibiteur, différentes séries de composés ont été synthétisées. Ils ont ensuite
comparé le pouvoir inhibiteur de ces composés avec celui du GIuSH et comparé la sélectivité de ces
composés pour I’APA vis-a-vis de I’APN. Ces molécules n’ont pas présenté un pouvoir inhibiteur sur
I’APA supérieur a celui du GIuSH. Néanmoins, le fait de substituer la fonction carboxylate du GluSH par
une fonction sulfonate, plus polaire, a permis d’augmenter la sélectivité de ce composé, I'EC33 ((S) 3-
amino-4-mercaptobutanesulfonate), d’un facteur 100 pour I’APA (Ki = 290 nM) par rapport a I’APN (Ki
= 25000 nM) (Chauvel et al., 1994a, 1994b).

Afin d’améliorer le pouvoir inhibiteur des composés thiolés, analogues du résidu P1, les études ont
cherché a augmenter les interactions APA/inhibiteur en développant, par chimie combinatoire, des
molécules capables d’interagir avec les sous-sites S1, S1’ et S2’ de I'enzyme (David et al., 1997, 1999).
Ces deux études ont développé des inhibiteurs pseudo-tripeptidiques a partir de dérivés sulfonamides
(SO2NH;) et carboxylates (COOH) couplés a la chaine latérale d’une sous-unité a-mercapto-B-
aminoacyl. A cette chaine sont couplés des dipeptides optimisés pour interagir avec les sous-sites S1’
et S2’ de I’APA. Les meilleurs composés sont ceux possédant un Glu sulfonamidé en position P1, un
résidu hydrophobe en position P1’ (tyrosine (Tyr) ou isoleucine (lle)) et un résidu chargé négativement
en position P2’ (un Asp ou un dérivé d’Asp comme la carboxyproline) dont I'affinité sur I’APA est de
I’ordre du subnanomolaire a nanomolaire et sur I’APN de 200 nM a plus de 10 uM (David et al., 1997,

1999). Ainsi, ces études ont permis de développer des inhibiteurs spécifiques et hautement sélectifs
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de I’APA (Tableau Ill). Cependant, leur inefficacité in vivo a nécessité de poursuivre la recherche d’un

inhibiteur a la fois puissant et sélectif de I’APA actif in vivo.

Toujours dans I'objectif d’améliorer la spécificité d’inhibiteurs dérivés de I'EC33, les études ont cherché
a développer un inhibiteur possédant un groupement chimique capable d’interagir avec le sous-site
S1’ de I'APA. Ainsi I'ajout d’un groupe phénylhexane (CH,CH>-phényl) en a du thiol a permis de
développer un composé, le NI929 (acide (3S,4S)-3-amino-4-mercapto-6-phényl-hexane-1-sulfonique),
dont le pouvoir inhibiteur sur I’APA est de 30 nM, ce qui augmente son affinité pour 'enzyme d’un
facteur 10 par rapport a I’'EC33 (Inguimbert et al., 2005) (Tableau Ill). Des études sont aujourd’hui en

cours pour évaluer I'efficacité du NI1929 in vivo.

Une autre stratégie de développement d’inhibiteurs a été de cibler I’état de transition de I'enzyme. En
substituant le groupement carboxylate libre en a d’un Asp ou d’'un Glu par un groupement
phosphonate (POsH,), il a été possible de développer des molécules capables de mimer I'intermédiaire
tétraédrique de I'état de transition et ainsi inhiber les aminopeptidases monozincs dont
I’'aminopeptidase N mais avec une faible affinité (Ki > 10 uM) (Lejczak et al., 1993). Du fait que I’APA
ait une spécificité de substrat plus importante pour le Glu que I'Asp, I'inhibiteur glutamate-
phosphonate (GluPOsH,) a été évalué pour sa capacité a inhiber I’APA. Son pouvoir inhibiteur est de
82 nM ce qui en fait un inhibiteur hautement spécifique et sélectif de I’APA (Vazeux et al., 1997). Une
autre étude a cherché a développer le potentiel des inhibiteurs phosphéniques de I'aminopeptidase A
en augmentant les interactions entre I'enzyme et l'inhibiteur par I'ajout de résidus en position P1’ et
P2’ de I'inhibiteur capable de lier les sous-sites S1’ et S2 ‘ de I’APA (Dive et al., 2000; Georgiadis et al.,
2000). Ainsi cette étude a permis de mettre évidence un nouvel inhibiteur de I'APA, le Glu-W(PO,-CH,)-
Leu-Ala, présentant une affinité subnanomolaire pour I’APA (Ki =0,8 nM) et une grande sélectivité vis-
a-vis de I’APN (Ki > 35000 nM) (Georgiadis et al., 2000) (Tableau Ill). Néanmoins, la capacité de ces

inhibiteurs a inhiber I’APA in vivo n’a pas été démontrée.
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Sous-site 51

Pouvoir inhibiteur

Nom sur I'APA Publication
AspSH 1,2 uM Wilk et al., 1990
og : K
GluSH /) 0,4 uM Wilk et al., 1990
\,\1 SH
EC33 | 0,29 UM Chauvel et al., 1994
"".{_{/’ "
/} Lejczak., 1993
GIuPO;H, ( p 82nM Vazeux ., 1997
HN ;‘-H oH
Sous-site $1'
CD424c 48 nM David et al., 1999
J -'\\" )\
Ni929 J \_~ 30 nM Inguimbert et al., 2005
Sous-site §1 Sous-site 81' Sous-site §2'
SC1021 3,2nM David et al., 1999
CD409b-11 4,3 nM David et al., 1999
T
CD497b C j M 0,8nM David et al., 1999
GluW(PO,CH,)-Leu-Ala [ GI J/ LLH 0,8nM Giorgiadis et al., 2000
N A A,
WOOUOT

Tableau Il : Inhibiteurs synthétiques de I'APA, analogues du complexe de Michaelis ou de I'état de

transition, ciblant soit le sous-site S1, soit les sous-sites S1 et S1’, soit les sous-sites S1, S1’ et S2’ de

I'enzyme.
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1Iv) Expression tissulaire et cellulaire de ’'APA

1) Ala périphérie
L'APA est fortement exprimée a la périphérie, notamment dans le rein et I'intestin gréle qui ont servi

de sources pour de nombreuses études de purification de I'enzyme.

En effet, le rein a servi a purifier 'APA dans plusieurs espéces comme le rat, la souris ou le porc
(Glenner and Folk, 1961; Danielsen et al., 1980; Assmann et al., 1992; Hesp and Hooper, 1997). Dans
le rein, la plus grande quantité d’APA détectée par immunohistochimie ou par détection d’activité se
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). L'utilisation d’un anticorps spécifique et sélectif de I’APA (L. Song et al., 1994), ainsi
gue la mesure de son activité enzymatique en présence ou en absence d’EC33 ont permis de détailler
la distribution de I’APA le long du néphron de rat (Hus-Citharel et al., 1999). Ainsi, dans le néphron,
I'activité APA est plus importante au niveau cortical que médullaire. Ce gradient cortico-médullaire de
la distribution de I’APA est superposable a celui des réponses calciques induites par I’Ang Il et 'Ang llI
et a ceux des distributions rénales de I'ECA (Marchetti et al., 1987) et des récepteurs de I'angiotensine

Il de type | (AT1) (L. Song et al., 1994).

L'intestin gréle est le second organe présentant une forte expression de I’APA, notamment au niveau
de la bordure en brosse des microvillosités de I'intestin ou elle représente 4% des protéines totales
(Benajiba and Maroux, 1980; Lojda and Gossrau, 1980; Mentzel et al., 1996). Au sein de I'intestin, la

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

L'APA est également exprimée dans I'’endothélium de plusieurs organes comme le poumon, ou son
activité est la plus forte, (Huang et al., 1994), les glandes surrénales (Del Vecchio et al., 1980),le cceur
(Li et al., 1993). Au niveau cellulaire, ’APA est exprimée dans les hépatocytes (Lojda and Gossrau,
1980), les cellules réticulaires corticales du thymus (Gossrau et al., 1987), les cellules B des ilots de
Langerhans (Hardtner et al., 2013) et dans I'épithélium des canaux interlobulaires pancréatiques

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

Dans le cerveau de rat, il a été possible d’établir la distribution de I’APA en mesurant son activité en
présence ou en absence de I'EC33 dans des noyaux cérébraux microdisséqués sur des coupes frontales
de cerveau de rat congelées (Zini et al., 1997). Ainsi, les activités APA les plus fortes se trouvent dans
I'organe vasculaire de la lamina terminalis (OVLT), I'organe subfornical (SFO), I'’éminence médiane,
I’area postrema, I’'hypophyse antérieure et postérieure, le noyau arqué et le noyau supraoptique. Dans
le noyau du tractus solitaire (NTS) et le noyau paraventriculaire on retrouve une activité APA modérée.
L'activité APA se retrouve dans des structures cérébrales impliquées dans le contréle de la pression
artérielle, dans la prise de boisson ou dans la sécrétion d’hormones hypophysaires. De plus il existe
une superposition entre la distribution de I’activité APA, la localisation des terminaisons des neurones
angiotensinergiques et la distribution des récepteurs AT1 (Figure 8). Ceci suggere que I’APA serait un
composant du systeme rénine-angiotensine (SRA) cérébral et serait impliquée dans le contrdle de la

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

A) Voies angiotensinergiques dans le cerveau de rat, ainsi que les différents sites d’actions des Ang Il et
Ang Il cérébrales et les trois différents mécanismes suivant lesquels les angiotensines cérébrales
pourraient augmenter la pression artérielle (Sécrétion d’AVP dans la circulation sanguine, activation de
I'activité des promotoneurones dans la médulla rostroventrolatérale et inhibition du baroréflexe dans
le noyau du tractus solitaire).

B) Distribution des ARNms des récepteurs AT1la, AT1b et AT2 dans le cerveau de rat (Zini et al., 1997).

C) Distribution de I'activité enzymatique de I’APA dans le cerveau de rat (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 ; 10, olive inférieure ; LS, septum latéral ; LC, locus
cecerelus ; LNR, noyau réticulé latéral ; MeA, noyau amygdaloide 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
de I’hypothalamus ; R, noayu rouge ; RVLM, médulla rostroventrolatérale ; SFO, organe subfornical ; SON,
noyau supraoptique ; Sth, noyau subthalamique ; Th, thalamus ; Xll, noyau hypoglossal.

Chez 'Homme, la distribution cérébrale de I’APA est similaire a celle du rat. On retrouve une forte
activité de I'enzyme au niveau des plexus choroides et de la glande pinéale. Une activité APA a aussi
été détectée dans le NTS, le septum, le bulbe olfactif, le cortex préfrontal, le noyau accubens et

I’hypothalamus, au niveau des noyaux paraventriculaire et supraoptique. Au sein de ces structures on

38



observe également une expression des récepteurs des angiotensines et des terminaisons des neurones
angiotensinergiques. Nombre de ces structures sont impliquées dans la régulation de I'équilibre
hydrique et de la pression artérielle par une action de I’Ang II/ Ang lll sur le contréle de la sécrétion de
vasopressine (AVP) dans I'hypothalamus, du baroréflexe au niveau du NTS et de I'activité sympathique
au niveau de la médulla ventrolatérale (de Mota et al., 2008). En utilisant un anticorps spécifique et
sélectif de I’APA (L. Song et al., 1994), il a été possible de démontrer chez 'Homme une localisation
neuronale et aussi vasculaire de I’APA dans le NTS, le noyau dorsal vague, I’hypoglosse et le noyau
ambigu (de Mota et al., 2008). Ces structures de la médulla oblongata sont impliquées dans le controle
autonome de la pression artérielle, notamment au niveau du baroréflexe et de l'innervation
sympathique. Ces structures expriment aussi I’ARNm des récepteurs AT1, des sites de liaisons de I’Ang
Il et de I'Ang Il ainsi que des terminaisons des neurones angiotensinergiques (Allen et al., 1988;
MacGregor et al.,, 1995). Ces données renforcent I’hypothése que I'APA pourrait étre un des

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

Comme a la périphérie, le SRA cérébral se compose des mémes éléments, a savoir une cascade
enzymatique d’hydrolyse en quatre étapes de I'angiotensinogéne qui donne naissance successivement
a I'angiotensine | (Ang 1), I'angiotensine Il (Ang Il), I'angiotensine Il (Ang Ill) et I'angiotensine IV (Ang
IV). Chaque étape d’hydrolyse est effectuée par une enzyme spécifique que sont successivement la
rénine, I'enzyme de conversion de I'angiotensine (ECA), I'aminopeptidase A (APA) et 'aminopeptidase
N (APN). Enfin, les récepteurs de I'angiotensine 11/11l de type 1 (AT1) et de type 2 (AT2) sont également
présents (Phillips, 1987; Allen et al., 1992; Saavedra, 1992; Lenkei et al., 1997; Ferguson, 2009) (Figure
9).

Les composants du SRA périphérique n’interagissent pas avec ceux du systéeme cérébral puisque ni la
rénine, ni les angiotensines circulantes ne peuvent pénétrer dans le cerveau (Ganten et al., 1976; Fei
etal., 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 barriere. En effet ceux-ci,
comme l'organe subfornical, I'organe vasculaire de la lamina terminalis et I'area postrema,
contiennent des capillaires fenétrés qui permettent des échanges avec la circulation sanguine (McAllen
et al.,, 1990). Ainsi, dans certaines conditions physiopathologiques telles que la déshydratation,
I"augmentation des taux d’Ang |l circulante va permettre la pénétration de ce peptide dans les organes
circumventriculaires et I'activation des récepteurs AT1 présents dans ces organes. Les voies
neuronales, dont les voies angiotensinergiques, reliant les organes circumventriculaires aux noyaux
supraoptique et paraventriculaire vont étre activées et conduire a une augmentation de I'activité des
neurones vasopressinergiques. Ces neurones vont libérer I'arginine-vasopressine (AVP) dans la
circulation sanguine qui, au niveau du rein, va induire une diminution de la diurése. Les organes
circumventriculaires sont donc un lieu d’interaction privilégié entre le SRA systémique et le SRA

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

1) L’angiotensinogéene

L'angiotensinogéne est présent dans le systeme nerveux central (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), I'organe subfornical, les
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 ou il représente
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entre 1 et 10% des protéines totales (Hilgenfeldt, 1984). L’angiotensinogéne ainsi que son ARNm ont
été détectés dans d’autres régions cérébrales comme |'hypothalamus et la medulla oblongata
(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) recapturent I'angiotensinogéne présent dans le liquide

céphalorachidien.

L’angiotensinogéne humain est un peptide de 485 acides aminés constitué d’un peptide signal de 33
acides aminés suivit de 12 acides aminés ( Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu-Val-lle) (Kageyama
et al., 1984) et se terminant par une séquence peptidique de 440 acides aminés. Lors de la sécrétion
de I'angiotensinogéne, le peptide signal est clivé puis le peptide circulant va étre hydrolysé soit en
angiotensine 1-12 (Ang 1-12, Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu-Val-lle), soit en Ang | (Ang 1-10,
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu) par la rénine (Figure 9). La partie C-terminale de
I’'angiotensinogéne, appelée des(angiotensine l)angiotensinogene (Hackenthal et al., 1976; Ménard et
al., 1983) possede une homologie structurale et de séquence avec la famille des sérines (Ser) protéases
inhibitors (serpin). Toutefois, I'angiotensinogéne ne présente pas d’activité d’inhibition (Hackenthal et
al., 1976; Bouhnik et al., 1981). Elle jouerait un réle de chaperonne, protégeant les Ang 1-12 et Ang |,

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

) L’angiotensine 1-12

Par une enzyme et un mécanisme encore inconnus, |’angiotensinogene est hydrolysé en Ang 1-12
(Nagata et al.,, 2006; Ahmad et al., 2014). Sa présence a été démontrée dans le cerveau ou sa
concentration est cing fois plus importante que celle de I’Ang Il (Nagata et al., 2006). Il a été montré
gue son injection dans le PVN ainsi que dans le NTS provoquait les méme effets sur la pression artérielle
gue l'injection d’Ang Il, suggérant que ce peptide pouvait avoir un réle dans le contréle central de la
pression artérielle (Chitravanshi and Sapru, 2011; Chitravanshi et al., 2012). Cependant, ’Ang 1-12 est
rapidement hydrolysée par 'ECA en Ang Il (Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe) (Arnold et al., 2010) ce qui
suggére un réle de réservoir pour la production d’Ang Il, indépendamment de la production d’Ang Il

via la voie de la rénine (Oparil, 2007; Trask et al., 2008) (Figure 9).
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) La rénine et I'angiotensine |

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
rénine est présente dans le cervelet, I'hippocampe, le noyau dorsal du nerf vague, le noyau inférieur
de I'olive, la formation réticulée, la medulla rostro-ventrolatérale, le noyau central de 'amygdale, le
noyau parabrachial latéral, le noyau trigéminal mésencéphalique, les noyaux de la lame terminale et
dans I'organe subfornical (Lavoie et al., 2004). La rénine A reconnait spécifiquement le motif His-Pro-
Phe de I'angiotensinogéne et hydrolyse la liaison peptidique entre la Phe* et I'His*> pour donner

naissance a I’Ang | (Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu) (Nakagawa et al., 2007) (Figure 9).

La rénine B est issue de I'épissage du gene de la rénine A au niveau d’un promoteur alternatif situé
dans l'intron 1 (Lee-Kirsch et al., 1999, p.). Son expression est exclusivement neuronale et son ARNm
est présent dans I’hypothalamus et le bulbe rachidien, des structures impliquées dans la régulation des

fonctions cardiovasculaires et des hormones hypophysaires.

\Y)] L’enzyme de conversion de I’angiotensine (ECA) et I’angiotensine |l

L'ECA (EC 3.4.15.1) cérébrale a été détectée par plusieurs méthodes, soit par dosage de son activité
enzymatique, soit par immunohistochimie, soit par autoradiographie (utilisation d’un inhibiteur de
haute affinité radiomarqué, le captopril radioiodé) (Mendelsohn, 1984; Mendelsohn et al., 1984).
Ainsi, 'ECA est exprimée en grandes quantités dans les plexus choroides, les ganglions de la base
(noyau caudé, putamen et globus pallidus), la substance noire, I'organe subfornical au niveau des
cellules neuronales, les cellules épendymaires de tous les ventricules et sur la surface luminale de
I’endothélium. On en retrouve en plus faibles quantités dans I’hypothalamus, le thalamus, I'amygdale,
le cervelet et le tronc cérébral (Mendelsohn, 1984; Mendelsohn et al., 1984; Strittmatter et al., 1984;
Pickel et al., 1986). Par fractionnement subcellulaire, il a été observé que I'ECA était également
présente au sein des synaptosomes (Yang and Neff, 1972; Paul et al., 1985). L'ECA hydrolyse I’Ang |
(Ang 1-10) entre la Phe® et I’His® pour donner naissance a I’Ang Il (Ang 1-8, Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-
Phe) (Erdos, 1975) (Figure 9). De fagon intéressante, il a été montré dans plusieurs régions cérébrales
comme la substance noire et les ganglions de la base que I'ECA est co-localisée avec I’Ang Il mais aussi

avec les récepteurs des angiotensines II/Ill de type 1 (AT1) confirmant une implication de 'ECA dans la
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formation de I’Ang Il et suggérant son implication dans la régulation des fonctions effectuées par ce
peptide (Chai et al., 1993; Johren et al., 1997; Zhuo et al., 1998). Aussi, il a été montré que dans la
substance noire au sein du systeme nigrostriatal, I'ECA était impliquée dans le métabolisme de la

substance P (Mauborgne et al., 1987).

V) L’aminopeptidase A et I’angiotensine lli

Comme expliqué dans le chapitre précédent, 'APA cérébrale est exprimée dans les structures
impliquées dans le controle 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'APA, hydrolyse I’Asp N-terminal de I’Ang Il (Ang 1-8) , donnant naissance a I’Ang Il (Ang 2-8, Arg-Val-
Tyr-lle-His-Pro-Phe) (Bausback et al., 1988) (Figure 9).

Vi) L’aminopeptidase N et I’angiotensine IV

L’APN (EC 3.4.11.2) a été localisée dans différentes structures cérébrales comme sur les membranes
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
des plexus choroides, de I'organe subfornical et de la neurohypophyse (Gros et al., 1986; Bourne et al.,
1989; Schnabel et al., 1992). L’APN fut tout d’abord localisée, par immunohistochimie, exclusivement
sur les vaisseaux sanguins (Hersh et al., 1987). Cependant, des études postérieures ont précisé sa
localisation dans les vaisseaux du parenchyme cérébral par immunohistochimie. En effet, ’APN est
exprimée dans les cellules périendothéliales et dans les péricytes de la BHE (Kunz et al., 1994; Alliot et
al., 1999a, 1999b). Ceci suggere que I’APN hydrolyse préférentiellement les peptides présents dans le
parenchyme cérébral plutét que ceux présents dans la circulation sanguine. Enfin, grace a un inhibiteur
de haute affinité de ’APN radiomarqué, la présence de sites de liaison de I'enzyme a été detectée dans
de nombreux noyaux cérébraux de I’hypothalamus et de la medulla oblongata (Noble et al., 2001). Or
ceux-ci participent au contréle de la pression artérielle, au controle de la prise de boisson ainsi qu’a la
régulation de la sécrétion des hormones hypophysaires. Ainsi, comme I’APA, I’APN pourrait avoir un

réle dans la régulation de ces fonctions.

L’APN hydrolyse I’Arg N-terminal de I’Ang Il (2-8), donnant naissance a I’Ang IV (Ang 3-8, Val-Tyr-lle-
His-Pro-Phe) (Zini et al., 1996; Stragier et al., 2007) (Figure 9). L'Ang IV (Ang 3-8) est libérée dans la

circulation sanguine et se fixe sur « I’enzyme insulin-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 a
I'insuline (Albiston et al., 2001; Mascolo et al., 2017). L'IRAP a été identifiée comme le récepteur de
I’Ang IV. L'Ang IV se fixe sur cette enzyme en dehors du site actif et inhibe la dégradation des substrats

naturels de I'IRAP avec une affinitié de 20 nM (Albiston et al., 2001; Mascolo et al., 2017).
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Figure 9 : Représentation du systéme rénine angiotensine cérébral.

VIl) Les voies angiotensinergiques

Les voies angiotensinergiques ont été détectées par immunohistochimie, grace a des anticorps
capables de reconnaitre aussi bien I'’Ang Il que I’Ang Ill. Il a donc été montré que ces voies naissent
dans les organes circumventriculaires, au niveau du SFO et de I'OVLT, et se projettent dans l'aire
préoptique au niveau du noyau préoptique médian (MnPO) et dans I'"hypothalamus au niveau du
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 épiniére ou elle innerve les neurones

préganglionnaires orthosympathiques (Lind and Ganten, 1990).

Lorsque les voies angiotensinergiques sont stimulées ou si I'on injecte par voie centrale I’Ang Il ou I’Ang
lll, on observe une augmentation du comportement dipsique, une libération d’AVP de la
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 : 'augmentation de la libération d’AVP dans la circulation sanguine, I'augmentation de I'activité
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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 a un stade précoce de I'hypertension artérielle (Julius et al.,

1988). Cette hyperactivité pourrait participer soit a I'origine, soit au maintien de cette pathologie.

VIII) Les récepteurs des angiotensines I, lll et IV

I a été montré par des techniques d’hybridation in situ et d’autoradiographie que, chez les
mammiféres, les récepteurs des angiotensines II/Ill 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
I’organe subfornical (SFO), I'organe vasculaire de la lamina 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
localisation, les récepteurs ATla exercent un contrble sur la prise de sel, I'équilibre hydrique, la

pression artérielle et la sécrétion des hormones hypophysaires.

Les récepteurs des angiotensines lI/lll de type 1b (AT1b) ont été exclusivement détectés dans
I'antéhypophyse, au niveau des cellules corticotropes et lactotropes, ou ils régulent I'action
stimulatrice de I'Ang Il ou de I’Ang Ill sur la sécrétion de I’hormone corticotrope (ACTH) et de la

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

Les récepteurs des angiotensines lI/11l 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, le noyau subthalamique, le noyau de I'olive inférieure ou le locus ccerelus et sont
impliqués dans le contréle des fonctions sensorielles et motrices (Millan et al., 1991; Lenkei et al.,

1997).
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Chapitre 4 : L’aminopeptidase A, cible thérapeutique potentielle

1) Recherche du peptide effecteur du SRA cérébral

1) Régulation de I'activité aminopeptidase A dans le cerveau de modéles

expérimentaux d’hypertension

a) Le rat spontanément hypertendu (SHR), un modéle d’origine

génétique
Le rat spontanément hypertendu est un modele proche de I'hypertension essentielle humaine. Cette
souche de rat a été établie suite a I'observation dans une portée de rat Wistar kyoto (WKY) d’'un maéle
spontanément hypertendu et d’une femelle avec une pression artérielle élevée (supérieure a 130
mmHg). Ces deux rats ont été accouplé et leur descendance sélectionnée sur I'expression de
I’hypertension spontanée, donnant naissance a la souche 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
mmHg) génétiquement apparentés, le SHR a des taux cérébraux d’angiotensinogéne d’Ang Il et d’Ang
[l plus élevés (Schelling et al., 1982; Phillips and Kimura, 1988; Meyer et al., 1989; Yongue et al., 1991).
De plus, la cinétique de formation de I’Ang Il 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
possede une plus grande densité de sites de liaison des récepteurs AT1 (Raizada et al., 1993; K. Song
et al., 1994). Enfin, 'activité APA cérébrale chez le SHR est significativement plus élevée que chez le
rat normotendu, notamment dans les structures cérébrales impliquées dans le contréle de la pression
artérielle, de la prise de boisson et de la sécrétion des hormones hypophysaires. Les plus grandes
augmentations d’activité APA sont observées dans les organes circumventriculaires, le SON, le noyau

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

b) Le rat DOCA-Sel, un modéle provoqué

Le rat DOCA-sel est un modele d’hypertension artérielle secondaire, c’est-a-dire que I'hypertension se
met en place suite a une pathologie. Ce modeéle s’apparente chez I'Homme a I'hypertension
dépendante du sel qui touche particulierement la population afro-américaine résistante aux
traitements classiques, que ce soit par les inhibiteurs d’ECA (enalapril, captopril...) ou par les

antagonistes des récepteurs AT1 (sartans).
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L'hypertension du rat DOCA-sel est induite par une surcharge en acétate de déoxycorticostérone

(DOCA) associée a un régime enrichi en sel et a une ablation d’un de ses deux reins.
La mise en place de la rétention sodée nécessite |'association :

e D’uneréduction de I'excrétion urinaire de sodium obtenue par la néphrectomie et la surcharge
en minéralocorticoides.

e D’une augmentation importante des apports en sodium (0,9 % de sel dans I'’eau de boisson).

Ainsi dans ces conditions, ’homéostasie sodée ne peut é&tre maintenue qu’en augmentant la pression

de perfusion rénale, entrainant donc une hypertension artérielle systémique.

Le rat DOCA-sel présente une hyperactivité du SRA cérébral et une réduction de I'activité du SRA
systémique (Basso et al., 1981). Il présente une augmentation de I'effet presseur de I’Ang Il et une
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 méme
hyperactivité de I’APA cérébrale que le SHR et ce dans les mémes structures (Fournie-Zaluski et al.,
2004). Ainsi dans ces deux modeles animaux d’hypertension, I’APA semble participer a I’hyperactivité

du SRA cérébral.

2) L’angiotensine lll : peptide effecteur du systéme rénine-angiotensine cérébral

a) Identification des voies métaboliques de I’Ang Il et de I’Ang Il

cérébrales
Comme décrit précédemment, I’APA purifiée est capable in vitro d’hydrolyser I’Asp N-terminal de I’Ang
Il pour former I’Ang lll (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) et 'APN hydrolyse I’Arg N-terminale

de I’Ang Ill pour donner naissance a I’Ang IV (Palmieri et al., 1989; Ward et al., 1990).

L'injection par voie intracérébroventriculaire (i.c.v) d’Ang Il et d’Ang lll a montré que la demi-vie de ces
peptides était respectivement de 23 et 8 secondes, indiquant que I'Ang Il est métabolisée plus
rapidement que I’Ang Il (Harding et al., 1986). Par la suite, plusieurs études ont utilisé des inhibiteurs
non sélectifs d’aminopeptidases (la bestatine et I’'amastatine) pour bloquer le métabolisme de I’Ang Il
et de I’Ang Il et observer leurs conséquences in vivo sur le métabolisme des Ang cérébrales. Ainsi,
I'injection i.c.v d’amastatine ou de bestatine entraine I'augmentation de la demi-vie de I'Ang Il et de
I’Ang Il radiomarquées (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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pas des bloqueurs sélectifs du métabolisme de I’Ang Il ou de I’Ang lll. En effet, I'amastatine, qui fut
d’abord considérée comme un inhibiteur d’APA, inhibe 40 fois mieux I’APN que I’APA. D’autre part, la
bestatine présente un trop large spectre d’inhibition d’aminopeptidases pour étre qualifiée de
spécifique et sélective de I'une d’elles (Tieku and Hooper, 1992). Ces expériences, bien
gu’encourageantes, ne permettent pas 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 des inhibiteurs spécifiques et sélectifs, soit de I’APA avec I'EC33 (Chauvel et al., 1994a),
soit de I’APN avec le PC18 (2-amino-4-(methylthio)butane-1-thiol) et 'EC27 (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). Ainsi, les expériences suivantes ont consisté a I'injection par voie i.c.v chez la souris
de I’Ang Il tritiée en présence ou en absence des inhibiteurs de I’APA (EC33) ou de I’APN (EC27 et PC18),
et la mesure des taux d’Ang Il et d’Ang lll tritiées dans I’hypothalamus de ces souris a différents temps
apres l'injection aprées séparation par HPLC ont été effectuées. Ces études ont montré que I'EC33
entrainait une augmentation de la demi-vie de I’Ang Il tritiée d’un facteur 2,6 et un blocage total de la
formation d’Ang Ill (Zini et al., 1996). D’autre part, elles ont montré que les inhibiteurs d’APN
entrainaient I'augmentation de la demi-vie de I’Ang Ill tritiée d’un facteur 3 a 4 (Zini et al., 1996; Réaux
et al., 1999). Ces études ont, pour la premiere fois, montré qu’in vivo, I’APA est responsable de la
formation de I’Ang lll cérébrale a partir de I’Ang Il alors que I’APN métabolise I’Ang Il en Ang IV (Figure
10).
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Figure 10 : Voies métaboliques de I'Ang |l et de I'Ang Il cérébrales (Gao et al., 2014).
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b) Roles respectifs des Ang Il et Ang Ill cérébrales dans le contrdle

cérébral de la pression artérielle

De nombreuses études ont cherché a déterminer le réle de I’Ang Il et de I’Ang lll cérébrale dans le
contrdle de la pression artérielle. Tout d’abord, il a été montré que I'injection par voie i.c.v, chez le rat
normotendu ou le SHR, d’Ang Il et d’Ang Ill entrainait une augmentation dose-dépendante de la
pression artérielle (Wright et al., 1985; Abhold et al., 1987; Wright et al., 1989). Ensuite, il a été montré
gue l'injection par microiontophorése (microinjection de molécule par un faible courant électrique)
d’Ang lll entrainait une augmentation, supérieure a celle induite par I'Ang Il, de la fréquence des
potentiels d’actions de neurones 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 a une stimulation par la veratridine ou a une déprivation en

eau, 93% des angiotensines libérées correspondent a I’Ang Il (Harding et al., 1992).

La demi-vie des Ang Il et Ill cérébrales sont de 23 et 8 secondes, respectivement (Harding et al., 1986).
Afin d’étudier leurs roles sur le contréle central de la pression artérielle, des analogues d’Ang Il et Il
résistants a la dégradation par les aminopeptidases ont été développés. Ces analogues, la [D-Asp]Ang
Il et la [D-Arg]Ang lll, ont été évalués et comparés aux peptides natifs (Wright et al., 1990b). Il a été
montré que I’Ang II, I’Ang Il et la [D-Arg]Ang lll induisent une réponse pressive supérieure a celle de la
[D-Asp] Ang Il. Le fait que la [D-Asp]Ang Il entraine un effet presseur moins important que les trois
autres peptides pourrait étre expliqué par le fait qu’il est faiblement converti en Ang Il (Wright et al.,

1990b).

Il a été montré que I'inhibition des aminopeptidases cérébrales par I'injection i.c.v de 'amastatine ou
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/1ll, le [Sar}, Thré]Ang Il (sarthan)
empéchait la réponse pressive induite par I'injection i.c.v de 'amastatine et de la bestatine (Batt et al.,
1988). Ainsi ces études montrent que I'augmentation de pression artérielle induite par ces inhibiteurs
d’aminopeptidases est médiée par le SRA cérébral. Toutefois, ces molécules sont des inhibiteurs non
sélectifs. Ils ne permettent donc pas de discriminer, entre I’Ang Il et I'Ang lll cérébrale, quel est le

peptide effecteur du SRA cérébral responsable de cet effet presseur.

L'utilisation d’inhibiteurs spécifiques et sélectifs de I’APA (I'EC33) et de I’APN (le PC18) a permis 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-injection i.c.v d’EC33 chez le SHR bloque I'effet presseur induit par l'injection i.c.v

d’Ang Il, suggérant que la conversion d’Ang Il en Ang IIl est nécessaire a I'augmentation de pression
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artérielle (Reaux et al., 1999). De plus, il a été montré chez le rat DOCA-sel et le SHR que I'injection i.c.v
d’EC33 entrainait une forte diminution dose-dépendante de la pression artérielle (Reaux et al., 1999;
Fournie-Zaluski et al., 2004). A l'inverse, le PC18 injecté par voie i.c.v chez le SHR entraine une
augmentation de la pression artérielle. Cet effet hypertenseur est bloqué par un antagoniste du
récepteur AT1a, le losartan, alors qu’il n’est pas affecté par un antagoniste du récepteur AT2, le PD
123319. Donc le blocage central de I'hydrolyse de I’Ang Ill par ’'APN entraine une accumulation des
taux d’Ang Ill cérébrale, induisant une augmentation de la pression artérielle via une stimulation des
récepteurs ATla cérébraux mais pas des récepteurs AT2 (Réaux et al., 1999). Enfin I'injection i.c.v
d’EC33 bloque totalement I'augmentation de pression artérielle induite par I'injection i.c.v de PC18
(Réaux et al., 1999). Cette étude démontre I'existence dans le cerveau de la cascade enzymatique du
SRA et suggéere que, contrairement a la périphérie, I’Ang lll et non I’Ang Il est le peptide effecteur de

ce systéme.

Cette hypothése est confirmée par plusieurs études. Tout d’abord, il a été montré chez le SHR et le rat
normotendu que l'infusion i.c.v d’APA entrainait une forte augmentation de la pression artérielle, alors
que l'infusioni.c.v d’APN induisait une diminution de la pression artérielle. L'augmentation de pression
artérielle serait due a une augmentation de la production d’Ang Ill et la baisse de pression artérielle
serait due a une augmentation du métabolisme de I’Ang IlIl, hydrolysée par 'APN en Ang IV (Wright et
al., 1990a). Plus récemment, il a été montré que l'injection i.c.v d’APA chez le rat normotendu
entrainait une augmentation de la pression artérielle et que celle-ci impliquait I'activation du récepteur
des angiotensines II/lll de type 1 AT1 et du récepteur de la bradykinine sans impliquer d’effet

dipsogénique (Nakamura et al., 2017).

Aussi, il a été montré chez le rat normotendu que l'injection i.c.v d’un antisérum capable d’inhiber
I’APA réduisait de 59 % I'augmentation de la pression artérielle induite par I'injectioni.c.v d’Ang Il alors
gue cette injection était inefficace pour empécher 'augmentation de la pression artérielle induite par

I'injection i.c.v d’Ang Ill (Song et al., 1997).

Enfin, les études sur les analogues d’Ang Il et lll partiellement résistants a I’hydrolyse par les
aminopeptidases ont montré, chez le rat normotendu, que l'injection i.c.v d’EC33 bloquait I'effet
presseur induit par I'injection i.c.v de d’[D-Asp] Ang Il alors que I'injection i.c.v de PC18 augmentait la
durée de I'augmentation de pression artérielle induite par I'injection i.c.v de d’[D-Arg]Ang Ill(Wright et
al., 2003). De plus, il a été montré que le blocage préalable du récepteur AT1a par le losartan empéchait

les effets presseurs induits I'injection i.c.v de [D-Asp]Ang Il ou de [D-Arg]Ang Il (Wright et al., 2003).

Ainsi, au niveau cérébral, I’'hydrolyse d’Ang Il en Ang Ill est nécessaire pour augmenter la pression

artérielle. De plus, contrairement a ce qui est établi a la périphérie, c’est I’Ang lll cérébrale et non I’Ang
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Il qui exerce un effet stimulateur tonique sur le controle central de la pression artérielle chez les
animaux vigils hypertendus. De plus, I'injection dans le cerveau d’un inhibiteur spécifique et sélectif de
I’APA, I'EC33, permet de normaliser la pression artérielle dans deux modeles animaux d’hypertension.
L’APA constituerait donc une cible thérapeutique potentielle dans le traitement de certaines formes
d’hypertension artérielle et justifierait le développement d’inhibiteurs de I’APA puissants et sélectifs,

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

11).
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Figure 11 : Représentation du systéme rénine-angiotensine cérébral chez le rongeur (Llorens-Cortes,

2014).
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1)} Développement d’une prodrogue de I’EC33 actif par voie orale

1) Le RB150
Comme décrit précédemment, 'EC33 constituait le premier inhibiteur de I’APA a la fois spécifique et
sélectif, capable de normaliser la pression artérielle chez le rat hypertendu aprés injection par voie
i.c.v. Cependant, I'injection par voie intraveineuse (i.v) de I'EC33 chez le rat DOCA-sel ou le SHR méme
a une forte de dose de 45 mg/kg, n’a pas d’effet sur la pression artérielle, suggérant que l'inhibiteur
était incapable de traverser la BHE (Reaux et al., 1999; Fournie-Zaluski et al., 2004). Néanmoins, des
études précédentes avaient montré que des d’inhibiteurs thiolés de peptidases monozinc, comme la
NEP ou I’APN, administrés sous forme de prodrogue issues de la dimérisation de ces inhibiteurs via un
pont disulfure étaient capable de traverser la BHE (Fournié-Zaluski et al., 1992a, 1992b). Ainsi, une
prodrogue de I'EC33, le RB150, a été développé. Le RB150 est formé de deux molécules d’EC33 reliées

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

2) Mode d’action du RB150

Le mécanisme permettant la pénétration du RB150 dans le cerveau est a ce jour inconnu et nécessite
d’étre élucidé. Il pourrait impliquer un mécanisme utilisé par de nombreux composés mimant des
acides aminés, appelé « cerebrovascular large neutral amino acid transporter » (LAT1) permettant de
faire pénétrer les petites molécules couplées par un pont disulfure a une L-Cys (Uchino et al., 2002).
Néanmoins, le canal LAT1 permet le transport d’acides aminés aliphatiques (valine (Val), Leu et lle) et
aromatiques (Trp et Tyr) or le RB150 est un composé acide. Il pourrait donc utiliser un transporteur de
la méme famille que LAT1, les transporteurs de solutés, capable d’effectuer le passage de petites
molécules acides. Du fait de son caractere acide, le RB150 pourrait traverser la BHE au moyen des
transporteurs d’acides aminés acides comme les canaux de la famille des « Exitatory AminoAcid
Transporter » (EAAT) (Pardridge, 2007; Fahlke et al., 2016) . Une fois dans le cerveau, le pont disulfure
est directement réduit par les réductases cérébrales et donne deux molécules actives d’EC33

permettant d’inhiber efficacement I’APA.

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

RB150
Il a été montré que I'administration par voie i.v ou orale du RB150 chez le rat DOCA-sel vigil (15 mg/kg)

entralnait une inhibition durable de 62 % de I'activité de I'’APA cérébrale, attestant de son passage
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dans le cerveau et de sa réduction en deux molécules actives d’EC33. L'inhibition de I'activité APA
empéche la formation d’Ang Il cérébrale et entraine une diminution de la pression artérielle des rats
DOCA-sel de 30 mmHg pendant plusieurs heures (Fournie-Zaluski et al., 2004; Bodineau et al., 2008).
Ces effets ont également été retrouvés chez le SHR vigil ou I'administration per os de RB150 (100
mg/kg) entraine une diminution de 40 % de I’activité APA cérébrale et une diminution de la pression
artérielle des SHR d’environ 20 mmHg pendant plusieurs heures (Marc et al., 2012). Ainsi, ces études
démontrent que le RB150, administré par voie orale chez deux modeles expérimentaux
d’hypertension, est capable de traverser les barriéres intestinale, hépatique, hémato-encéphalique et
pénétrer dans le cerveau ou il réduit par les réductases cérébrales et donne naissance a deux molécules
d’EC33 capables d’inhiber I’APA cérébrale. Ainsi le RB150 est capable de bloquer I'activité du SRA

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 entraine une
augmentation de la sécrétion d’AVP (Nishimura et al., 1998) et une augmentation de I'activité des
neurones sympathiques (Masuyama et al., 1986). L’administration orale de RB150 chez le rat DOCA-
sel diminue la sécrétion d’AVP dans la circulation sanguine, ce qui augmente la diurése et, par la
diminution du volume sanguin, contribue a la normalisation de la pression artérielle (Bodineau et al.,
2008) (Figure 12). Le RB150 représente donc le prototype d’une nouvelle classe d’agents
antihypertenseurs a action centrale. Cette molécule, ainsi que ses dérivés, pourraient étre utiles pour
le traitement de patients hypertendus présentant de faibles taux de rénine plasmatique et des taux
d’AVP plasmatique élevés et qui sont résistants aux traitements antihypertenseurs actuellement

utilisés.

1)} Etudes cliniques du RB150/QGC001

Afin de démontrer le potentiel thérapeutique du RB150 (renommé QGC001 par la société Quantum
Genomics), une étude préalable d’évaluation de la tolérance et de la toxicité du produit a été effectuée
(essai clinique phase la) (Balavoine et al.,, 2014). Il a été montré chez le volontaire sain que
I'administration aiglie de QGCO001, jusqu’a 2000 mg, était cliniqguement et biologiquement bien
tolérée. De plus, comme dans les modeles animaux normotendus, les volontaires sains ne présentaient

aucune baisse de pression artérielle, aucune modification de leur SRA systémique ni d’augmentation

de leur sécrétion d’AVP (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’une administration chronique de QGC001 chez le volontaire sain a montré que la prise de produit

pendant 7 jours par voie orale, jusqu’a 750 mg deux fois par jour, était cliniqguement et biologiquement

53



bien tolérée. Ces résultats ont conforté ceux obtenus lors de la phase la et ont permis de commencer
une étude de la preuve de concept de I'efficacité du QGCO001 chez des patients hypertendus (phase

[1a) qui est actuellement achevée et en cours d’analyse.

Marc & Liorens-Cortes, Prog Neurobiol 2011
Gao et al., Clin Sd (Lond). 2014
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Figure 12 : Mode d’action du RB150

Le systéme rénine-angiotensine cérébral, via I’Ang lll, controle la pression artérielle par trois mécanismes
différents : 1) une augmentation de la libération d’AVP dans la circulation sanguine au niveau de I’'hypophyse
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,
prodrogue de I'EC33, suite a I'administration par voie orale, traverse la barriere hématoencéphalique et pénetre
dans le cerveau. La, son pont disulfure est réduit par les réductases cérébrales permettant la libération de deux
molécules actives d’EC33 qui vont inhiber I’APA et ainsi empécher I'hydrolyse de I’Ang Il en Ang lll. Il en résulte
une diminution de la pression artérielle via une réduction de la libération d’AVP et de I'activité des neurones
sympatiques.

54



Chapitre 5 : Développer de nouveaux inhibiteurs de ’aminopeptidase A par de

nouvelles études structure-fonction

1) Introduction

Comme décrit dans le chapitre précédent, 'APA cérébrale constitue une cible thérapeutique
potentielle pour le traitement de I’hypertension artérielle. De ce fait, les inhibiteurs de I'APA capables
de traverser les barrieres biologiques jusqu’a pénétrer dans le cerveau pour bloquer I'APA
constitueraient de nouvelles classes d’agents antihypertenseurs a action centrale et pourraient

permettre de traiter des formes d’hypertension artérielle résistantes aux traitements existants.

Afin de développer de telles molécules, notre laboratoire a entrepris de nombreuses études structure-
fonction du site actif de 'APA. Ces études ont eu pour but de définir les éléments structuraux et
fonctionnels constituant le site actif de I'enzyme permettant d’apporter les connaissances nécessaires

a la conception d’un pharmacophore d’inhibiteur de I’APA.

Jusqu’a l'identification de la premiére structure cristallographique d’'une aminopeptidase monozinc en
2001, la Leukotrieene-A4-hydrolase (LTA4H), puis de la résolution de la structure cristallographique de
I’APA humaine en 2013, les études structure-fonction du site actif de I'’enzyme étaient fondées sur la
base des alignements de séquence entre aminopeptidases monozincs et sur les informations
structurales et enzymatiques obtenues d’apres les structures cristallographiques d’enzymes de la

famille des zincins comme la thermolysine (TLN).

La TLN a été la premiere peptidase de la famille des zincins a étre cristallisée (Colman et al., 1972;
Matthews et al., 1972b, 1972a). Il s’agit d’une métalloprotéase a zinc bactérienne composée d’un lobe
N-terminal majoritairement constitué de brins B en feuillets et d’'un lobe C-terminal constitué d’hélices
a. L'interface entre ces deux lobes accueille le site actif de la TLN et est articulé autour d’un atome de
zinc coordiné par les résidus du motif HEXXH se trouvant au sein d’une hélice a liant les deux lobes.
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 modéle 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 mutagéneése dirigée
effectuées sur la TLN ont permis de valider ce mécanisme catalytique transposable a toutes les

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

Ensuite, la découverte de la structure cristallographique de la LTA4H a permis d’obtenir des

informations structurales communes a 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 possede une activité aminopeptidase mais aussi une activité époxyde hydrolase qui lui permet de
convertir, au sein de la cascade de l'acide arachidonique, le LTA4 en LTB4, un composé pro-
inflammatoire (Shimizu et al., 1984). La LTA4H présente une structure en trois domaines arrangés en
triangle avec : un domaine N-terminal composé de brins B organisés en deux feuillets, un domaine
catalytique accessible depuis I'extérieur de I'enzyme composé d’hélices a et d’'un domaine C-terminal
composé d’hélices a. Le domaine catalytique possede une structure similaire a celui de la TLN malgré
seulement 7 % d’homologie de séquence entre les deux enzymes. Le cristal de la TLN a permis de
valider les études structure-fonction par mutagénese 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 impliquée dans I'état de transition (Vazeux et al., 1997) et celle identifiant un Glu
impliqué dans I'activité exopeptidase de I'enzyme et appartenant au motif GXMEN consensus des
aminopeptidases monozincs (Rudberg et al., 2002). Ainsi, la structure cristallographique de la LTA4H a
servi de patron pour le développement de modéles tridimensionnels d’aminopeptidases monozincs

jusqu’a la résolution de la structure cristallographique de ces enzymes.

) Etudes structurales sur des aminopeptidases monozincs

1) L’aminopeptidase B

a) Généralités
L'aminopeptidase B (APB, EC 3.4.11.6, aramylase Il) est une enzyme qui hydrolyse exclusivement les
résidus N-terminaux basiques des peptides comme cela a été mis en évidence dans plusieurs tissus de
rats (Hopsu et al., 1964). Il a été montré que le chlore augmentait I'activité enzymatique de I’APB
(Hopsu et al., 1966). Suite a la purification de I’APB a partir de testicules de rat (Cadel et al., 1995) et
le clonage de son ADNc (Cadel et al., 1997), il a été établi que I’APB est constituée de 648 acides aminés
pour un poids moléculaire de 72 kDa. Le séquencage de la protéine a révélé la présence du motif de
liaison du zinc HEXXH et d’un Glu, troisieme ligand du zinc, a 18 acides aminés en aval de la séquence
consensus permettant de classer cette enzyme dans les gluzincins aminopeptidases (Hooper, 1994).
Comme la LTA4H, avec laquelle elle partage environ 37 % d’identité de séquence chez les mammiféeres
(Luan et al., 2012), 'APB posséde également une activité époxyde hydrolase. Cette activité lui permet
de convertir le LTA4 en LTB4 mais avec une activité 10 fois inférieure a celle de la LTA4H (Cadel et al.,

1997). L'APB humaine est localisée sur le chromosome 1g32.2 (Piesse et al., 2002).
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Chez le rat, I’APB est exprimée dans le cortex cérébral, I'épididyme, le cceur, le rein, I'intestin, les
poumons, les muscles et la rate (Foulon et al., 1996). L’APB est exprimée dans les testicules, au niveau
des cellules de Sertoli et des cellules somatiques péritubulaires (Foulon et al., 1997). Aussi, I’APB est
exprimée dans les cellules germinales au niveau réseau trans-Golgien et dans les granules
proacrosomiques des spermatides (Cadel et al., 1997). Il a également été montré que I'APB est
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
présence de I’APB a été observée 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 phéochromocytome tumoraux, que I’APB était sécrétée par la voie constitutive et la voie

régulée (Balogh et al., 1998).

Il a été montré que I’APB pourrait avoir un role régulateur de la production de collagéne dans les
fibroblastes cardiaques (Lijnen et al., 2005). L’APB est également impliquée dans la production de
neuropeptides puisqu’elle est capable de générer de I'enképhaline mature a partir d’intermédiaires
peptidiques (I’Arg-enképhaline et la Lys-enképhaline) (Cohen, 1987; Cadel et al., 1995; Yasothornsrikul
et al., 1998; Hwang and Hook, 2008). Enfin, ’APB pourrait avoir un réle dans la survie et le

développement tumoral (Luan et al., 2012).

b) Modélisation de ’APB

Du fait que I’APB de rat partage 33% d’identité de séquence et 48 % d’homologie avec la LTA4H de rat,
il a été possible de construire un modele tridimensionnel de I’APB par homologie fondée sur la
structure cristallographique de la LTA4H (Thunnissen et al., 2001; Pham et al., 2007). D’aprés le modeéle
tridimensionnel, I’APB présente une structure triangulaire en 3 domaines composés d’un domaine N-
terminal composé de brins B organisés en deux feuillets, un domaine catalytique en hélices a
comportant un atome de zinc et un domaine C-terminal en hélices a. Dans ce modéle, le site actif
s’articule autour de I'atome de zinc. Celui-ci participe a la réaction enzymatique d’hydrolyse en
établissant des liaisons avec ses trois ligands (His-325, His-329 et Glu-348). Ces liaisons rendent le zinc
électrophile ce qui lui permet de polariser une molécule d’eau responsable de I'attaque nucléophile

sur le groupement carbonyle de la liaison peptidique a hydrolyser (Pham et al., 2007) (Figure 13).
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Figure 13 : Modéle tridimensionnel de I’APB de rat (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

Les résidus de I’APB de rat liant I'atome de zinc ont été étudiés par des études structure-fonction par
mutagénese dirigée. Ainsi, les résidus His-325 et His-329 du motif HEXXH et le Glu-348 situé a 23
résidus en aval du motif ont été substitués par différents codons. Il a été montré que chaque mutation
n‘impactait pas I'expression de I’APB mais que seules les mutations silencieuses entrainaient une
conservation de |'activité de I'enzyme, confirmant donc I'implication de ces résidus dans la liaison du
zinc (Pham et al., 2007). Il a également été montré que les mutations faux-sens du résidu Glu-326 du
motif HEXXH entrainaient une abolition de I'activité de I'enzyme sans toutefois modifier son profil
d’expression. Ce résidu correspond au Glu-143 de la TLN et au Glu-386 de I’APA de souris démontrés
comme étant la base catalytique de la réaction enzymatique de chacune de ces protéines. Il a donc été

proposé que le Glu-326 jouerait le méme réle catalytique au sein de I’APB (Pham et al., 2007).

L'APB présente également la séquence consensus des aminopeptidases GXMEN. Ainsi, par
mutagénese dirigée, il a été démontré que les substitutions faux-sens des résidus Met-300, Glu-301 et
Asn-302 de I’APB de rat entralnaient une perte de I'activité de I'’enzyme sans modifier son expression
(Pham, 2007). Grace aux études structure-fonction précédentes menées sur la LTA4H, I’APN et I'APA,
un réle pour chacun de ces trois résidus a été proposé. Ainsi la Met-300 pourrait étre impliquée dans

le mécanisme catalytique de I’APB, du fait de ses propriétés nucléophiles, et dans la reconnaissance

58



du substrat comme la Met-263 de I’APN d’E.Coli (Ito et al., 2006) ou la Met-354 de ’APN humaine
(Wong et al., 2012). Les résidus Glu-301 et Asn-302 pourraient étre impliqués dans la stabilisation de
I’état de transition ainsi que dans le caractére aminopeptidase/exopeptidase de I’APB en interagissant
avec I'amine N-terminale des substrats comme cela a été montré pour la LTA4H (Thunnissen et al.,
2001) et I'APA (Vazeux et al., 1998; Iturrioz et al., 2001; Yang et al., 2013). De fagon intéressante, la
substitution du résidu Gly-298 de I’APB de rat par une alanine (Ala), une Leu, une phénylalanine (Phe),
une Val ou une thréonine (Thr) entraine la production d’enzymes recombinantes inactives. La
substitution de cette Gly en Ser n’entraine pas de modification du profil enzymatique de I'enzyme
recombinante comparée a I’APB sauvage. Enfin, la substitution du résidu Gly-298 en Pro induit une
modification du profil de I'enzyme (Pham, 2007). En effet, I’APB mutée présente une spécificité de
substrat modifiée, I'enzyme mutée devient spécifique des résidus Pro et Ala en plus des résidus Lys et
Arg. Elle n’est plus aussi sensible a I'ion chlore puisque son absence n’entraine pas d’inactivité de
I’enzyme et enfin le profil d’inhibition de cette APB mutée est différent de I’APB sauvage. Ainsi, il a été
proposé que la substitution de la Gly-298 en Pro stabilise le site actif de I’APB dans une conformation
optimisée pour I'hydrolyse de la liaison peptidique en absence d’ion chlore au détriment de la
spécificité de substrat (Pham, 2007). Ainsi, le résidu Gly-298 de I’APB de rat est impliqué dans la

spécificité de substrat de I'enzyme (Pham et al., 2011).

Il a également été montré que le résidu Asp-405 de I’APB de rat était impliqué dans la spécificité de
substrat basique de I'enzyme en interagissant avec le groupement amine de la chaine latérale du résidu

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

Dans I’APB humaine, il a été montré que le résidu glutamine (GIn)-169 était impliqué dans la spécificité
de substrat basique de I'enzyme en maintenant une architecture correcte du sous-site S1 et en
chélatant I'atome de chlore présent au sein du site actif (Ogawa et al., 2014). Il a également été montré
que le résidu Phe-297 de I’APB humaine était impliqué dans I'organisation structurale du sous-site S1

en coordinant I'atome de chlore (Ohnishi et al., 2015).

Enfin cing résidus Tyr hautement conservés parmi les aminopeptidases ont été étudiés par
modélisation moléculaire et mutagénese dirigée. Tout d’abord, il a été montré que le résidu Tyr-229
de I’APB de rat était impliqué dans I’acte catalytique en stabilisant le résidu Glu-301 par une liaison
hydrogéne entre son groupement hydroxyle et le carboxylate du Glu (Cadel et al., 2015). Ensuite il a
été montré que le résidu Tyr-281 de I’APB de rat permettait une architecture optimale du site actif de
I’enzyme en interagissant avec le groupement carbonyle du résidu Arg-285 . Ces deux résidus, situés
dans une boucle, permettraient une structuration correcte du brin B contenant le résidu Glu-301 du

motif GXMEN (Cadel et al., 2015). Puis il a été montré que les mutations du résidu Tyr-414 de I'’APB
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provoquaient une inhibition de I'activité enzymatique de I’APB. L’analyse du modéle tridimensionnel
de I’APB a révélé que ce résidu se trouve a 4.11 A de I'atome de zinc et pourrait maintenir une
conformation adéquate de I'enzyme, permettant un positionnement correct du zinc. Il a également
été montré que les mutations du résidu Tyr-409 inactivaient I’APB. Les analyses structurales ont
montré que la Tyr-409 se trouvait trés proche de la Tyr-414 (1,84 A) concluant que ces résidus
pourraient établir une liaison hydrogéne via leur fonction hydroxyle (Cadel et al., 2015). Enfin, il a été
montré que le résidu Tyr-441 pourrait effectuer une liaison hydrogéne entre son groupement
hydroxyle et le groupement carbonyle de I’Asp-363 situé a 3,63 A. Cette Tyr serait impliquée dans le
maintien de I'intégrité structurale du site actif de I’APB (Cadel et al., 2015) (Figure 14).

" ” Glu-301 k

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

A) Représentation des ligands du zinc, du glutamate catalytique et du résidu donneur de proton de I’APB de rat.
L'ion Zn?* 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) Représentation du site actif de I’APB de rat dans lequel a été introduit le substrat tripeptidique Arg-Ala-Arg
(Pham, 2007; Pham et al., 2011).

C) Représentation du site actif de I’APB humaine dans lequel a été introduit le substrat tripeptidique Arg-Ser-Arg
(Ohnishi et al., 2015).
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2) L’aminopeptidase N

a) Généralités
L'aminopeptidase N (APN, EC 3.4.11.2) a tout d’abord été définie comme une Cys-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'APN est exprimée de facon ubiquitaire a la périphérie, notamment dans le rein et I'intestin ou 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 ou elle est libérée a 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’APN eucaryote a tout d’abord été clonée a partir de d’intestin humain (Olsen et al., 1988). Elle est
localisée sur le chromosome 15¢25-26 et se compose de 967 acides aminés divisés en un court
segment N-terminal intracytoplasmique de 9 a 10 résidus, un domaine transmembranaire de 23 a 24
résidus et d’'un domaine C-terminal extracellulaire composé de 933 a 935 résidus contenant le site actif
et le motif de liaison du zinc HEXXH (Olsen et al., 1988). Selon sa localisation tissulaire, le poids
moléculaire de I’APN varie de 100 a 160 kDa et se présente sous forme homodimérique chez tous les
mammiféres, sauf chez le lapin ou elle est monomérique (Feracci and Maroux, 1980; Tokioka-Terao et
al., 1984). L’APN est activée par le cobalt (Lalu et al., 1986). En utilisant des substrats synthétiques -
naphtylamides, il a été montré que I’APN présente une large spécificité de substrat. En effet, elle est
capable d’hydrolyser les acides N-terminaux neutres, basiques et aromatique a I'exception de la Pro.
Toutefois, elle présente une plus forte spécificité pour le résidu N-terminal Ala (Lalu et al., 1986; Ward

et al., 1990).

In vitro, I'APN hydrolyse des substrats naturels comme la substance P (Bausback and Ward, 1986), la
neurotensine (Churchill et al., 1987), la bradykinine (Bathon et al., 1992), la neurokinine A (Wang et
al., 1991), I’Ang I (Bausback and Ward, 1986; Palmieri et al., 1989; Ward et al., 1990) et la des-Asp?-
Ang | (Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu) (Palmieri et al., 1989).

In vivo, ’APN hydrolyse la Met® et la Leu® enképhaline (Gros et al., 1985; Bausback and Ward, 1986;
Palmieri et al., 1989; Ward et al., 1990). Dans le systéme nerveux central, I’APN hydrolyse également
I’Arg! de I’Ang lIl (Zini et al., 1996) avec une affinité allant de 2 pM & 112 pM (Palmieri et al., 1989;
Wright et al., 1991) pour donner naissance a I'’Ang IV qui est elle-méme hydrolysée par ’APN (Chansel
et al., 1998).
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Outre son implication dans le SRA cérébral et systémique, 'APN est également impliquée dans les
processus cancéreux. Tout d’abord, il a été montré que I’APN est exprimée dans de nombreux types
de tumeurs comme le mélanome, les tumeurs hépatiques, rénales, pancréatiques, gastriques,
thyroidiennes, les tumeurs du colon et de la prostate (Bogenrieder et al., 1997; lkeda et al., 2003;
Kehlen et al., 2003; Tokuhara et al., 2006; Kawamura et al., 2007; Maté et al., 2015; Inagaki et al., 2010;
Q. Zhang et al., 2015; Sanz et al., 2015; Nohara et al., 2016). Ensuite, il a été montré que I’APN agit
comme un régulateur de la morphogenese de I'endothélium durant I'angiogenése (Bhagwat et al.,
2001). Les expériences de knock-out de I’APN par des ARNs interférants en cellules HUVEC ont montré
une forte baisse de I'induction de I'angiogenése (Kehlen et al., 2003). L’APN pourrait étre régulée par
le facteur de croissance de I'endothélium vasculaire (VEGF) et le facteur de croissance basique des
fibroblastes (bFGF). Il a également été montré que I'APN est le récepteur d’un peptide se liant
exclusivement a I'endothélium des vaisseaux angiogéniques ou elle est surexprimée, le peptide
asparagine-glycine-arginine (NGR) (Pasqualini et al.,, 1995). L'APN est ainsi devenue une cible
thérapeutique potentielle dans le développement de traitements anticancéreux comme le cancer de
la plevre, le cancer colorectal, etc. (Santoro et al., 2010; Gregorc et al., 2010, 2011). Néanmoins, les

mécanismes cellulaires et moléculaires contrdolés par I’APN restent a ce jour méconnus.

b) Structure cristallographique et études structure-fonction

Les structures cristallographiques de I’APN porcine (Chen et al., 2012) et de ’APN humaine ont été
récemment publiées (Wong et al., 2012). La structure cristallographique de la partie extracellulaire de
I’APN humaine montre que I'enzyme présente une structure en trois domaines : un domaine N-
terminal composé de brins B organisés en deux feuillets, un domaine catalytique formé d’hélices a
comprenant le site actif et I'atome de zinc lié aux résidus du motif HEXXH et un domaine C-terminal
organisé majoritairement en hélices a et avec un petit feuillet de brins B. Le domaine C-terminal de
I’APN dimérise avec le domaine C-terminal d’un autre monomeére d’APN via des interactions
hydrophobes, hydrogénes et salines, formant une interface de contact d’environ 840 A2. Le site actif
est enfoui a I'intérieur de I’enzyme et projette sur une large cavité interne (environ 2800 A3%), ce qui le

rend inaccessible au milieu extracellulaire (Wong et al., 2012) (Figure 15).
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I Membrane Plasmique I

Figure 15 : Structure Cristallographique de I'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
en jaune avec son feuillet B en magenta.

La structure cristallographique de I’APN humaine native a permis également de mettre en évidence les
ligands du zinc que sont les résidus His-388, His-393 du motif HEXXH et Glu-411. Co-cristallisée avec
I'Ang IV, il a été montré que I'amine libre de la Val N-terminale du peptide interagissait avec le Glu-355
du motif GXMEN et avec le Glu-411 et la GIn-213 (Wong et al., 2012). Il a également été montré que le
Glu-389 était le Glu catalytique, responsable de la polarisation d’'une molécule d’eau permettant
I"attaque nucléophile sur la liaison peptidique a hydrolyser. Ces observations confirment les résultats
des études portées sur I’APN de porc montrant que le Glu-350 était impliqué dans I'acte catalytique
(Lucianietal., 1998; Chen et al., 2012). Ensuite, il a été montré que le résidu Tyr-477 stabilise I'oxyanion
généré pendant I'état de transition (Wong et al., 2012). La chaine latérale de la Val N-terminale de
I’Ang IV se loge dans une poche neutre formée des résidus GIn-211, GIn-213, Ala-351, Met-354, Phe-
472 et de la chaine latérale de la Phe-896 venant recouvrir cette cavité formant le sous-site S1. La Phe-
896 est située au sein d’une boucle dont les résidus établissent des interactions avec d’autres résidus
de I’APN. En effet, la Phe-896 établit une liaison de type stacking avec la Phe-472, la Ser-895 et la Gly-
894 établissent une liaison hydrogene avec I’Asn-350 et la Ser-469, respectivement. Dans cette
configuration, du fait de I'organisation et de la charge du sous-site S1, il a été conclu que I’Arg N-
terminale de I’Ang lll ne pouvait pas interagir au niveau de ce sous-site. Le résidu P1’ de I’Ang IV, une
Tyr, établit avec I’APN des interactions de type stacking avec les chaines latérales des résidus Val-385

et His-388 et une interaction de type liaison hydrogene médiée par une molécule d’eau entre son
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groupement hydroxyle et le groupement carboxylate du résidu Glu-418 de I’APN. Les autres résidus de
I’Ang IV n’établissent quant a eux aucune interaction avec les résidus du site actif de 'APN (Wong et

al., 2012).

La co-cristallisation de I’APN humaine avec I'amastatine (LeuBN[aOH]-Val-Val-Asp) a permis de
montrer que : I'extrémité LeuBN[aOH] effectuait les mémes interactions avec ’APN que la Val N-
terminale de I’Ang IV ; que le groupement a-hydroxyle chélate le zinc ; que la Val P1’ établit les mémes
interactions avec I’APN que la Tyr en position P1’ de 'Ang IV et que les résidus P2’ et P3’ de I'amastatine

occupaient les méme positions que les résidus P2’ et P3’ de I'’Ang IV (Wong et al., 2012).

La co-cristallisation de ’APN humaine avec la bestatine (PheBN[aOH]-Leu) a montré que I'inhibiteur
ne se liait pas a 'enzyme comme pourrait le faire un substrat. En effet, 'extrémité du résidu
PheBN[aOH] est enfoui trés profondément dans le sous-site S1 et n’interagit avec I’APN que par des
liaisons hydrogenes médiées par des molécules d’eau. De plus, c’est le groupement 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 chaine latérale de la Leu occupe et interagit avec
le sous-site S1’ de I’APN de la méme facon que la Tyr P1’ de I’Ang IV et que la Val P1’ de I'amastatine.

Ainsi, la bestatine reste un inhibiteur compétitif de I’APN (Wong et al., 2012).

De facon intéressante, il a été montré dans le cristal de I’APN complexé a la bestatine que la boucle
flexible comportant la Gly-894, la Ser-895 et la Phe-896 se repositionne et remodele le sous-site S1
afin de permettre I'ancrage du résidu PheBN[aOH] (Wong et al., 2012). Ceci suggérant que cette boucle
peut, selon le substrat ou l'inhibiteur, s’adapter et permettre une organisation adéquate du sous-site.
Ainsi, cela suggére qu’en présence d’Ang lll, I'architecture du sous-site doit étre différente afin

d’acceuillir un résidu beaucoup plus large comme I’Arg N-terminale du peptide (Figure 16).
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Figure 16 : Site actif de ’APN humaine complexé avec I'Ang IV (Wong et al., 2012).

A) Densité électonique de I’Ang IV, les atomes de carbones, azote et oxygéne sont colorés respectivement en
gris, bleu et rouge.

B) Superposition des sites actifs de I’APN complexés (en vert) ou non (en magenta) avec I'Ang IV. L'atome de zinc
est représenté en jaune.

C) Vue du site actif de 'APN humaine complexée avec I’Ang IV. Les résidus colorés en vert sont situés dans le
domaine catalytique, les résidus colorés en jaune sont situés dans le domaine C-terminal.

3) L’aminopeptidase A

a) La structure cristallographique de ’'aminopeptidase A humaine

Récemment, la structure cristallographique de la partie extracellulaire de I’APA humaine a été résolue
(Yang et al., 2013). Elle montre que lI'enzyme présente une structure similaire a celle des
aminopeptidases monozincs soit : un domaine N-terminal composé de brins B organisés en deux
feuillets, un domaine catalytique composé d’hélices a contenant le site actif ou se situe I'atome de zinc
et un domaine C-terminal composé d’un feuillet de brins B et d’hélices a. La structure
cristallographique montre que I'APA forme un homodimére par l'interaction des domaines C-
terminaux de deux monomeres. L'interface formée par ces deux domaines possede une aire d’environ
1600 A? soit presque deux fois plus que I'interface de dimérisation de I’APN (Yang et al., 2013).
Néanmoins, il a été montré que I’APA s’Thomodimérise grace a un pont disulfure situé a I'extrémité
extracellulaire N-terminale de chague monomere (Ofner and Hooper, 2002). Or cette partie de I'’APA

n’est pas visible dans la structure cristallographique et l'interface d’homodimérisation observée
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pourrait étre un artéfact di aux conditions de cristallisation. La résolution de la totalité de la structure
de I'APA (partie intracellulaire, transmembranaire et extracellulaire) pourrait permettre de conclure

sur la nature de cette homodimérisation.

A l'instar de I’APN, le site actif de I’APA se trouve enfoui a l'intérieur de I'’enzyme et projette sur une
large cavité accessible au solvant (Yang et al., 2013). Néanmoins, le site actif de I’APA est plus étroit
que celui de I’APN excluant ainsi I’acceés aux substrats volumineux (Wong et al., 2012; Yang et al., 2013).
Cette contrainte conformationnelle serait un des éléments permettant a I’APA d’étre plus sélective

qgue I’APN dans la nature de ses substrats (Figure 17).

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

Représentation des structures cristallographiques du dimére et du monomere d’APA. Le domaine N-terminal est
représenté en jaune, le domaine catalytique en magenta, le domaine C-terminal est représenté en cyan et
comprend le feuillet B représenté en orange.

b) Etudes structure-fonction par modélisation moléculaire et

mutagenése dirigée

En I'absence de données structurales sur I'APA, les premieres études structure-fonction se sont
appuyées sur les alignements de séquences d’aminopeptidases monozinc. Ainsi, il a d’abord été
démontré que I'His-389 du motif HEXXH de I’APA de souris était cruciale pour I'activité de I'enzyme
(Wang and Cooper, 1993). Ensuite, le Glu-408 a été démontré comme étant le troisieme ligand du zinc
avec I'His-389 et I'His-385 (Wang and Cooper, 1993; Vazeux et al., 1996). Le Glu-386 a été caractérisé
comme étant le Glu catalytique permettant la polarisation de la molécule d’eau qui effectue I'attaque

nucléophile sur la liaison peptidique a hydrolyser (Vazeux et al., 1996). Le role 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
permis d’établir le modéle de mécanisme catalytique commun aux peptidases monozincs (Matthews,

1988).

Par la suite, les alignements de séquence d’aminopeptidases monozincs ont montré qu’une Tyr située
a 63 résidus en aval du motif HEXXH pourrait correspondre a I'His-231 de la thermolysine, résidu
impliqué dans la stabilisation de I’état de transition durant la catalyse enzymatique (Matthews, 1988).
Ainsi, les études structure-fonction par mutagénese dirigée sur la Tyr-471 de I’APA de souris ont permis
de confirmer son réle de stabilisateur de I'état de transition, grace a I'utilisation d’inhibiteurs mimant

ou non |’état de transition (Vazeux et al., 1997).

L'étude des alignements de séquences d’aminopeptidases monozincs a permis la découverte d’un
motif strictement conservé dans cette famille, situé a une trentaine d’acides aminés en amont du motif
HEXXH, le motif GXMEN. Par mutagénése dirigée, il a été montré que le Glu-352 du motif GXMEN de
I’APA de souris interagit avec I'amine libre de I’Ang | alors qu’il est incapable de lier I'extrémité N-
terminale bloquée de I’Ang | N-acétylée. Cette étude conclut que ce Glu est impliqué dans la liaison de
I’'amine N-terminale libre des substrats et des inhibiteurs (Vazeux et al., 1998) et est confortée par les
travaux effectués sur le Glu-350 de I’APN porcine, conférant le méme réle a ce résidu (Luciani et al.,
1998). Un autre résidu de ce motif GXMEN, I’Asn-353 a été également démontré comme effectuant
des interactions avec I'amine libre N-terminale des substrats et des inhibiteurs par une étude
structure-fonction par mutagénese dirigée, en étudiant les paramétres enzymatiques des enzymes
mutées pour ce résidu et les pouvoirs inhibiteurs de molécules mimant le complexe de Michaelis ou

I’état de transition (lturrioz et al., 2001).

Grace a la résolution de la structure cristallographique de la LTA4H (Thunnissen et al., 2001), il a été
possible de construire un modele tridimensionnel de I’APA de souris par homologie grace a I'identité
de séquence entre les deux enzymes (31%) et les données fonctionnelles obtenues sur le site actif de
I’APA. Ce modeéle comprend les résidus 79 a 559 de I’APA de souris et constitue la majeure partie du
domaine extracellulaire de I’APA. Un inhibiteur mimant I’état de transition de la catalyse enzymatique,
I'inhibiteur glutamate-phosphonate (GluPOsH,), a été introduit dans le modele afin de visualiser les
interactions possibles entre le substrat et le site actif de I'’enzyme au cours de la catalyse. Il a été
montré que l'organisation du complexe APA/GIuPOs3H, était similaire a celle du complexe
LTA4H/bestatine et que les interactions suggérées par les études structure-fonction par mutagénése
dirigée se retrouvaient dans le modele. En effet, I'ion zinc se trouve coordiné par les résidus His-385,
His-389, Glu-408, une molécule d’eau et un oxygene du groupement phosphonate du GluPOsH,. Dans

le modele, le Glu-386 est dans une position optimale pour polariser la molécule d’eau catalytique
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responsable de l'attaque nucléophile. La Tyr-471 est, quant a elle, engagée dans deux liaisons
hydrogenes avec le groupement phosphonate du GIuPOsH; dont la géométrie tétraédrique mime I'état
de transition. Enfin, le Glu-352 interagit bien avec I'amine libre N-terminale du GluPOsH, et aussi avec
la molécule d’eau catalytique qu’il pourrait polariser en complément du Glu-386 (Rozenfeld et al.,

2002).

L'utilisation de ce modéle a permis de visualiser I’Arg-220, et un Asp, I’Asp-227, interagissant via un
pont-salin et situés dans une boucle proche du Glu-215. L’analyse des APAs mutées pour ces deux
résidus ont montré la production d’enzymes immatures, séquestrées dans le réticulum
endoplasmique. Ainsi, il a été conclu que ces résidus présentaient un réle structural crucial dans la

stabilisation du domaine N-terminal de la partie extracellulaire de I'enzyme (Rozenfeld et al., 2002).

Toujours sur la base du modele tridimensionnel de I’APA de souris complexé avec le GIuPOsH,, il a été
démontré par mutagénese dirigée, I'implication du résidu Glu-215 dans le caractére exopeptidase de
I’enzyme et dans I'induction de la catalyse. En effet, le Glu-215 interagit avec I'extrémité N-terminale
du substrat et induit un changement conformationnel de I'enzyme permettant au Glu-352 d’interagir
avec I'amine libre N-terminale du substrat d’une part, et, conjointement avec le Glu-386, de polariser

la molécule d’eau catalytique d’autre part.

Ensuite, il a été démontré le role des résidus Asp-213 et Asp-218 dans la liaison du calcium dans le site
actif de I’APA de souris. En effet, le modele tridimensionnel montrait que I'atome de calcium est
coordiné par les chaines latérales acides de ces deux Asp ainsi que par le groupement carbonyle du
Glu-215 et trois molécules d’eau. Les études structure-fonction par mutagénése dirigée ont montré
gue les mutations conservatives de ces Asp permettaient une activation par le calcium des APA mutées
similaire a I’APA sauvage, alors que les mutations non conservatives empéchaient le calcium d’activer
I’APA. De plus, il a été montré que les mutations de ces résidus induisaient une perte de la spécificité
de substrat de I’APA pour résidus N-terminaux acides en présence de calcium. Ainsi, les résidus Asp-
213 et Asp-218 sont bien les résidus liant I'ion calcium dans le site actif de I’APA et participent a la
spécificité de I’APA pour les substrats et les inhibiteurs acides en présence de calcium (Claperon et al.,

2008).

Enfin, le modele tridimensionnel de I’APA de souris a montré que le groupement hydroxyle du résidu
Thr-348 pouvait interagir avec le groupement carboxylate de la chaine latérale du Glu de I'inhibiteur
GluPOsH,. Les études structure-fonction par mutagénése dirigée sur cette Thr ont montré que les
mutations de ce résidu changeaient la spécificité de de substrat de I’APA en absence de calcium qui
devenait spécifique des substrats basiques. L’ajout de calcium au milieu réactionnel permettait de

restaurer la spécificité de I'APA pour les substrats acides. Par contre, les études des pouvoirs
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inhibiteurs de différents inhibiteurs d’aminopeptidases montraient que les mutants de la Thr-348
présentaient le méme profil d’inhibition que I’APA sauvage en présence ou en absence de calcium.
Ainsi cette étude a permis de démontrer I'implication du résidu Thr-348 dans la spécificité de substrat

acide de I’APA (Claperon et al., 2009).

Les résultats de I'ensemble de ces études ont été validés par la structure cristallographique de I’APA
humaine (Yang et al., 2013) et ont permis de réaliser une cartographie fonctionnelle du site actif de
I’enzyme, nécessaire au développement d’inhibiteurs a la fois puissants et sélectifs de cette enzyme

(Figure 18).

N Glu-386

— Zn%*

His-385

His-389 Glu-408
Tyr-471

Figure 18 : Organisation du site actif de I’APA.
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) Objectifs de these

L'APA cérébrale constitue une cible thérapeutique potentielle dans le traitement de I’hypertension
artérielle et le développement d’inhibiteurs de cette enzyme a action centrale représente une nouvelle
voie thérapeutique en vue de traiter certaines formes d’hypertension résistantes aux traitements

actuels.

La résolution de la structure cristallographique de I'APA est un outil de premier ordre pour le
développement de nouveaux inhibiteurs de cette enzyme via des campagnes de criblages in silico de

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

Afin de réaliser ces campagnes, un nouveau modele tridimensionnel de I’APA a été construit en
utilisant la structure cristallographique de I’APA humaine comme patron et I'ensemble des inhibiteurs
de I'enzyme développés par le Professeur Bernard Pierre Roques, en collaboration avec notre

laboratoire, ont été introduits dans ce modeéle et de nouvelles interactions ont été observées.
L'objectif de ma thése a consisté a :

e Caractériser pharmacologiquement le role du résidu Arg-878 de I’APA dans la spécificité de
substrat de I'enzyme pour les résidus N-terminaux acides.
e Caractériser pharmacologiquement le role des résidus Arg-360 et Arg-378 de I'APA dans

I'interaction avec les résidus P2’ des inhibiteurs tripeptidiques.

Les résultats obtenus serviront, d’une part, a valider ce nouveau modele tridimensionnel de I'APA et,
d’autre part, a apporter les informations structurales nécessaires a l'initiation d’un criblage in silico de

chimiotheques virtuelles en vue de découvrir de nouveaux inhibiteurs de I’APA.
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1Iv) Etudes structure-fonction sur le site actif de ’'APA

1) Article 1: Etude du réle de I’arginine 878 de I’APA de souris dans la spécificité de

substrat de I’enzyme (En révision)

a) Introduction
L’ensemble des études structure-fonction menées sur I’APA ont utilisé le modéle tridimensionnel de
cette enzyme construit par homologie en utilisant la LTA4H comme patron (Rozenfeld et al., 2002,
2003, Claperon et al., 2008, 2009). Ce modele est constitué des résidus 79 a 559 de I’APA et est donc
amputé des 386 derniers résidus C-terminaux de la protéine participant, avec I'ensemble du domaine
C-terminal, au réle de chaperonne intramoléculaire (Rozenfeld et al., 2004). Trés récemment, la
structure de la partie extracellulaire de ’APA humaine a été résolue (résidus 76 a 956) (Yang et al.,
2013). La superposition du cristal et du modele tridimensionnel a montré, notamment au niveau du
site actif, une concordance parfaite entre les résidus du cristal et ceux du modele permettant de valider

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

De plus, I'’étude de la structure de I’APA humaine cristallisée avec un glutamate a permis d’observer
un résidu situé dans le domaine C-terminal, I’Arg-887 (Arg-878 de I’APA de souris), qui contribue a la
spécificité de substrat de I'enzyme pour les résidus N-terminaux acides sans préciser le mode d’action

de ce résidu (Yang et al., 2013).

Afin de préciser le role de I’Arg-878, un nouveau modele tridimensionnel de I’APA a été construit sur
la base de la structure cristallographique de I'enzyme. Dans ce modeéle a été introduit 'EC33 qui
présente une affinité 1000 fois supérieure a celle du Glu (K; =10 M) avec lequel a été stabilisé le cristal.
Nous avons observé que le groupement guanidinium électropositif de I’Arg-878 interagit avec le
groupement sulfonate électronégatif de 'EC33. Nous avons donc, par des études structure-fonction
par modélisation moléculaire et mutagénese dirigée, caractérisé le role du résidu Arg-878 dans la
liaison de substrat ou d’inhibiteur ainsi que dans la spécificité de substrat de I’APA pour les résidus N-
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 a la
membrane plasmique de fagon similaire a I’APA sauvage. Ensuite, nous avons étudié les paramétres
biochimiques et cinétiques des APAs recombinantes sauvage et mutées en utilisant soit un substrat
acide (GIuNA), 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-site S1 de I’APA sur les

APAs sauvage ou mutées.
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b) Discussion
Grace a notre modeéle tridimensionnel de I’APA humaine, nous avons montré que I’Arg-887 (Arg-878
de I’APA de souris) établit une interaction avec le sulfonate de la chaine latérale de I'inhibiteur EC33

participant ainsi au sous-site S1.

La substitution de cette Arg par une Ala ou une Lys conduit a des enzymes s’exprimant a la membrane
plasmique des cellules CHO exprimant de facon stable ces dernieres, comme le montre les expériences
d’'immunofluorescence. Les formes membranaires présentent des formes matures de I'APA
hautement glycosylée, avec une forme dimérique de 320 kDa et une forme monomérique de 160 kDa,

observées par Western Blot.

Par la suite, nous avons caractérisé 'activation des enzymes mutées par le calcium. Ainsi, il a été
montré que les enzymes mutées étaient activées par le calcium de la méme fagon que I’APA sauvage.
Ainsi le résidu Arg-878 ne participe pas a la liaison du calcium dans le sous-site S1 de I'enzyme.
Cependant, I’activité maximale des enzymes mutées R878A et R878K étaient diminuées d’un facteur 2
par rapport a celle de I'APA sauvage. Du fait que ces enzymes présentent un profil d’expression
similaire a celui de I’APA sauvage, nous avons émis |’hypothése que le résidu Arg-878 pourrait

participer a la reconnaissance du substrat et a I'activité d’hydrolyse de I’APA.

Nous avons donc déterminé les parameétres cinétiques des enzymes mutées en absence et en présence
de calcium, en utilisant du GIuUNA comme substrat et les avons comparés a ceux de I’APA sauvage. En
absence de calcium, I'efficacité d’hydrolyse du GIUNA par les enzymes mutées était fortement
diminuée par rapport a celle de I’APA sauvage (26 fois pour le R878A et 281 fois pour le R878). Cette
diminution est due a une forte diminution de I'affinité des enzymes mutées pour le substrat acide ainsi
gu’a une légere diminution dans la vitesse d’hydrolyse du substrat. En présence de calcium, comme
cela a déja été montré par le passé, I'efficacité d’hydrolyse des substrats acides par I’APA augmente.
Ceci passe par une augmentation de I’affinité de I’enzyme pour le substrat ainsi qu’a une augmentation
de la vitesse d’hydrolyse. Ainsi, en présence de calcium, I'efficacité d’hydrolyse des enzymes mutées
pour les substrats acides augmente, néanmoins, elle reste bien inférieure a celle de I'enzyme sauvage
(20 fois pour le R878A et 4 fois pour le R878K). Encore, cette différence dans I'efficacité d’hydrolyse
est due, pour I’APA mutante R878A, a une affinité et une vitesse d’hydrolyse du substrat GIuNA plus
faible que celle de I’APA sauvage. En revanche, pour le mutant R878K, seule I'affinité de I'enzyme pour
le substrat acide est plus faible que I’APA sauvage. Ceci suggere que le résidu Arg-878, de par sa charge
et la longueur de sa chaine 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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En effet, I'analyse des modeéles tridimensionnels de I’APA sauvage ou mutées en présence de calcium
a montré que les mutations induisaient des changements dans I'organisation du site actif de I'enzyme.
Chacune entrainait une suppression (R878A) ou une diminution (R878K) de l'interaction entre le
groupement carboxylate du substrat et la chaine latérale du résidu, ce qui induit une diminution de
I’affinité des enzymes pour le substrat acide. De plus, la chaine latérale du mutant Lys, plus longue d’un
carbone par rapport a I'Arg, augmente le volume du site actif de I'enzyme. Ceci permet une
optimisation du positionnement de la molécule d’eau catalytique, ce qui permet de d’augmenter la
vitesse d’hydrolyse par rapport au mutant Ala et a I’APA sauvage en présence de calcium. Ceci tend a
confirmer que I’Arg-878 est située dans le sous-site S1 de I’APA et qu’elle puisse médier la spécificité

de I’APA pour les résidus N-terminaux acides des substrats.

Afin de préciser le role de I’Arg-878, nous avons étudié le mode de liaison de différents inhibiteurs
mimant le complexe de Michaelis comme les inhibiteurs thiolés, EC33, GIuSH, MetSH et LysSH. Nous
avons mesuré et comparés les pouvoirs inhibiteurs de ces molécules sur les APA sauvage et mutées en
utilisant le GIUNA avec ou sans calcium. Ces inhibiteurs interagissent avec |I’enzyme via leur amine libre
N-terminale, leur groupement thiol chélatant le zinc et les autres résidus du sous-site S1 avec leur
chaine latérale soit acide (EC33 et GluSH), soit neutre (MetSH), soit basique (LysSH). Nous avons
également étudié le mode de liaison d’un inhibiteur de I'état de transition, le GIuPOsH,, qui mime les
interactions entre le substrat et I'enzyme lors de cet état, notamment, par son groupement
phosphonate remplagant I'intermédiaire tétraédrique formé lors de la catalyse. Nous avons montré
gu’en I'absence de calcium, I’APA mutée R878A est mieux inhibée par les inhibiteurs basique (LysSH)
ou neutre (MetSH) que I’APA sauvage, alors que I’APA mutée R878K était moins bien inhibée par les
inhibiteurs acide (GIuSH) ou neutre que I’APA sauvage. En présence de calcium, le profil d’inhibition
des APAs mutées est partiellement restauré avec une préférence pour les inhibiteurs acides (EC33 >
GluSH > MetSH > LysSH), démontrant que le calcium est le composant majeur de la spécificité de I'APA
pour les inhibiteurs ayant un résidu N-terminal acide. Cependant, I'affinité de I'EC33 et du GluSH pour
les APA mutées restent inférieures a celles pour I’APA sauvage (de 3 a 9 fois inférieure). Ceci suggere
gue l'interaction de la chaine latérale acide de I'inhibiteur et I’APA requiére une charge positive mais
il faut également un positionnement adéquat de I'inhibiteur, assuré en partie par I’Arg-878. En effet,
nous avons montré que le mutant R878K, bien que conservatif de I’Arg-878, est moins bien inhibé par
I’EC33 et le GluSH que I’APA sauvage. Or, la Lys présente une chaine latérale plus longue que I’Arg ce
qui impligue moins de liberté de positionnement pour I'inhibiteur et donc une affinité moins bonne

pour I’'enzyme mutée.

Nous avons montré que I’Arg-878 jouait un rdle dans I'établissement du complexe de Michaelis mais

également dans la catalyse. Ainsi, nous avons étudié I'effet des mutations de I’Arg-878 sur le pouvoir
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inhibiteur du GluPO3H; en présence de calcium. Ainsi, nous avons montré que le GluPOsH, inhibait les
APAs mutées R878A et R878K, respectivement, 87 et 8 fois moins bien que I’APA sauvage. Ce
comportement différent de I'inhibiteur entre les APA mutées est en accord avec ce que nous avons
obtenu lors de la caractérisation des parametres cinétiques du GIuNA. Les simulations de dynamique
moléculaire ont confirmé ces résultats en montrant que les mutations modifiaient aussi bien I'énergie
d’interaction entre le GluPOsH, et I’APA que le volume du site actif, impliquant des positionnements
de l'inhibiteur différents selon chaque enzyme. La mutation de I’Arg-878 en Ala entraine une forte
diminution de I'énergie d’interaction entre le GIuPOsH; et le site actif de I'enzyme ce qui est d a une
modification majeure de I'environnement électropositif du sous-site S1. De plus, la plus forte
interaction entre l'inhibiteur et le solvant observée chez ce mutant impacte négativement son affinité
vis-a-vis de I’APA mutée R878A. La mutation de I’Arg-878 en Lys entraine, quant a elle, une plus faible
diminution de l'affinité du GluPOsH; que le mutant R878A par rapport a I’APA sauvage. Ceci est
probablement d{ au groupement € amine de la chaine latérale de la Lys qui maintien I'environnement
électropositif du sous-site S1. Cependant, la perte d’affinité de I'inhibiteur pour ’APA mutée R878K
par rapport a I’APA sauvage peut-étre due a une position inadéquate du carboxylate du GluPO3H, du

fait de I'augmentation du volume du sous-site S1 au cours de la dynamique.

Afin de confirmer I’'hypothese que I’Arg-878 est impliquée dans la spécificité de I’APA pour les résidus
N-terminaux acides, nous avons étudié l'efficacité d’hydrolyse des APAs sauvage et mutées de
différents substrats, soit neutre (AlaNA), soit basique (LysNA) en présence ou en absence de calcium
et les avons comparés a ceux obtenus avec le substrat acide (GIuNA). Ainsi, en absence de calcium, le
profil d’hydrolyse de I’APA sauvage est : GIUNA > LysNA > AlaNA. Ce profil est modifié pour ’APA mutée
R878A (LysNA> AlaNA > GIuNA) ainsi que pour 'APA mutée R878K (AlaNA = LysNA >> GIuNA). En
présence de calcium, I’APA sauvage hydrolyse plus efficacement le substrat acide et présente le profil
suivant : GIUNA >> LysNA > AlaNA. Ce profil est maintenu pour le mutant R878K mais présente une
diminution de I'efficacité d’hydrolyse du GIUNA. En revanche, 'APA mutée R878A hydrolyse avec la
méme efficacité le GIUNA, le LysNA et I'AlaNA, confirmant ainsi I’hypothése que I'Arg-878 participe,
avec le calcium, a la spécificité de I'APA pour les substrats ayant un résidu N-terminal acide via
I'interaction entre son groupement guanidinium et le groupement carboxylate du substrat. Nous avons
également montré que, de par la longueur de sa chaine latérale, I'’Arg-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-terminal de I’APA qui,
jusqu’alors, était uniqguement considéré comme une chaperonne intramoléculaire (Rozenfeld et al.,
2004). Le résidu Arg-878 est spécifique de I’APA, néanmoins, l'alighement de la structure

cristallographique de I’APA humaine et de I’APN humaine montre qu’il se superpose parfaitement avec
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le résidu Phe-896 de I’APN (Wong et al., 2012). L'APN ayant une spécificité de substrat neutre ou
basique, on peut émettre I’hypothese que cette Phe puisse interagir avec les groupements neutres ou
avec le groupement amine des substrats basiques, via une interaction m-cation et participer a la

spécificité de substrat de ’APN comme I’Arg-878 pour I’APA.

Il est également a noter que dans les dynamiques moléculaires utilisant des inhibiteurs du complexe
de Michaelis, il n’est pas observé d’interaction entre le résidu Thr-348 qui avait été démontré comme
participant a la spécificité de substrat de I’APA (Claperon et al., 2009). Le résidu Thr-348 correspond a
I’Ala-351 dans ’APN humaine et également, aucune interaction n’a été observé entre les inhibiteurs
du complexe de Michaelis co-cristallisés avec I’APN et ce résidu, suggérant qu’il n’ait pas de réle dans
la spécificité de substrat. Cependant, il a été montré que la Met-260 de I’APN d’Escherichia. Coli (APN
E.Coli) et la Val-459 de I'aminopeptidase PfA-M1 de P.falsiparum (PfA-M1), correspondant aux résidus
Ala-351 de I’APN humaine et Thr-348 de I’APA de souris, sont indirectement responsables de la
spécificité de substrat de ces aminopeptidases (Dalal et al., 2013). En effet, il a été montré que le sous-
site S1 de ces enzymes possédait la forme d’un cylindre ol ces résidus sont situés a I'entrée. Des études
de mutagéneése dirigée sur ces résidus ont montré que, selon la nature du résidu substituant, I’APN
E.Coli et la PfA-M1 voyaient leur spécificité de substrat modifiée. Il a donc été conclu que la Met-260
de I'APN E.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 réle
de la Thr-348 serait de contraindre la structure du sous-site S1 de I’APA pour lui permettre d’accueillir
préférentiellement les résidus N-terminaux acides des substrats. Cependant, une interaction entre ce
résidu et le carboxylate du GIuPOsH, est observé, or cet inhibiteur est un analogue de I'état de
transition, c’est-a-dire lorsque la réaction d’hydrolyse a déja commencé. Le résidu Thr-348 aurait donc
un role double, tout d’abord structural, en privilégiant I'entrée des résidus acides dans le sous-site S1,
puis catalytique, en interagissant lors de I'état de transition avec le groupement carboxylate des
substrats. Il y aurait donc un transfert d’interaction du carboxylate de I’Arg-878 a la Thr-348
permettant a I’Arg-878 d’effectuer son action de positionnement du substrat lors de la catalyse

enzymatique.
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2) Article 2 : Etude du rdle potentiel des résidus Arg-360 et Arg-378 dans le sous-site

S2’ de I’APA de souris (En préparation)

a) Introduction
Afin d’augmenter la sélectivité et la spécificité de molécules fondées sur 'EC33, des études ont cherché
a trouver de nouvelles interactions avec les sous-sites S1’ et S2’ du site actif de I'APA par le
développement d’inhibiteurs di- ou tripeptidiques. Ainsi, en ajoutant un résidu P1’ ou P1’ et P2’ a
I’'EC33, il a été possible de connaitre la préférence d’interaction des sous-sites S1’ et S2’ de I’enzyme.
En effet, il a été montré que le sous-site S1’ de I’APA interagissait préférentiellement avec les résidus
Tyr ou lle ou pseudo-Phe en position P1’ des inhibiteurs di- ou tripeptidiques (David et al., 1999;
Inguimbert et al., 2005). Enfin, il a été montré que le sous-site S2’ de I’APA liait spécifiquement les
fonctions acides des résidus P2’, Asp ou carboxyproline, des inhibiteurs tripeptidiques (David et al.,

1999). Cependant, les résidus de I’APA formant les sous-sites S1’ et S2’ de I’enzyme restaient a définir.

La résolution récente de la structure cristallographique de ’APA humaine (Yang et al., 2013) associée
a la modélisation moléculaire pourrait permettre de découvrir ces résidus. Ainsi, un nouveau modeéle
tridimensionnel de I’APA a été construit sur la base de la structure cristallographique de I'enzyme et
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)lle-(L)((3S)-
COOH)Pro-OH) et SC1021 ([[(2S, 3R), 3-Amino-2-sulfhydryl-5-sulfonate]-pentanoyl]-(L)lle-(L)Asp-OH)
ont été introduits dans ce modele. De nouveaux résidus d’intéréts ont été observés et notamment les
résidus Arg-360 et Arg-378 qui formeraient le sous-site S2’ de I’APA et interagiraient avec la fonction

acide du résidu P2’ des inhibiteurs tripeptidiques.

Ainsi par mutagéneése dirigée, nous avons substitué I’Arg-360 et I’Arg-378 par un résidu Ala. Nous avons
vérifié que les enzymes mutées R360A et R378A présentaient un profil d’expression similaire a celui
de I’APA sauvage. Ensuite, nous avons caractérisé les parametres cinétiques des différentes enzymes
et déterminé leur sensibilité au calcium et a différents inhibiteurs mono-, di- ou tripeptidiques
développés au laboratoire. Conjointement a ces expériences, les effets de ces mutations ont été
étudiées par des expériences de modélisation et dynamique moléculaire sur le modéle tridimensionnel

de ’APA.
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b) Discussion
L'introduction des inhibiteurs dipeptidiques fondés sur 'EC33 (NI929 et EC33-lle (CD424c, ([[(2S, 3R),
3-Amino-2-sulfhydryl-5-sulfonate]-pentanoyl]-(L)lle-OH))) n’ont pas permis de visualiser de résidus du
sous-site S1’ de I’APA interagissant directement avec le résidu P1’ de ces inhibiteurs. Cependant, les
simulations de dynamique moléculaire ont montré que I'lle du CD424c et la pseudo-Phe du NI929 sont
stabilisés dans un anneau lipophile délimitant I'entrée du sous-site S1. Ces résultats suggerent que le
sous-site S1’ de I'APA est formé par cet environnement hydrophobe qui va forcer le substrat de I’APA
(’'Ang 1l : Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe) a se diriger vers le sous-site S1 et, une fois la liaison
peptidique entre I’Asp? et I’Arg? de I’Ang Il hydrolysée, expulser chaque produit de la réaction du site

actif de I’APA (Asp et Ang Il : Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe).

L'introduction des inhibiteurs tripeptidiques fondés sur 'EC33 (SC1021, CD497b et CD409b-11) ont
montré des interactions possibles entre la fonction acide des résidus P2’ de ces inhibiteurs et les
chaines latérales des résidus Arg-360 et Arg-378 du site actif de I’APA. La substitution de ces résidus
en Ala n’affecte pas la maturation des protéines mutées, comme le montent I'expression a la
membrane plasmique et |a taille des protéines recombinantes observées par immunofluorescence et
Western Blot, respectivement. L'étude de I'effet de ces mutations sur 'activation de I'enzyme a
montré que I'affinité du calcium pour les APAs R360A et R378A était identique a celle pour I'APA
sauvage indiquant que ces résidus ne sont pas impliqués dans I'activation du calcium. Cependant, nous
avons observé que les mutations de ces Arg en Ala entrainaient une chute dans 'activité de I'enzyme

suggérant un role de ces résidus dans la catalyse enzymatique.

Par la suite, nous avons étudié I'impact de ces mutations sur la capacité de I'APA a hydrolyser le
substrat acide GIuNA. Ainsi, 'analyse des parameétres cinétiques montrent que I'activité d’hydrolyse
du GIuNA était légérement diminuée pour le mutant R378A et fortement diminuée pour le mutant
R360A par rapport a I’APA sauvage avec, pour chaque mutant, une diminution de I’affinité de I'enzyme
pour le substrat et une diminution de la vitesse d’hydrolyse du substrat par I'enzyme. Les simulations
de dynamique moléculaire ont montré que le résidu Arg-378 se situe a I’entrée du site actif de I’APA.
La substitution de I’Arg-378, un résidu basique, par une Ala, un résidu aliphatique, change
I’environnement électropositif a I'entrée du site actif. Le substrat, ayant un résidu N-terminal acide,
pourrait avoir plus de difficulté pour entrer dans le site actif de I'enzyme ce qui explique la chute
d’affinité du substrat pour I'enzyme mutée. L'étude de la capacité des inhibiteurs mono-, di- et
tripeptidiques de I’APA a inhiber I’APA mutée R378A a permis de montrer que les inhibiteurs mono- et
dipeptidiques présentaient une affinité pour cette enzyme deux fois inférieure environ a celle du
sauvage. Etant donné la localisation de ce résidu, la chute de I'affinité de ces inhibiteurs pour I'enzyme

peut s’expliquer de la méme facon que la chute d’activité enzymatique pour le substrat GIuNA.
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Néanmoins, les inhibiteurs tripeptidiques présentent une plus forte chute d’affinité pour I’APA mutée
R378A par rapport a 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 a celles
pour I’APA sauvage. Ceci ne peut s’expliquer que par la perte d’'une ou plusieurs interactions entre
I'inhibiteur et I’enzyme. Le résidu Arg-378 participerait donc bien au sous-site S2’ de I’APA et interagit
avec la ou les fonctions acides de la chaine latérale des résidus P2’ des inhibiteurs ou des substrats de

I'enzyme.

L’étude du modele tridimensionnel de I’APA a montré que le résidu Arg-360 est voisin du résidu Arg-
378 et pourrait interagir avec la Gly-351 du motif GAMEN de I’APA. Or, il a été montré que la mutation
de I’Asn-353 de ce motif entraine une forte diminution de I'affinité de I'enzyme mutée pour le substrat
GluNA et de sa vitesse d’hydrolyse (lturrioz et al., 2001). Ceci suggére qu’en substituant le résidu Arg-
360 par une Ala, il y a une modification de I'organisation du motif GAMEN entrainant une
réorganisation du sous-site S1 et une diminution de I’activité d’hydrolyse de I’enzyme. De plus, I'étude
des pouvoirs inhibiteurs des molécules monopeptidiques a montré que le mutant R360A présentait
une diminution d’un facteur 8 a 10 de I'activité d’inhibition des analogues du complexe de Michaelis
et d’un facteur 415 pour l'inhibiteur de I’état de transition par rapport a I’APA sauvage. Ce qui suggere
que le résidu a un réle dans I’établissement du complexe de Michaelis et dans I’état de transition de la
catalyse. Or, les simulations de dynamique moléculaire n’ont montré aucune interaction directe entre
ces inhibiteurs monopeptidiques ciblant le sous-site S1 et le résidu Arg-360. Ceci appuie I’hypothese
que les perturbations du sous-site S1 entrainées par la substitution de cette Arg en Ala sont dues a la
déstabilisation du motif GAMEN de I’APA. L’étude du pouvoir inhibiteur des composés dipeptidiques
sur le mutant R360A montrent une diminution de leur efficacité par rapport a celle sur I’APA sauvage
du méme ordre que celle observée pour le mutant R378A. Comparé aux inhibiteurs monopeptidiques,
le rapport entre le mutant R360A et I’APA sauvage se réduit, synonyme d’une interaction existante
entre le résidu P1’ de l'inhibiteur et le sous-site S1’ de I’APA. Ainsi le résidu Arg-360 ne participe pas
au sous-site S1’ de I'enzyme. Par contre, I’étude du pouvoir inhibiteur des inhibiteurs tripeptidiques
sur I’APA mutée R360A montre une chute importante de |'activité d’inhibition des molécules CD497b,
SC1021 et CD409b-11 par rapport a I’APA sauvage d’un facteur 8,7 et 49 respectivement. Ceci indique
que le résidu Arg-360, lorsque muté en Ala, perd une interaction avec la fonction acide de la chaine
P2’ des inhibiteurs tripeptidiques et donc que cette Arg participe, avec I’Arg-378, au sous-site S2’ du

site actif de ’APA.

Ainsi, il a été démontré que les résidus Arg-360 et Arg-378 forment le sous-site S2’ du site actif de I’APA
en interagissant, grace a leur groupement guanidinium, avec la chaine latérale acide des résidus P2’

des substrats ou des inhibiteurs. De plus, le résidu Arg-360 participe a la structuration du sous-site S1
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de I'enzyme en interagissant avec la Gly-351 du motif GAMEN de I’APA. Ces deux résidus sont
conservés dans I’APN et la pLAP, le résidu Arg-360 est également conservé dans I'IRAP. Ainsi cette Arg
(Arg-360 de I’'APA) pourrait étre un résidu structural fondamental de certaines aminopeptidases
monozincs. Enfin, ces nouvelles découvertes sur le sous-site S2’ du site actif de I’APA apportent des
informations cruciales qui permettront d’améliorer notre modele tridimensionnel et de développer un
programme de criblage virtuel afin de découvrir, dans des chimiothéques de composés, de nouvelles
classes d’inhibiteurs de I’APA ou des structures permettant d’améliorer la biodisponibilité de nos

inhibiteurs.

81



Conclusions et perspectives

Afin de connaitre I'organisation structurale du site actif de I’APA, notre laboratoire a entrepris des

études structure-fonction sur le site actif de cette enzyme.

En I'absence de données structurales sur les aminopeptidases monozincs, les premiéres études ont
été fondées sur la comparaison d’alignements de séquences d’aminopeptidases monozincs. Elles ont
permis de proposer un premier schéma de I'organisation du site actif de I’APA ainsi qu’un mécanisme
catalytique potentiel pour cette enzyme (Vazeux et al., 1996, 1997, 1998; Iturrioz et al., 2001)
permettant d’expliquer le mode d’inhibition d’inhibiteurs spécifiques et sélectifs de I’APA ciblant 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). Grace a ces informations, des études exploratoires
des sous-sites S1’ et S2’ de I’APA ont été menées afin d’améliorer la spécificité et la sélectivité de
I’'EC33. Ces études ont montré la préférence du sous-site S1’ de I’APA pour les résidus P1’ neutres ou
aromatiques et celle du sous-site S2’ pour les résidus P2’ acides sans pour autant déterminer quels

résidus de I’APA constituaient ces sous-sites (David et al., 1999; Inguimbert et al., 2005).

La résolution récente de la structure cristallographique de I’APA humaine nous a permis de valider
I'ensemble des résultats issus des études structure-fonction par mutagénese dirigée. Afin de mettre
au point un programme de criblage in silico de chimiothéques virtuelles de molécules en vue de
découvrir de nouveaux inhibiteurs de I’APA, un nouveau modele tridimensionnel de I’'enzyme a été
construit sur la base de la structure cristallographique de I’APA humaine. L’ensemble des inhibiteurs
de I’APA ont été introduits successivement dans ce modeéle et ont permis de visualiser des interactions
nouvelles entre les inhibiteurs et I’APA dont nous avons étudié le role par modélisation moléculaire et

mutagénese dirigée.

Tout d’abord, nous avons montré que le résidu Arg-878 de I’APA de souris est situé dans le sous-site
S1 de I'’enzyme et, par son interaction avec la fonction acide de la chaine latérale du résidu N-terminal
des substrats, est responsable avec le calcium de la spécificité de substrat acide de I'enzyme. Son
implication dans la catalyse enzymatique peut-étre expliquée par la longueur de la chaine latérale de
ce résidu qui permet une orientation optimale du substrat lors de I'état de transition et permet au
résidu Thr-348 d’interagir avec la fonction acide de la chaine latérale du résidu P1 du substrat et de

stabiliser cet état.

Ensuite, nous avons montré, grace a I'utilisation d’inhibiteurs di- et tri-peptidiques, que les résidus Arg-
360 et Arg-378 de I’APA de souris sont situés dans le sous-site S2’ du site actif et sont responsables de
I'interaction avec la fonction acide de la chaine latérale des résidus P2’ des inhibiteurs ou des substrats.

Aucun résidu du sous-site S1’ n’a pu étre identifié comme étant responsable de la liaison de la chaine
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latérale aliphatique ou aromatique du résidu P1’ des inhibiteurs ou des substrats. Néanmoins, |'étude
des dynamiques moléculaires montrent la stabilisation du résidu P1’ des inhibiteurs di-et
tripeptidiques au centre d’'un anneau composé de résidus majoritairement non-chargés pouvant
potentiellement former le sous-site S1’. Cet anneau aliphatique pourrait permettre I'entrée des
substrats et contraindre la sortie des produits de la réaction enzymatique. Enfin, les expériences de
mutagénese dirigée et de dynamique moléculaire ont montré I'implication du résidu Arg-360 de I'APA
dans la structuration du motif GAMEN au moyen d’une interaction avec la Gly-351 de ce motif. Cette
méme Arg, retrouvée dans plusieurs aminopeptidases monozincs, pourrait avoir un réle

caractéristique dans cette famille d’enzymes (Figure 19).

Arg-878
- g

Arg-360

Arg-378

Glu-215

— Zn%*

His-385

/0

His-389 Glu-408
Tyr-471

Figure 19 : Nouvelle représentation du site actif de I’APA sur la base des études structure-fonction.

Nos travaux vont permettre, d’'une part, de mettre en place une campagne de criblage in silico de
chimiotheques virtuelles afin de découvrir de nouveaux inhibiteurs de I’APA. D’autre part, nous allons
pouvoir, grace au modele tridimensionnel de I'enzyme et a une approche rationnelle, chercher a
développer de nouveaux inhibiteurs de I'enzyme présentant d’autres groupements chélateurs de
I’atome de zinc et interagissant avec les sous-sites S1’ et S2’ de I'’enzyme. Enfin, de nouvelles études

structure-fonction par modélisation moléculaire et mutagénése dirigée pourront étre menées en
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étudiant le mode d’entrée de I'atome de calcium et des substrats dans I'enzyme. En effet, les études
structure-fonction effectuées sur I'His-450 de I’APA de souris ont montré que les mutations de ce
résidu entrafnaient une incapacité des enzymes recombinantes a lier le calcium (Iturrioz et al., 2000).
Or ce résidu est situé a I'entrée d’un tunnel donnant sur le sous-site S1 de '’APA, a environ 11 A de ce
dernier. Il serait intéressant d’étudier le role potentiel des résidus formant ce tunnel dans I'activation

de I’APA par le calcium (Figure 20).

Collaboration Dr
Bernard Maigret,
LORIA, Nancy

Figure 20 : Position de I'His-450 (en cyan) par rapport au sous-site S1.
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Partie 2 : Le récepteur de I’apéline, cible thérapeutique potentielle
dans le traitement de l'insuffisance cardiaque et des désordres

hydriques

Chapitre 1 : Le récepteur de I'apéline, un récepteur couplé aux protéines G

1) Structure et classification

Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs) sont issus d’une grande famille de protéines
membranaires. lls sont aussi appelés récepteurs a sept domaines transmembranaires (TM) du fait de
la présence de sept hélices a hydrophobes traversant la membrane plasmique de la cellule. 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
phosphorylation. Il existe peu d’identité de séquence protéique entre les RCPGs. Néanmoins, 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 a montré leur importance dans l'intégrité
structurale et dans les mécanismes d’activation de ces récepteurs (Venkatakrishnan et al., 2013). Les
ligands agonistes des RCPGs sont de natures multiples. En effet, ils peuvent étre des acides aminés
(acide glutamique...), des amines (acétylcholine...), des nucléosides (adénosine...), des nucléotides
(ATP...), des lipides (prostaglandines...), des peptides (apéline...), du rétinal (rhodopsine...) des ions

(Ca?'...), des molécules sensorielles (phéromones...) ou encore des protéines (chimiokines...).

Du fait de la diversité des RCPGs, il est difficile d’établir une classification prenant en compte
I’ensemble des aspects structuraux et pharmacologiques de ces récepteurs. Néanmoins, plusieurs
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) ; soit I'analyse phylogénétique des génes codant les RCPGs (GRAFS) (Fredriksson et al., 2003;
Schioth 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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Figure 21 : Arbre phylogénétique des RCPGs construit a partir de la méthode GRAFS présentant les
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structures cristallographigues de récepteurs appartenant a la branche Rhodopsine (Katritch et al,,

2013)
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La famille « Glutamate » est constituée des récepteurs métabotropiques du Glu (mGIluRs), de I'acide
v-amino butyrique (GABA), des récepteurs gustatifs et des récepteurs sensibles au calcium qui
détectent les concentrations extracellulaires de calcium dans les glandes parathyroides. Les RCPGs
constituant cette sous-famille possedent un large domaine N-terminal extracellulaire, d’environ 600
résidus, jouant un role clé dans la liaison du ligand et dans I’activation du récepteur. De nombreuses
structures cristallographiques de RCPGs de cette famille sont aujourd’hui résolues (Doré et al., 2014;

Lee et al., 2014).

La famille « Rhodopsine » comporte la majorité des RCPGs et est divisée en 4 sous familles : a, B, y et
6. Au 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’abord, ils possédent majoritairement au niveau du TM | une asparagine (Asn) (98 %, N9 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 a 50 (Ballesteros and Weinstein, 1995)), au niveau du TM Il un Asp
(90%, D>*%), au niveau du TM I, une Arg (95%, R**°), au niveau du TM IV un Trp (97%, W**°), et au
niveau des TM V, VI et VIl une Pro (78%, P>*°; 99% P®°0; 88% P7=%) (Isberg et al., 2015). Ensuite, ils
présentent un pont disulfure entre une Cys de 'ECL1 et une Cys de 'ECL2 (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 endogéne se
trouve localisé dans une poche formée par les TM et les boucles extracellulaire du récepteur.
Cependant, certains récepteurs comme les récepteurs aux glycoprotéines (récepteur de I’hormone
lutéinisante (LH), récepteur de I’'hormone folliculostimulante (FSH), récepteur de |’hormone
thyréostimuline (TSH) et récepteur de I'hormone ljuteiniziroujuchtchy (LG)) présentent un site de
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 » est constituée des récepteurs impliqués dans I'adhésion cellulaire. Ces RCPGs
présentent des répétitions de domaines de type EGF ou muscin et/ou des domaines riches en Cys
situés a leur extrémité N-terminale. Cette région est tres variable et peut compter de 200 a 2800
résidus. Il n’existe aujourd’hui pas de structure cristallographique de RCPGs de cette classe, néanmoins
des modeles tridimensionnels par modélisation moléculaire ont été construits par homologie avec les

récepteurs de la famille des sécrétine notamment (de Graaf et al., 2016).

87



La famille « Frizzled/Taste 2 » est divisée en deux sous-familles : Frizzled et Tas2. Les récepteurs
Frizzled ont un role physiologique fondamental dans le développement embryonnaire ainsi que dans
I’'hnoméostasie tissulaire chez I'adulte. Les récepteurs Tas 2 regroupent les récepteurs gustatifs de type
2. La structure cristallographique d’un des membres de cette famille, le récepteur smoothened, a

aujourd’hui été résolue (Wang et al., 2013).

La famille « Sécrétine » est constituée de RCPGs capables de lier des hormones peptidiques (sécrétine,
glucagon, calcitonine...). lls présentent un 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 endogéne. Les structures cristallographiques de deux membres de cette famille, les
récepteurs humains au glucagon et au facteur de libération de la corticotrophine, ont été aujourd’hui

résolues (Hollenstein et al., 2013; Siu et al., 2013).

1)} Mode d’action des RCPGs

1) Les ligands

La réponse cellulaire d’un RCPG est liée a la capacité de son ligand a interagir avec lui mais aussi a 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 a la protéine G, I'activation ou non de cette

derniere ainsi que I'activation ou non des autres voies de signalisation contrélées par le RCPG.

Suivant les ligands, la liaison a un récepteur R n’entraine pas les méme effets maximums (Emax Ou
efficacité maximale). En effet, chaque ligand d’un récepteur donné peut avoir une puissance de liaison
différente, illustrée par la concentration efficace 50 (ECso) ou la concentration inhibitrice 50 (I1Cso) qui
correspondent, respectivement, a la concentration de ligand nécessaire a atteindre 50 % de I'Emax et la
concentration de ligand nécessaire a inhiber 50 % de I'Emax (Figure 21). Les informations apportées par

I’'ECsp et I'lCso permettent ainsi de comparer entre eux des molécules agissant sur un méme 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 intrinseque o des différents types de ligand, (C)
Comparaison de la puissance de différents agonistes (A, B et C) d’'un méme récepteur, caractérisée par la CEsq.

a) Les ligands orthostériques : Notions d’agonisme et d’antagonisme

Suivant le ligand lié a un récepteur donné, les réponses pharmacologiques associées peuvent différer.
En effet, selon son Emax, un ligand pourra étre considéré soit comme un agoniste entier, soit comme
un agoniste partiel, soit comme un antagoniste ou soit comme un agoniste inverse. Chacune de ces
catégories de ligands se fixent au niveau d’un site de liaison, spécifique a chaque classe de RCPG, et
correspondant au site de liaison du ligand naturel. L'ensemble de ces ligands sont appelés ligands

orthostériques.

Tout d’abord, les agonistes entiers sont caractérisés par un effet maximum correspondant a celui du
ligand naturel (Emax = 1). Les agonistes partiels sont des ligands dont 'amplitude de I'effet maximum
est plus faible que celle du ligand naturel (0 < Emax < 1). Les antagonistes sont des ligands n’ayant
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 a ceux du ou des
ligands naturels du récepteur. lls 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

Al'instar des enzymes, il existe des ligands des RCPGs qui ont la capacité de se lier au récepteur ailleurs
gu’au niveau du site de liaison orhtostérique. On parle alors de ligands non-compétitifs ou ligands

allostériques ou encore modulateurs allostériques.

Ces ligands n’entrent pas en compétition avec les ligands du récepteur mais ils vont pouvoir moduler
I'activité de ce dernier. Les ligands allostériques présentent des avantages non-négligeables par
rapport aux ligands orthostériques. En effet, leurs effets sont saturables, c’est-a-dire qu’ils
n’entrainent pas d’effets secondaires au-dela d’un certain seuil d’administration. Leurs effets sont
également limités dans le temps puisqu’ils dépendent du ligand endogéne et de son lieu d’action.
Enfin, les ligands allostériques sont plus sélectifs que les ligands orthostériques qui peuvent agir, s’ils
existent, sur différents sous-types d’'un méme RCPG (Christopoulos and Kenakin, 2002; May et al.,

2007) (Figure 23).
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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 a sa protéine G et une activation de cette derniére alors que les ligands antagonistes
bloquaient I'activation du récepteur en empéchant, par compétition, la liaison du ligand agoniste.
Ainsi, la fonctionnalité des RCPGs était interprétée comme permettant I'activation ou I'inhibition d’une
voie de signalisation donnée. Il est aujourd’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 B-arrestines (Benovic et al., 1987; Lohse et al., 1990; Ferguson et al., 1996b), étre
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) dont I'ensemble va permettre la régulation de voies de signalisations différentes.

Du fait de cette multitude de régulations possibles par les RCPGs, il a été émis I'hypothése que la liaison
d’un ligand entrainerait la stabilisation du récepteur dans un état donné permettant la signalisation de
voies données et que des ligands d’'un méme récepteur mais de structures différentes pourraient
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 hypothese (Spengler et
al., 1993; Eason et al., 1994; Kenakin, 1995) et d’établir la théorie de la sélectivité fonctionnelle des
RCPGs et de I'existence des ligands biaisés (Jarpe et al., 1998; Costa-Neto et al., 2016; Gundry et al.,
2017). Ainsi, les agonistes d’un récepteur activant préférentiellement la signalisation dépendant de la
protéine G sont dit agonistes biaisés vis-a-vis de la protéine G et ceux activant préférentiellement la
signalisation dépendant de B-arrestine sont dit agonistes biaisés vis-a-vis de la B-arrestine (Figure 24).

Agoniste entier . e
Agoniste biaisé

Agoniste biaisé

otéine G-dépendante Active la voie B-arrestine dépendante

Antagonise la voie B-arrestine dépendante Antagonise la voie protéine G-dépendante

Figure 24 : Effet de la liaison d’agonistes biaisés sur la signalisation intracellulaire (Thése Romain

Gerbier 2011).
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2) Les protéines G hétérotrimériques

La protéine G est composée de trois sous-unités : Ga (39-55 kDa), GB (36 kDa) et Gy (6 kDa). La sous-
unité Ga interagit avec la partie intracellulaire du récepteur (entre le TM5, I'lICL2 et le TM6) via son
hélice a5 C-terminale alors que les sous-unités GB et Gy forment un complexe Gy indissociable
(Higgins and Casey, 1994). De plus, la protéine G possede une activité GTPasique au niveau de sa sous-
unité Ga qui, dans I'état inactif du récepteur, possede une molécule de Guanosine DiPhosphate (GDP).
Lors de l'activation du récepteur, la molécule de GDP est expulsée de la sous-unité a et va étre
remplacée par une molécule de Guanosine TriPhosphate (GTP), en exces dans le cytoplasme. Ceci va
induire des changements conformationnels au sein de la protéine G entrainant la dissociation de la
sous-unité Ga du complexe GBy et du récepteur. Cette dissociation va permettre I'activation des deux
entités de la protéine G qui vont agir sur des protéines effectrices comme |'adénylate cyclase (AC), la
phospholipase CB (PLC B) et d’autres protéines produisant des seconds messagers. Grace a son activité
GTPase intrinseque, la sous-unité Ga va hydrolyser la molécule de GTP en GDP permettant la
reformation du complexe hétérotrimérique Gapy. Ce cycle d’échange va perdurer tant que le ligand
agoniste est lié a son récepteur et/ou que le systéme n’est pas désensibilisé (Bornancin et al., 1989;
Preininger and Hamm, 2004; Oldham and Hamm, 2008; Duc et al., 2015, 2017). Ces mécanismes
moléculaires impliguant de nombreux changements conformationnels de la protéine G
hétérotrimérique ont pu étre mesurés par I'apport des biosenseurs de Bioluminescence Resonance

Energy Transfert (BRET) (Galés et al., 2006) (Figure 25).
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Figure 25 : Cycle d’activation des protéines G hétérotrimériques (Thése Romain Gerbier, 2011).

La liaison d’un agoniste au récepteur va induire I'activation de la protéine G hétérotrimérique (1). La GDP associé
a la sous-unité G, va étre libérée et une molécule de GTP, présente en tres haute concentration dans la cellule,
va alors se fixer a sa place (2). La protéine hétérotrimérique va alors se dissocier avec, d’un c6té, la sous-unité
Ga et de l'autre, le complexe dimérique GBy qui vont chacun de leur c6té activer des effecteurs et déclencher
différentes cascades de signalisation (3 et 3’). Par son activité enzymatique inhérente, la sous-unité Ga va
éventuellement hydrolyser la GTP en GDP, permettant de se réassocier avec GBy pour redémarrer un nouveau
cycle (4 et 5).

a) Lasous-unité Ga

i) Structure de la sous-unité Ga

Les différentes résolutions de la structure cristallographique de la sous-unité Ga ont permis de montrer
gue celle-ci présente un domaine de type Ras et un domaine en hélices a dont I'interface présente un
site de liaison nucléotidique (Coleman et al., 1994; Jones et al., 2011). Le domaine de type Ras posséde
I'activité GTPase, permettant d’hydrolyser le GTP en GDP, ainsi que les sites de liaison du complexe
GPy. La partie N-terminale de la sous-unité Ga est myristoylée permettant I'ancrage de la protéine G
a 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

vont permettre I'ancrage et I’hydrolyse du GTP en GDP (Coleman et al., 1994) (Figure 26).
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Figure 26 : Structure cristallographigue protéine G s’attachant a la membrane plasmique.

ii) Les sous-unités Ga

Dans le génome humain, il existe 16 genes codant pour 23 protéines Ga différentes que I'on peut

classer en quatre catégories distinctes (Simon et al., 1991) :

La sous-unité Gas qui permet la stimulation de I’AC (Ross and Gilman, 1977). Elle conduit
a la production d’Adénosine MonoPhosphate cyclique (AMPc) qui peut ainsi activer la
protéine kinase A (PKA) qui va réguler I'activité des canaux sodium voltage dépendant ou
le canal ionique a calcium afférent.

La sous-unité Ga; qui permet l'inhibition de I’AC conduisant ainsi a une inhibition de la
production d’AMPc (Hildebrandt et al., 1983). La sous-unité Ga; active directement la
protéine kinase v-src sarcoma (c-SRC) qui permet I’activation du facteur de transcription
Signal Transducer and Activator Factor 3 (STAT3) (Ma and Huang, 2002). Elle régule
également I'action de la GTPase RAP1 (RAP1GAP1) qui inhibe I'activité du géne 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-unité Gog qui permet I'activation de la phospholipase C 8 (PLC B). Cette derniére
va hydrolyser le phosphatidyl inositol bisphosphate (PIP2) en inositol 1,4,5-triphosphate
(IP3) et en diacyglycérol (DAG). Les IP3 vont agir au niveau du cytoplasme en s’associant au
réticulum endoplasmique (RE) et provoquant la libération cytosolique de calcium qui par

exemple, au niveau du cceur (ventricule gauche) induit la contractilité cardiaque. Le
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calcium sécrété va permettre, avec le DAG, 'activation de protéines sérine (Ser)/thréonine
(Thr) calcium dépendante (PKC) (Cockcroft and Gomperts, 1985) au niveau de la
membrane plasmique. La sous-unité Gag présente d’autres effecteurs puisqu’elle active le
facteur d’échange p63RhoGEF ainsi que la Burton’s Tyrosine Kinase (Btk). Elle inhibe la
Phosphoinositide 3 kinase de type 1a (PIsK). Elle est inhibée par la G Protein Regulated
Kinase 2 (GRK2). (Litosch, 2016).

- Les sous-unités Gaiyaz qui régulent de nombreuses fonctions cellulaires comme
I'agrégation plaquettaire, I'apoptose, la formation de jonctions cellulaires ou la motilité
cellulaire (Strathmann and Simon, 1991). Ces sous-unités activent directement certaines
RH-RhoGEFs comme la p115Rho-GEF qui vont réguler I'activité de la GTPase Rho (Suzuki
et al., 2009).

b) La sous-unité GBy

i) Structure de la sous-unité GBy

La sous-unité GB est formée de deux domaines. L'un correspond a la partie N-terminale et présente la
topologie d’une hélice a. L'autre correspond au reste de la protéine et est formé de sept brins B
s’organisant sous la forme d’un tonneau B antiparalléle. La sous-unité Gy posséde deux domaines
formés chacun d’une hélice a. Celle de la partie N-terminale va interagir avec I’hélice N-terminale de
la sous-unité GB tandis que I’hélice C-terminale va interagir avec le feuillet B de la sous-unité Gp.
L'extrémité C-terminale de la sous-unité Gy est prénylée ce qui permet un ancrage a la membrane

plasmique (Lambright et al., 1996; Sondek et al., 1996; Rasmussen et al., 2011).

ii) Les sous-unités GBy
Dans le génome humain, il existe six genes codant pour la protéine G et douze codant pour la protéine
Gy (Oldham and Hamm, 2008). Toutes les combinaisons existent sauf le complexe GB2y1 (Schmidt et
al., 1992). Selon la combinaison, le complexe Gy induit une activation de I'effecteur cible de la sous-
unité Ga avec plus ou moins d’efficacité. En effet, il a été montré qu’apres la stimulation du récepteur
de I'adénosine A2a, le niveau activation de I’AC via la protéine Ga, était dépendant de la sous-unité de
GP du complexe GBy2 (Mclntire et al., 2001) Ainsi, le complexe GBy permet de moduler le signal induit
par I'activation de la sous-unité Ga. Enfin, le complexe GBy peut également réguler de nombreuses

voies de signalisation, indépendamment de la sous-unité Ga, comme les isoformes de I’AC, de la PLCB
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ou de la PIsK, les canaux calcium voltage dépendant, etc.. (Yamauchi et al., 1999; Lehmann et al., 2008;

Khan et al., 2013).

3) LaB-arrestine et l'internalisation des RCPGs

Les RCPGs s’internalisent sous I'action de ligands agonistes. Cette internalisation a pour rdle de
désensibiliser les récepteurs afin d’arréter leur activation par leur ligand. Ce processus débute par le
recrutement de kinases, soit résultantes de I'activation des effecteurs (PKA ou PKC), soit spécifiques
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
cytosoliqgue (Premont and Gainetdinov, 2007). La phosphorylation du récepteur entraine le
recrutement de B-arrestines qui vont permettre I’endocytose des récepteurs (Ferguson et al., 1996a)
(Figure 27). Les B-arrestines jouent le role de protéines d’échafaudages moléculaires qui vont recruter
les molécules de clathrines et d’AP-2 et permettre ainsi la formation de puits recouverts de clathrine
entrainant I'invagination de la membrane plasmique et I'endocytose du complexe ligand/récepteur
(Laporte et al., 2000). Les vésicules d’endocytose vont 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).

Les B-arrestines partagent une forte identité de séquence protéique entre elles (78%). Néanmoins, il
existe des différences dans leur spécificité d’interaction avec les récepteurs. En effet, certains RCPGs
sont capable de s’internaliser uniformément sous I’action de chaque protéine alors que d’autres ne

peuvent s’internaliser que grace a une seule B-arrestine (Kohout et al., 2001).

Il existe trois isoformes de B-arrestine (1, 2 et 3) que peuvent lier les RCPGs. Le recrutement des -
arrestines aux RCPGs bloque la signalisation protéine G-dépendante du fait de I’encombrement
stérique de I'association du récepteur a la protéine G. Ce recrutement permet également I'activation
de kinases intracellulaires conduisant a [I'activation de secondes voies de signalisations
indépendamment de I'activation des protéines G (Shenoy and Lefkowitz, 2003). Néanmoins, il a été
montré que, lors de l'internalisation du RCPG, la B-arrestine pouvait étre toujours complexée au
récepteur, formant un super-complexe endosome-RCPG-Protéine G-B-arrestine qui présentait une
signalisation cellulaire dépendante de la protéine G continue (Thomsen et al., 2016). Il a également
été montré que suivant la conformation qu’adopte la B-arrestine, la signalisation, la désensibilisation
et le recyclage du récepteur étaient modifiées (Lee et al., 2016; Cahill et al., 2017). Ainsi, la réponse
cellulaire induite par I'activation du RCPG va étre médiée suivant la fagon dont la B-arrestine interagit

avec le RCPG et la conformation qu’elle adopte.
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Un RCPG présente donc une multitude de combinaisons de régulations possibles, que ce soit suivant
le type de protéine G avec lequel il est couplé, mais aussi suivant son interaction avec la B-arrestine et

la facon donc il s’internalise et se désensibilise.

Domaine Domaine
’«"L

N-terminal C-terminal

Figure 27 : Structure cristallographigue de la B-arrestine (Shukla et al., 2013; Kang et al., 2015).

A : superposition des structures cristallographiques de la forme active (argent) et inactive (or) de la B-arrestine 1
B et C : Visualisation du complexe B-arrestine 1/récepteur de la rhodopsine, cristallisé dans une bicouche
lipidique

D et E : Visualisation de I'ancrage des résidus aromatiques du domaine C-terminal de la B-arrestine 1 dans la
bicouche lipidique
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Figure 28 : Mécanisme d'internalisation et de désensibilisation d'un RCPG (These Romain Gerbier,

2011).

RE : Endosome de recyclage, EE : endosome précoce ; LE : Endosome tardif
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Chapitre 2 : 'apéline et son récepteur

1) Découverte et désorphanisation du récepteur de I’apéline

1) Clonage et structure du récepteur de I'apéline

Le récepteur de I'apéline a pendant longtemps été un récepteur orphelin, c’est-a-dire sans ligand
endogéne identifié. Ce récepteur a été cloné a partir d’une banque génomique humaine lors d’'une
étude cherchant a identifier un récepteur homologue aux récepteurs de I'arginine-vasopressine (AVP).
Son géne est localisé sur le chromosome humain 11 au niveau du locus q12 et ne présente pas d’intron
(O’'Dowd et al., 1993). Il présente 31% d’identité de séquence protéique avec le récepteur des
angiotensines II/1ll de type 1 (AT1) et fut appelé APJ. L'isolement du récepteur APJ de rat fut effectué
a partir d’ARN totaux de noyaux supraoptiques (SON), puis en utilisant une banque d’ADNc de cerveaux
de rats lors d’'une étude visant a trouver un récepteur spécifique de I'angiotensine Il (Ang Ill) (De Mota
et al., 2000). Ce récepteur fut également caractérisé comme étant un RCPG de 377 acides aminés et
partageant 31 % d’identité de séquence protéique avec le récepteur AT1 de rat (Figure 29). Aussi, il
partage plus de 90% d’identité de séquence avec le récepteur APJ humain (O’Dowd et al., 1993) et
murin (Devic et al., 1999) et 10% avec celui isolé chez la grenouille (Devic et al., 1996). Le récepteur
APJ de rat n’est pas capable de lier les Ang Il, lll et IV ce qui en faisait un récepteur orphelin jusqu’a la

découverte de son ligand endogéne (Tatemoto et al., 1998; De Mota et al., 2000).

Le récepteur APJ est un RCPG appartenant a la famille « Rhodopsine » et situé dans la branche y. Il
présente les résidus conservés Asn'>%, Asp>°°, Arg3>%, Trp**°, Pro>°°, Pro®>° et Pro’=°, ainsi que le motif
DRY, comprenant le résidu Arg3°?, le motif NPXXY, comprenant le résidu Pro’>° 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 Il, 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-terminale, une dans I'ECL1, une dans I'ECL2 et une dans I'ECL3.
Cette derniére a été montrée comme étant importante dans I'activation du récepteur (Kumar et al.,

2016).
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Figure 29 : Séquence protéique du récepteur de I'apéline (Thése Romain Gerbier, 2011).

2) L’apéline : ligand endogéne du récepteur APJ, découverte et caractéristiques

Cing années apreés la découverte du récepteur APJ, son ligand fut isolé a partir d’extraits d’estomac de
beeuf. Il s’agissait d’un peptide de 36 acides aminés qui a été nommé apéline pour APJ Endogenous
LigaNd (Tatemoto et al., 1998). Les 17 acides aminés N-terminaux de I'apéline ont ensuite été utilisés
pour isoler I’ADNc du précurseur de I'apéline qui est un peptide de 77 acides aminés nommé

préproapéline (Tatemoto et al., 1998).

Le géne codant pour la préproapéline est situé chez I’'Homme, sur le chromosome X au niveau des loci
g25-26.1. Ce géne présente trois exons dont la séquence codante recouvre I'exon 1 et une partie de
I’exon 2 et la séquence 3’ UTR recouvre I'autre partie de I'exon 2 et I'exon 3 (D. K. Lee et al., 2000). Ces
recouvrements expliquent la présence de deux types de transcrits d’environ 3 et 3,6 kb que I'on
retrouvent dans différents tissus (D. K. Lee et al., 2000; O’Carroll et al., 2000). Les alignements de
séquences de préproapéline chez différentes especes montrent, chez les mammiféres, une stricte

conservation des 17 résidus C-terminaux du peptides appelé apéline-17 ou K17F (Figure 30).
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In vivo, on retrouve trois formes actives d’apéline issues de la maturation de la préproapéline 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 de I'apéline 13 (pE13F) est
majoritaire alors que K17F est présent en plus faible quantité (De Mota et al., 2004). Dans I'utérus et
le testicule, 'apéline-36 est majoritaire alors que dans la glande mammaire on retrouve a la fois

I'apéline-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 suggeére la possible action de prohormones convertases (PC) qui hydrolyseraient la liaison
peptidique en aval de ces doublets pour donner naissance a K17F et pE13F. Cette hypothese n’a pas
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). Du fait de I'absence de résidus
dibasiques en amont de I'apéline-36, I'action de PC est a exclure et le mécanisme de maturation de ce

peptide reste a définir (Figure 30).

Veau MNL RRCVQALLLLWLCLSAVCGGPILLAQTSD 30
Humain M NL RLCVQALILLLWLSLTAVCGGS LMPTFTPD 30
Rat MNL S FCVQALLLLWLSLTAVCGVPLMLZPPDS3
Souris MNLRLCVQALILLLWLSLTAVCGVPLMLTPPD 30
#Apéline—SG _——
Veau GKEMEEGTIRYLVQPRGPRSGPGPWQGG:RR:GO
HumainGNGLEDGNVRHLVQPRGSRNGPGPWQGG:RR:60
Rat GKGLEEGNMRY LV KPRTSRTGPGAWOQG GIR R 60
Souris GTGLEEGSMRYLVKPRTSRTGPGAWQGG:RR:GO
——— v v
Veau K F:R R:Q RPRLSHKGPMPFT7T7
Humain K F:R R:QR PRLSHKGPMPFT7T7
Rat K FIR RaRPRLSHIKGPMPF77
Souris K F IR RRQRPRLSHKGPMPFT77
Apéline-17
Formes moleculaires d’apéline détectées in vivo chez ’lhomme et le rongeur

Apéline-36 LVOPRGSRNGPGPWQGGRRKFRRQRPRLSHKGPMPF

Apéline-17 (K17F) KFRRQRPRLSHKGPMPF

Forme pyroglutamylée de I'apéline-13 (pE13F) pERPRLSHKGPMPF

Figure 30 : Alignements de séquences protéiques de I'apéline de différentes espéces de mammiféeres
(Flahault et al,. 2017).

La fleche noire indique le début de la séquence de I'apéline-36. La séquence strictement conservée chez les
mammiféres correspond a I'apéline-17 (K17F). Les boites noires discontinues encerclent les doublets dibasiques
pouvant étre ciblés par les prohormones convertases, potentiellement responsables de la maturation de la
préproapéline. La fleche bleue montre le site d’hydrolyse par I'ECA 2. La fleche verte montre le site d’hydrolyse

par la Néprilysine.
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Concernant le métabolisme des fragments d’apéline, il a été montré que I'enzyme de conversion de
I’angiotensine de type Il (ECA2, EC 3.4.17.23) était capable d’hydrolyser la Phe C-terminale de I'apéline-
36, de K17F et de pE13F (Vickers et al., 2002; Wang et al.,, 2016). Enfin, il a été montré que
I’endopeptidase neutre (NEP, EC 3.4.24.11) hydrolyse la liaison peptidique entre I’Arg8-Leu® de K17F et
I’Arg*-Leu® de pE13F, entrainant la production de deux peptides tronqués et inactifs (McKinnie et al.,

2016).

1)} L’apéline et son récepteur : propriétés pharmacologiques

1) Caractérisation de l'interaction apéline/récepteur

a) Affinité de I'apéline pour son récepteur

Les premiéeres études ont cherché a caractériser les propriétés de liaison de I'apéline au récepteur APJ
(ApélineR). Ainsi, il a été montré que les apélines radioiodées, [**1][Nle 11, Tyr 13]pE13Y et [***I][Nle
34,Tyr 36]apéline-36, se lient a I’ApélineR humain exprimé de facon 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
montré que I'affinité de 'apéline-13 radioiodée par Bolton Hunter sur la Lys® de pE13F pour I’ApélineR
de rat exprimé de fagon stable en cellules CHO est de 40 pM (lturrioz et al., 2010b; Gerbier et al., 2015).
Enfin, il a été montré ex vivo, sur des tissus cardiagues humains (ventricule gauche et oreillette droite)
et sur des tissus ventriculaires, cérébraux et pulmonaires de rat, que pE13F radioiodé posséde une

affinité de, respectivement, 350 pM, 200 pM, 560 pM et 650 pM (Katugampola et al., 2001).

b) Etudes structure-activité de I’apéline

L’affinité des trois fragments actifs d’apéline (apéline-36, K17F et pE13F) est relativement proche. Ceci
peut étre di au fait que les interactions ligand/récepteur doivent s’établir entre I’ApélineR et les 13

résidus C-terminaux de ces peptides.

Ainsi, plusieurs études ont cherché a découvrir quels résidus de I'apéline étaient impliqués dans la
liaison a I’ApélineR. Des études d’ «Alanine-scanning » de pE13F ont été effectuées en caractérisant
I'impact de la substitution de chaque résidu de pE13F en Ala sur la capacité de ces peptides a se lier a
I’ApélineR, inhiber la production d’AMPc provoquée par la forskoline (FSK) et a mobiliser le calcium

intracellulaire. Il a été montré que I'Arg?, I'Arg* et la Leu® du motif RPRL de pE13F sont des résidus
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essentiels pour la liaison de I'apéline a I’ApélineR auxquels s’ajoutent les résidus Ser®, Lys® et Met!!

mais dont les impacts sont moins importants (Fan et al., 2003; Medhurst et al., 2003).

Conjointement a ces études d’«Alanine-scanning », des expériences de troncations de K17F ont été
menées. Ces études ont évalué l'effet de la délétion successive de chaque acide aminé situé a
I’extrémité N-terminale ou C-terminale de K17F sur la capacité de ces nouveaux peptides a se lier a
I’ApélineR de rat, a induire I'inhibition de la production d’AMPc provoquée par la FSK et a induire
I'internalisation de I’ApélineR. Il a été montré que les troncations N-terminales a partir de I'Arg® de
K17F (soit I’Arg? de pE13F) conduisent a des peptides incapables de se lier a I'’ApélineR et par
conséquent a l'activer. Par ailleurs, la délétion de la Phe C-terminale de K17F conduit a un peptide
(K16P) toujours capable de se lier a I’ApélineR avec une tres bonne affinité (subnanomolaire) et
d’induire l'inhibition de la production d’AMPc induite par la FSK mais avec une habilité trés réduite
pour induire I'internalisation de I’ApélineR (El Messari et al., 2004). Il a également été montré in vivo,
gue l'injection par voie i.v de K16P chez le rat normotendu, n’entrainait pas la baisse de la pression
artérielle observée suite a l'injection de K17F. Ceci indiquant I'existence d’une dissociation
fonctionnelle entre le couplage de I’ApélineR a la protéine G et I'internalisation du récepteur médiant

I'effet hypotenseur de I'apéline (El Messari et al., 2004).

La premiére étude visant a caractériser l'interaction entre I'apéline et I’ApélineR a montré par
mutagénese dirigée que les résidus Glu-20 et Asp-23 situés sur la queue N-terminale du récepteur
participeraient a la liaison de pE13F. Ces résidus acides pourraient interagir avec les résidus basiques

du ligand ayant un réle crucial dans la liaison a I’ApélineR (Zhou et al., 2003b).

2) Signalisation du récepteur de I'apéline

a) Couplage du récepteur de I’apéline

De nombreuses études ont exploré les voies de signalisation contrélées par le systéme
apéline/ApélineR. Il a été montré que I'apéline-36, K17F et pE13F présentent la méme capacité, de
I’ordre du subnanomolaire, a inhiber la production d’AMPc induite par la FSK dans des cellules CHO
exprimant de facon stable I’ApélineR de rat et dans des cellules embryonnaires rénales humaines (HEK)
exprimant I’ApélineR humain (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 a la toxine pertussis, un inhibiteur
spécifique du couplage de la protéine Ga;/ Gas au RCPG, de cellules CHO exprimant de facon stable
I’ApélineR humain ou de rat empéchait I'induction par I'apéline-36 et pE13F de l'inhibition de la

production d’AMPc provoquée par la FSK, démontrant ainsi que I’ApélineR est naturellement couplé a
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la protéine Ga; (Hosoya et al., 2000). Ceci a été confirmé par une étude démontrant que I’ApélineR
couple préférentiellement les protéines Gai; et Gaj; mais pas Gais et que ce couplage entraine une
inhibition de I’AC et une phosphorylation de la kinase de régulation des signaux extracellulaires (ERK 1
et 2 (ERK %)) (Masri et al., 2006; Bai et al., 2008). Il a également été montré que I’ApélineR est couplé
a la protéine Gaiys et que son activation entraine une translocation cytoplasmique et une
phosphorylation des histones déacétylase de classe Il (HDAC) 4 et 5 induisant I'activation du facteur
de transcription « Myocyte Enhancer Factor 2 » (MEF2) (Kang et al., 2013). Enfin il a été montré dans
des coeurs isolés perfusés de rats que I'apéline entrainait I'activation de la phospholipase C (PLC),

indiquant que dans le cceur, I’ApélineR pourrait étre couplé a la protéine Gqg (Szokodi et al., 2002).

b) Modulation des concentrations de calcium intracellulaire par

I'apéline
Il a été montré que I'apéline-36, K17F et pE13F étaient capables d’augmenter la mobilisation de
calcium intracellulaire dans différents types cellulaires exprimant de facon stable I’ApélineR humain,
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-tendant lI'augmentation de calcium

intracellulaire induite par les fragments d’apéline restent a ce jour inconnus.

Enfin, il a été montré dans les artérioles glomérulaires que K17F entrainait, au niveau des cellules
musculaires lisses, une diminution de la mobilisation de calcium intracellulaire induite par I'’Ang Il de

facon oxyde nitrique (NO) dépendante (Hus-Citharel et al., 2008).

c) L’activation de kinases

De nombreuses kinases ont été montrées comme étant activées suite a la stimulation de I’ApélineR
par 'apéline. En effet, il a été montré que la stimulation par pE13F de I’ApélineR murin exprimé de
fagon stable en cellules CHO, entraine une phosphorylation de ERK % (Masri et al., 2002, 2004).
L’activation de ERK 1 et ERK 2 sont dépendantes de la protéine Ga; et indépendantes de I’activation de

la GTPase Ras (Masri et al., 2002, 2004).

Il a également été montré que la phosphorylation des résidus Thr-389, Thr-421 et Ser-424 de I’ApélineR
entrainait I’activation de la kinase p70S6 par des voies de signalisation différentes (Masri et al., 2004).
En effet, la phosphorylation de la Thr-389 entraine une activation de la voie des phosphoinositides 3

Kinase (PisK) / 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) qui entraine une production de NO via I’activation de I’oxyde nitrique synthase de I’endothélium
(Ishida et al., 2004; Azizi et al., 2008). L'activation de la p70S6 via la phosphorylation de la Thr-421 et
la Ser-424 fait intervenir une protéine kinase C (PKC) appartenant a la famille des PKC atypiques comme
cela a été démontré en traitant les cellules exprimant I’ApélineR avec un pseudo-substrat de la PKCT.
Cette PKC atypique, une fois activée, phosphoryle et active les kinases de la voie MAPK (Masri et al.,
2004). Enfin, il a été montré que la stimulation de I’ApélineR par pE13F induisait une phosphorylation
de p70S6K via I'activation des MAPK contr6lée par la protéine Gai. De cette activation résulte

I’'augmentation de la différenciation des cellules souches en cardiomyocytes (D’Aniello et al., 2009).

Enfin, la ou les GRK régulant la dissociation de la protéine G a I’ApélineR ainsi que le recrutement des
protéines de type B-arrestine sont a ce jour inconnues. Néanmoins, il a été montré in vitro que
I’ApélineR était capable de recruter les GRKs 2 et 5 et que les sites de phosphorylation potentiel de
I’ApélineR pouvant médier le recrutement de ces 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-348 de I’ApélineR entrainait une
absence de phosphorylation de cette derniere et surtout une absence de recrutement des GRKs 2 et
5, une absence de recrutement des B-arrestines 1 et 2 et une absence d’internalisation du récepteur.
Toutefois, I’ApélineR muté était toujours capable de signaler via sa protéine G (Chen et al., 2014). Ainsi,
cette étude a permis de montrer que, in vitro, I’ApélineR présentait une signalisation MAPK B-arrestine

dépendante via la phosphorylation de la Ser-348, tres vraisemblablement, par les GRKs 2 et 5.

d) Linternalisation du récepteur de I’apéline

Comme la plupart des RCPGs, I'ApélineR s’internalise suite a la liaison des différents fragments
d’apéline (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 induire I'internalisation de
I’ApélineR de rat (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 a des peptides
liant I’ApélineR et activant son couplage a la protéine Ga;, avec la méme efficacité que K17F, sans
pouvoir induire l'internalisation du récepteur, suggérant que ce résidu joue un role crucial dans

I’activation de ce mécanisme (El Messari et al., 2004; Iturrioz et al., 2010b).

Afin de valider cette hypothése, une étude structure-fonction a été menée sur I'ApélineR par
modélisation moléculaire et mutagénese dirigée. Pour ce faire, le premier modeéle tridimensionnel (3D)
de I'ApélineR complexé avec pE13F ou K17F a été construit dans le laboratoire en collaboration avec

le Dr B.Maigret. Un modele brut a été bati par homologie en utilisant comme patron le modeéle validé
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du récepteur a la cholécystokinine 8 de type 1 (CCK1R) (Archer-Lahlou et al., 2005). Ce modele fut
privilégié par rapport a la seule structure cristallographique existante a I'époque, celle du récepteur de
la Rhodopsine, en raison du fait que le modéle du récepteur CCK1 était une forme activée du récepteur
et que ce modele était validé par des études structure-fonction (Archer-Lahlou et al., 2005).
L'observation du modele complexé avec K17F ou pE13F montre que les peptides interagissent en
surface du récepteur avec des acides aminés acides via leurs résidus basiques alors que leur Phe C-
terminale s’insere au fond du site de liaison du récepteur dans une poche constituée des Trp 152 et
259 et de la Phe 255. Des études structures-fonctions par mutagénese dirigée du récepteur de I'apéline
ont montré que les récepteurs de I'apéline mutés sur ces résidus n’étaient plus capables d’étre
internalisés sous I'action de K17F alors qu’ils conservaient la capacité de lier 'apéline ou a se coupler
a la protéine Gai. Ceci a permis de démontrer le role clé des résidus Phe 255 et Trp 259 dans
I'internalisation du récepteur ainsi que de valider ce premier modele 3D du récepteur de I'apéline
(Iturrioz et al., 2010b). De plus, cette étude confirme I'existence d’une dissociation fonctionnelle entre
le couplage de la protéine Ga; a I’ApélineR et I'internalisation de ce dernier. Ceci implique que le
récepteur existe sous différentes conformations actives dépendant de la fagon dont le ligand agoniste
se lie dans le site de liaison, ce qui améne a I'activation de différentes voies de signalisation et par
conséquent, a différents effets biologiques (lturrioz et al., 2010b). Enfin, I’ApélineR pourrait présenter
une sélectivité fonctionnelle ou une signalisation biaisée en pouvant coupler la protéine G d’une part,
et recruter les B-arrestines 1 et 2 d’autre part (Ceraudo et al., 2014). Cette signalisation biaisée a été
confirmée par une étude montrant, que K17F était capable d’induire la phosphorylation de ERK % via
un mécanisme dépendant du recrutement de la B-arrestine alors que K16P était uniquement capable
d’induire I'activation de la protéine Ga; (Ceraudo et al., 2014). De plus, il a été montré que I'injection
i.v chez le rat normotendu de K16P ou de pE13A n’entrainait pas la baisse de pression artérielle
observée avec K17F ou pE13F (El Messari et al., 2004; Lee et al., 2005). Ce qui suggere que I'activation
de ERK %5 dépendant uniquement du recrutement de la B -arrestine est responsable de |'effet presseur

de I'apéline.

Ainsi, ERK % peuvent étre activées de fagon protéine G dépendante et B-arrestine dépendante.
Cependant les actions qu’elles effectuent suite a leur activation sont différentes. En effet, lorsque leur
activation est induite par I'activation de la protéine G, ERK % sont transloquées dans le noyau ou elles
agissent comme des facteurs de transcription. A l'inverse, lorsque leur activation est induite par le
recrutement de la B-arrestine, ERK % restent dans le cytoplasme ou elles vont réguler des mécanismes
cytoplasmiques comme la traduction ou l'apoptose mais aussi d’autres voies de signalisation

(Eishingdrelo and Kongsamut, 2013).
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e) Recyclage du récepteur de I'apéline

La caractérisation des profils d’internalisation de I’ApélineR induits par I'apéline-36 ou pE13F montrent
que le complexe pE13F/ApélineR s’internalise et est rapidement recyclé a la membrane via un
mécanisme dépendant de la voie de signalisation Rab4 (Lee et al., 2010). A l'inverse le complexe
apéline-36/ApélineR s’internalise et est dirigé vers la voie de dégradation lysosomiale via un
mécanisme dépendant de la voie de signalisation Rab7. Chacune de ces voies sont induites par le
recrutement de la B-arrestine 1 a I’ApélineR avec, toutefois, des différences dans I'association spatio-
temporelle (Lee et al., 2010). Ces différences confirment les études précédentes ayant montrées que
I’'apéline-36 induisait une internalisation forte et durable alors que pE13F induisait une internalisation
transitoire de I’ApélineR avec un recyclage rapide (Masri et al., 2006). Ainsi, malgré leur affinité pour
I’ApélineR et leur pouvoir d’activation proches, il existe des différences subtiles entre les trois formes

actives d’apéline qui ont des impacts majeurs sur leur propriétés physiologiques.

f) L’hétérodimérisation du récepteur

Comme de nombreux RCPGs, I'ApélineR est capable de s’Thomodimériser et de s’hétérodimériser. En
effet, il a été montré que I’ApélineR pouvait, in vitro, former des homodimeres via des interactions
entre les TM |, 1l, Il et IV des récepteurs (Cai et al., 2017). Toujours in vitro, il a été montré que
I’ApélineR pouvait former des diméres avec le récepteur AT1, dont la liaison de I'apéline entrafnait une
inhibition de la signalisation induite par I’Ang Il (Chun et al., 2008; Sun et al., 2011; Siddiquee et al.,
2013). Il a également été montré que I’ApélineR était capable de former des hétérodimeéres avec le
récepteur k-opioide, entrainant une augmentation de la prolifération cellulaire via une augmentation
de 'activité de la PKC et une diminution de celle de la PKA (Li et al., 2012). Enfin, il a été montré que
I’ApélineR formait des hétérodimeres avec le récepteur de la bradykinine de type 1, entrainant une
augmentation de la prolifération cellulaire et une phosphorylation de eNOs via 'activation de la voie

de signalisation PKC G, dépendante (Bai et al., 2014).
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Chapitre 3 : le systéeme apélinergique

1) Distribution de I’apéline et de son récepteur

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. K. Lee et al., 2000; O’Carroll et al.,
2000) la distribution hétérogene des ARNms de la préproapéline et de I'ApélineR dans différentes
structures cérébrales humaines et de rat. Ainsi I'on retrouve ces ARNm dans les structures olfactives,

le septum, I’hippocampe, I’hypothalamus et la glande pinéale.

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
I’apéline-36 et pE13F (Reaux et al., 2001, 2002; De Mota et al., 2004). Les neurones apélinergiques
sont retrouvés de facon abondante dans les structures impliquées dans le controle des sécrétions
neuroendocrines, de la prise alimentaire, du comportement dipsique et du controle de la pression

artérielle comme la medulla oblongata.

Les corps cellulaires de ces neurones sont particulierement présents dans le SON, la partie
magnocellulaire du PVN, le noyau arqué, le noyau ambigu et le noyau réticulé latéral. Inversement, les
fibres nerveuses et les terminaisons neuronales immunoréactives a I'apéline sont largement
distribuées dans le thalamus, I'hypothalamus, et I'éminence médiane de I'hypophyse postérieure
(Brailoiu et al., 2002; Reaux et al., 2002). Ces localisations suggérent que, comme pour les neurones
magnocellulaires vasopressinergiques et ocytocinergiques, les neurones apélinergiques du SON et du
PVN projettent dans I'hypophyse postérieure, suggérant une colocalisation apéline/AVP ou
apéline/ocytocine. Cette hypothése a été vérifiée en utilisant un double marquage immunofluorescent
qui a permis de démontrer que I'apéline était co-localisée avec I’AVP (De Mota et al., 2004; Reaux-Le
Goazigo et al., 2004) et I'ocytocine (Brailoiu et al., 2002; Bodineau et al., 2011) dans les neurones
magnocellulaires. Les corps cellulaires et les fibres nerveuses immunoréactives a I'apéline ont été
identifiés le long de la lamina terminalis, localisée le long du 3°™ ventricule et contenant le SFO, dans
I’OVLT et dans le noyau préoptique médian. Ces structures cérébrales sont impliquées dans le controle
du comportement dipsique (Buggy et al., 1977; Johnson et al., 1996; Bodineau et al., 2010). Le SFO et
I"OVLT présentent des capillaires fenétrés permettant des échanges entre la périphérie et le systéme

nerveux central. Ces organes constituent donc un lien entre les évenements périphériques, comme

108



une déshydratation sévere ou une hypovolémie, et les réponses adaptatives cérébrales comme la prise

de boisson ou la sécrétion d’AVP.

Chez le rat, I’ApélineR est également largement exprimé dans le systéme nerveux central. En effet, il a
été montré par des expériences d’hybridation in situ que ’ARNm de I’ApélineR était localisé dans le
cortex piriforme, dans le cortex enthorinal, dans I’hippocampe, dans la pars compacta de la substance
noire, dans le noyau dorsal du raphé et dans le locus ccerelus contenant les corps cellulaires des
neurones monoaminergiques (De Mota et al., 2000; D. K. Lee et al., 2000; O’Carroll et al., 2000). Les
niveaux d’expression de I'ARNm de [I'ApélineR sont également élevés dans les noyaux
hypothalamiques, comme le SON et le PVN, dans le noyau arqué, dans la glande pinéale ainsi que dans

I’hypophyse au niveau de ses lobes antérieur et intermédiaire (De Mota et al., 2000) (Figure 31).

Il a été montré par des expériences de double marquage combinant I'hybridation in situ et
I'immunofluorescence que 'ARNm de I’ApélineR est exprimé par les neurones magnocellulaires
vasopressinergiques du SON et du PVN. Ces neurones expriment également les récepteurs de I’AVP de
type 1a (V1a) et 1b (V1b) (Hurbin et al., 1998; Reaux et al., 2001; O’Carroll and Lolait, 2003) alors que
I’ARNm du récepteur de I’AVP de type 2 (V2) est absent (Hurbin et al., 1998). Cette expression de
I’ApélineR et des récepteurs V1a dans les neurones magnocellulaires vasopressinergiques suggere une

régulation autocrine directe de ces neurones par I'apéline et I’AVP.
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Figure 31 : Distribution de I'apéline et de son récepteur dans le cerveau de rat (Flahault et al,. 2017).

A : Distribution neuroanatomique des corps cellulaires et des fibres nerveuses immunoréactifs a I’'apéline sur une coupe
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 : Films radiographiques de la distribution des ARN messagers de I’ApélineR dans le cerveau de rat. Il s’agit de coupes
frontales antéropostérieures partant du bregma de cerveau de rat.

Abbréviations : Acb, noyau accuben ; Amb, noyau ambigu ; Amy, amygdale ; AL, lobe antérieur de I’'hypophyse ; 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 ; DMH, noyau dorsomédian de I’hypothalamus ;
DR, noyau raphé dorsal ; DTg, noyau dorsal tegmentale ; ENT, cortex entorhinal ; HIP, hippocampe ; Hpt, hypothalamus ;
IL, lobe intermédiare de I’hypophyse ; LC, locus ccerelus; LPO, aire latérale préoptique; LRN, hypophyse latérale
réticulée ; ME, éminence médiane ; MPO, noyau médian préoptique ; NL, lobe neural de I’'hypophyse ; 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, noyau paraventiculaire de I'hypothalamus ; 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, noyau ventromédian de I’hypothalam
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2) Dansle rein
Des études ont montré par RT-PCR que les ARNm codant pour la préproapéline et I’ApélineR étaient
exprimés dans le rein humain et de rat (Medhurst et al., 2003; O’Carroll et al., 2000). Par des
expériences d’hybridation in situ effectuées chez le rat, il a été montré que I’ARNm de I’ApélineR était
exprimé par les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses des artérioles glomérulaires
(Hus-Citharel et al., 2008). Dans le rein, la plus grande concentration d’ARNm de I’ApélineR est
observée dans le glomérule. L’ApélineR 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). Il est intéressant de constater que I’ApélineR au

niveau du canal collecteur est coexprimé avec le récepteur V2 (Ostrowski et al., 1992).

3) Dans le cceur et les artéres

Il a été montré que les ARNm de la préproapéline et du récepteur de I'apéline sont largement présents

dans le systeme cardiovasculaire, que ce soit chez le rat ou chez I’'Homme.

En effet, les ARNms de la préproapéline et de I’ApélineR ont été détectés dans les cellules endothéliales
vasculaires cardiaques de rat. Les niveaux d’expression de ces ARNm dans le coeur font partie des plus
élevés de I'organisme et sont similaires a ceux retrouvés dans le rein et le poumon (Habata et al., 1999;

Hosoya et al., 2000; O’Carroll et al., 2000).

Chez I'Homme, il a également été démontré I'expression des ARNm de la préproapéline et de
I’ApélineR dans le coeur (Medhurst et al.,, 2003). Par des expériences d’'immunohistochimie,
I’expression de I'apéline a été détectée au niveau des cellules endothéliales vasculaires (notamment
dans I'artére mammaire interne gauche, 'artere coronaire ou la veine saphene) ainsi que dans les
vaisseaux sanguins du poumon, du rein et de la glande surrénale. L’ApélineR est, quant a lui, exprimé
dans les cellules épithéliales de I’'endocarde, dans les cardiomyocytes et dans les cellules musculaires

lisses (Kleinz and Davenport, 2004; Kleinz et al., 2005).

111



1)} Réle dans le maintien de I’équilibre hydrique

1) Effets centraux de I’apéline sur l’activité des neurones a AVP, sur la sécrétion d’AVP

et sur la diurese

L'AVP est également connue sous le nom d’hormone antidiurétique et possede, en plus de son effet
sur la diurése, un effet vasoconstricteur. Au sein des neurones magnocellulaires vasopressinergiques,
I’AVP est secrétée de la neurohypophyse dans la circulation sanguine via les capillaires fenétrés
présents dans cette structure. Cette sécrétion s’effectue en réponse aux variations de I'osmolalité
plasmatique et de la volémie (Manning et al., 1977; Brownstein et al., 1980) ou encore sous I'influence
de neurohormones comme les peptides angiotensinergiques ou natriurétiques (Zini et al., 1996;
Gouzénes et al.,, 1998). Comme décrit plus haut, au sein des neurones magnocellulaires
vasopressinergiques, I’AVP, les récepteurs V1a, I'apéline et I'’ApélineR colocalisent (Reaux et al., 2001;
O’Carroll and Lolait, 2003), suggérant une interaction entre apéline et AVP. L’apéline agirait sur la
sécrétion d’AVP et ce indépendamment du rétrocontrdle qu’effectue I’AVP sur sa propre sécrétion

(Gouzenes et al., 1998; Ludwig, 1998).

Afin de vérifier cette hypothese, des études ont été menées dans deux modeles animaux : la rate
lactante et la souris déshydratée. Dans le modele de la rate lactante, les animaux présentent une
hyperactivité des neurones magnocellulaires qui sécrétent des taux élevés d’AVP afin de conserver
I’eau de I'organisme pour permettre une production optimale de lait maternel (Poulain et al., 1977,
Gimpl and Fahrenholz, 2001). L'injection par voie i.c.v de K17F chez ces rattes a permis de montrer une
inhibition de I'activité électrique phasique des neurones vasopressinergiques, une réduction de la
libération d’AVP dans la circulation sanguine et une augmentation de la diurése aqueuse (De Mota et
al., 2004). Dans le modele des souris déshydratées pendant 24 a 48h, il est observé une augmentation
de l'activité des neurones vasopressinergiques et une diminution de la sécrétion d’AVP dans la
circulation sanguine (Hogarty et al., 1992; Kadekaro et al., 1992). L'injection par voie i.c.v de K17F chez
ces souris a montré une diminution significative de la libération systémique d’AVP (Reaux-Le Goazigo
et al., 2004). Ces études suggérent que l'apéline pourrait étre sécrétée des corps cellulaires des
neurones du SON et du PVN puis se lierait sur les ApélineRs exprimés a la surface de ces neurones
entrainant, de facon autocrine, une inhibition de leur activité et une inhibition de la sécrétion d’AVP.

L'apéline agirait donc comme un inhibiteur naturel de I'effet antidiurétique de I’AVP (Figure 32).
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Figure 32 : Action centrale de I'apéline sur I'activité des neurones a vasopressine (Flahault et al.,

2017).

L’apéline et I’ApélineR sont co-localisés dans les neurones magnocellulaires vasopressinergiques du PVN et du
SON avec I'AVP et le récepteur a la vasopressine de type 1 (V1R). Chez la ratte lactante, I'injection i.c.v de K17F
inhibe I'activité électrique phasique des neurones a AVP entrainant une diminution de la libération d’AVP dans
la circulation sanguine et une augmentation de la diurése. Les images de microscopie confocale illustre la
distribution de I'apéline et de I’AVP dans les corps cellulaires du PVN. Une forte co-localisation de I'apéline
(rouge) et de I’AVP (vert) a été détéctée dans les neurones magnocellulaires a AVP.

2) Effets de I'apéline et de I’AVP sur le maintien de I'équilibre hydrique au niveau du

rein
En plus de son action centrale sur la régulation de I'équilibre hydrique, I'apéline pourrait avoir une
action rénale directe sur la diurése. En effet, il a été montré que I’ARNm de I’ApélineR humain était
exprimé dans le glomérule et le long du néphron et celui de I'apéline a été retrouvé le long des canaux
collecteurs (De Falco et al., 2002; Hus-Citharel et al., 2008). Or les récepteurs V2 sont exprimés le long
des canaux collecteurs. Chez la ratte lactante anesthésiée, I'injection par voie i.v de doses croissantes
de K17F induit une augmentation dose-dépendante de la diurese suggérant une action directe de
I"apéline sur les canaux collecteurs ol est observée I'action antidiurétique de I’AVP via les récepteurs
V2 (Hus-Citharel et al., 2008). Au niveau des artérioles glomérulaires isolées, il a été montré qu’une
fois précontractées par I’Ang IlI, I'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

n’est plus observée lors de la co-application de K17F avec un inhibiteur de NO synthase ou lorsque les
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artérioles sont désendothélisées (Hus-Citharel et al., 2008). Ainsi, I'effet vasodilatateur de I'apéline est
directement lié a l'inhibition de la production de calcium induite par I’Ang Il via I'activation de Ia
protéine Ga; couplée a I’ApélineR. Ainsi I'apéline augmente le flux sanguin rénal via une action directe
sur I’ApélineR situé sur I'endothélium des artérioles glomérulaires, contribuant ainsi a augmenter la

diurése.

L'AVP, en stimulant le récepteur V2 dans les canaux collecteurs, induit une augmentation de la
production d’AMPc et une activation de la PKA qui phosphoryle les aquaporines de type 2 (AQP2). Une
fois phosphorylées, les AQP2 s’inserent a la membrane apicale des cellules principales des canaux
collecteurs, entrainant une réabsorption d’eau, une diminution de la diurése ainsi qu’une diminution
de lI'osmolalité plasmatique (Nielsen et al., 1995; Sands et al., 1997). L'expression de I’ARNm de
I’ApélineR le long du canal collecteur suggére que I'apéline pourrait avoir une action aquarétique en
agissant directement sur cette partie du néphron. Afin de vérifier cette hypothese, il a été montré que
I'application de K17F sur les canaux collecteurs médullaires entrainait une inhibition de la production
d’AMPc induite par la dDAVP, un agoniste spécifique et sélectif du récepteur V2, et une diminution de
la mobilisation du calcium intracellulaire induite par la dDAVP (Hus-Citharel et al., 2014). De plus, il a
été montré que l'injection par voie i.v de doses croissantes de K17F chez la ratte lactante entrainait
une augmentation de la diurése et une diminution de I'osmolalité urinaire de fagon dose-dépendante
sans faire varier la kaliurése et la natriurese. Une diminution de I'expression des AQP2 a la membrane
apicale est observée aprés injection par voie i.v de K17F chez la ratte lactante selon un gradient
descendant du cortex jusqu’a la médullaire (Hus-Citharel et al., 2014). Cette étude montre que la
diurese induite par K17F est liée a une action directe sur le canal collecteur. Enfin, il a été montré que
I'injection par voie i.v I'apéline 13 (correspondant a la forme non pyroglutamylée de pE13F) chez le rat

Sprague-Dawley male entrainait une augmentation de la diurése (Murza et al., 2016).

Ainsi, I'apéline exerce une action diurétique de deux facons. Tout d’abord, elle inhibe au niveau central
la libération d’AVP dans la circulation sanguine. Ensuite, elle agit directement au niveau du rein ou elle
augmente le flux sanguin rénal en agissant sur les artérioles glomérulaires et elle s’oppose a I'effet
antidiurétique de I’AVP au niveau du canal collecteur. Ainsi, I'apéline et 'AVP possedent des effets
opposés et contribuent au controle de I'osmolalité plasmatique en régulant la réabsorption d’eau par

le rein (Figure 33).
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Figure 33 : Représentation des voies de signalisation activées par I'apéline et I’AVP dans les cellules
principales des canaux collecteurs (Flahault et al., 2017).

Dans les cellules principales des canaux collecteurs, 'AVP se lie au récepteur V2, situé a la membrane
basolatérale, qui active I'adénylate cyclase (AC) via son couplage a la protéine G; et conduisant a une
augmentation de la production d’AMPc. Ceci provoque une augmentation de I'activité de la protéine kinase A
(PKA) induisant une insertion des aquaporines 2 (AQP2) a la membrane apicale. Les AQP2, a la membrane apicale,
etles AQP3 et AQP4, a la membrane basolatérale, permettent une réabsorption d’eau conduisant simultanément
a une diminution de la diurése et une augmentation de la concentration des urines.

A l'inverse, la liaison de I'apéline a I’ApélineR induit une inhibition de I’AC via le couplage du récepteur a la
protéine G; conduitsant a une diminution de la production d’AMPc ainsi que de I'activité de la PKA. Il en résulte
une diminution de I'insertion des AQP2 a la membrane apicale, entrainant une diminution de la réabsorption de
I’eau conduisant a une augmentation de la diurése et une diminution de la concentration des urines.
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3) Régulation opposée de I'apéline et de I’AVP lors de la déshydratation

Comme décrit plus haut, I'apéline et I’AVP sont colocalisées dans les neurones magnocellulaires et ont
des actions opposées sur la diurese. Il était donc important de savoir comment ces deux peptides sont
régulés pour maintenir I'’équilibre hydrique de I'organisme. Afin de répondre a cette question, la
régulation de la synthese et de la libération d’apéline et d’AVP a été étudiée lors de la déshydratation
chez le rat. Puis, une étude effectuée chez 'homme a cherché a déterminer les niveaux plasmatiques

d’apéline et d’AVP suivant I'état d’hydratation des volontaires.

a) Effets de la déshydratation chez le rat

Il a été montré chez le rat que suite a la déshydratation, I’AVP est sécrétée dans la circulation sanguine
plus rapidement qu’elle n’est synthétisée, entrainant une déplétion des stocks d’AVP dans les
neurones magnocellulaires (Zingg et al., 1986). Parallelement, la déshydratation entraine une
diminution des taux plasmatiques d’apéline et une augmentation du contenu neuronal en apéline dans
les neurones magnocellulaires vasopressinergiques (De Mota et al., 2004; Reaux-Le Goazigo et al.,
2004). Ainsi, suite a la déshydratation, I'apéline s’accumule dans les neurones a AVP au lieu d’étre
sécrétée. |l a également été montré que l'injection par voie i.c.v d’AVP chez des rats ayant un acces
libre a I'eau permettait de retrouver des concentrations neuronales d’apéline équivalentes a celles
observées lors de la déshydratation. A I'inverse, il a été montré que, suite a la déshydratation et a
I'injection par voie i.c.v d’'un antagoniste des récepteurs V1, les concentrations neuronales d’apéline
étaient réduites (Reaux-Le Goazigo et al., 2004). Ces études prouvent donc que l'apéline et I'AVP
exercent des actions opposées lors de la déshydratation (Zingg et al., 1986; De Mota et al., 2004). Elles
montrent aussi que I’AVP et I'apéline sont sécrétées 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).

Ainsi, la régulation croisée de I'apéline et de I’AVP suivant un stimulus osmotique répond a un objectif
physiologique : permettre le maintien de I'équilibre hydrique de I'organisme en prévenant I'excrétion

d’eau au niveau du rein lors de la déshydratation.
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b) Effets de la déshydratation chez ’lhomme

La régulation croisée de I'apéline et de 'AVP a été étudiée chez des hommes, volontaires sains, en
comparant les taux plasmatiques d’apéline et d’AVP. Pour ce faire les échantillons de plasma ont été
recueillis soit 2h apres I'injection d’une solution saline hypertonique entrainant une augmentation de
I’'osmolalité plasmatique, soit 30 min aprés une prise orale d’eau entrainant une diminution de

I’osmolalité plasmatique (Azizi et al., 2008).

Il a été montré que I'augmentation de I'osmolalité plasmatique coincidait avec une augmentation des
niveaux plasmatiques d’AVP parallelement a une baisse des taux d’apéline. A I'inverse, la diminution
de I'osmolalité plasmatique coincidait avec une diminution des niveaux plasmatiques d’AVP et une

augmentation des niveaux plasmatiques d’apéline (Azizi et al., 2008).

Cette étude montre donc que I'osmolalité plasmatique est un régulateur physiologique majeur des
taux plasmatiques d’AVP et d’apéline chez ’homme. De plus, la relation croisée entre la régulation de
I’apéline et de I’AVP observée chez ’lhomme confirme les résultats des études sur la déshydratation
menées chez le rat et démontre que, comme I’AVP, I'apéline participe au maintien de I'équilibre

hydrique de I'organisme, que ce soit chez I’'homme ou chez le rongeur.

4) Effets de I’dge sur la régulation croisée entre I'apéline et I’AVP

Chez les personnes agées, il a été montré que, du fait de la diminution de la prise de boisson et de Ia
perte excessive d’eau, le risque de déshydratation était plus élevé que chez les adultes jeunes (Phillips
et al., 1984; Jéquier and Constant, 2010). Du fait de leur implication dans la régulation de I’équilibre

hydrique, I'apéline et I’AVP ont été étudiées chez le sujet agé.

Il a été montré que le vieillissement entrainait, chez 'Homme, une augmentation de la taille des
neurones magnocellulaires vasopressinergiques (Fliers et al., 1985) ainsi que du nucléole (Hoogendijk

et al., 1985) et de I'appareil de Golgi (Lucassen et al., 1994; K. Palin et al., 2009) de ces neurones.

Chez le rongeur, il a été montré que le vieillissement entrainait une augmentation des taux
plasmatiques d’AVP alors que les taux plasmatiques d’apéline sont considérablement diminués (Fliers
and Swaab, 1983; Terwel et al., 1992; Sladek and Olschowka, 1994; Karine Palin et al., 2009). Une étude
conduite chez le rat Wistar male agé (22 semaines) a montré qu’au niveau du SON, '’ARNm de I'AVP
avait une expression réduite alors que I’ARNm de I'apéline était augmenté par rapport a leur
expression respectives chez le rat Wistar male adulte (3 semaines) (Sauvant et al., 2014). De plus, la
déshydratation, qui entraine chez I'adulte une augmentation des taux plasmatiques d’AVP et une

baisse concomitante de ceux de I'apéline, n’a aucun effet chez le rat dgé sur les taux plasmatiques
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d’AVP et d’apéline. Ce manque de régulation par un stimulus osmotique semble lié au fait que chez le
sujet agé, les taux plasmatiques d’AVP sont déja tres augmentés, alors que les taux plasmatiques
d’apéline sont fortement diminués et que ces limites ne peuvent pas étre franchies (De Mota et al.,

2004; Sauvant et al., 2014).

Ainsi, le vieillissement entrainerait une perte de la régulation croisée de I'AVP et de I'apéline en
réponse a des contraintes osmotiques prolongées. Ceci expliquerait la faible tolérance des patients
agés a la déshydratation. Cependant cette hypothése se doit d’étre confirmée par des études cliniques

impliquant ces patients agés.

11)] Rdle dans la fonction cardiaque

1) Effets de I'apéline sur les vaisseaux

Il a été montré in vitro que l'injection d’apéline 13 dans des artérioles mésentériques humaines
précontractées par un analogue du thromboxane A2 induisait une vasodilatation de ces artéres. Cet
effet a également été retrouvé, mais de facon atténuée, dans les arteres hépatiques de patients
cirrhotiques. De fagon intéressante, I'ajout d’un inhibiteur de NO synthase (le N(w)-nitro-L-arginine
méthylester ou L-NAME) diminue I'effet vasodilatateur de I'apéline sur les arteres mésentériques
saines mais n‘empéche pas I'effet du peptide sur les arteres présentant un défaut de I'épithélium
(Salcedo et al., 2007), suggérant un effet vasodilatateur, NO et endothélium dépendant de I'apéline.
L'effet vasodilatateur a également été observé chez le rat lors d’études ex vivo sur des artérioles
glomérulaires afférentes et efférentes précontractées par I’Ang Il (Hus-Citharel et al., 2008) et sur
I’aorte précontractée a la noradrénaline (lturrioz et al., 2010a). Puis in vivo, sur des artérioles humaines
de I'avant-bras ou l'injection d’apéline-36 ou de pE13F entrainait une vasodilatation des artérioles
alors que la méme injection en présence d’un inhibiteur de NO synthase atténuait I'effet de I'apéline

sur les artérioles (Japp et al., 2008).

Afin de confirmer I'effet vasodilatateur endothélium dépendant de I'apéline, des études ont été
effectuées en injectant de I'apéline in vitro sur des arteres prélevées chez I’homme ou a été retiré
I’endothélium vasculaire (Katugampola et al., 2001; Maguire et al., 2009) ou in vivo chez des souris
dont les artéres ont été désendothélisées par un prétraitement de L-NAME pendant 8 semaines
(Nagano et al., 2013). Il a été montré dans ces études qu’en I'absence d’endothélium, I'apéline exercait
un effet vasoconstricteur sur les vaisseaux. Il a donc été montré que la stimulation des ApélineR situés

sur I'endothélium entrainait une vasodilatation NO-dépendante. Néanmoins, I’ApélineR est également
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présent a la surface des cellules musculaires lisses (Wang et al., 2011). Leur stimulation entraine une
vasoconsctriction uniquement visible en absence d’endothélium, qui impliquerait une autre voie de
signalisation que celle du NO comme une action directe de I'apéline sur les cellules musculaires lisses

(Wang et al., 2011).

Au niveau des cellules endothéliales, la liaison de I'apéline a son récepteur induit une phosphorylation
de la NO synthase via I’activation de la voie PIsK/Akt et provoque une synthése de NO (Zhong et al.,,
2007). Le NO produit diffuse ensuite dans les cellules musculaires lisses ou il active une protéine a
activité guanylate cyclase qui déphosphoryle le Guanosine TriPhosphate (GTP) en Guanosine
MonoPhosphate cyclique (GMPc). L'augmentation de GMPc provoque une activation de la Protéine
Kinase C (PKC) qui va, d’une part, activer la pompe SERCA ATPase permettant une réabsorption du
calcium vers le réticulum sarcoplasmique. D’autre part, la PKG va favoriser la déphosphorylation de la
chaine légere de la myosine réduisant la tension cellulaire et entrainant une vasodilatation (Japp and

Newby, 2008; Ladeiras-Lopes et al., 2008; Rastaldo et al., 2011).

En I'absence d’un endothélium fonctionnel, I'apéline se lie directement a I’ApélineR présent sur les
cellules musculaires lisses. Une fois I’ApélineR activé, il active la PKC provoquant une production de
inositol triphosphate (IP3) et de diacyglycérol (DAG). Ces médiateurs induisent une augmentation de la
concentration intracellulaire de calcium et une phosphorylation des chaines légeres 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 vasoconstricteur induits par I'apéline.

2) Effets sur la pression artérielle

Il a été montré que l'injection systémique de K17F, pE13F, d’apéline 13 ou de R12F chez le rat
normotendu induit une baisse de la pression artérielle, de facon 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).

Au niveau central, I'effet de I'apéline est différent suivant la localisation de I'injection et le fait que le
rat soit anesthésié ou vigil ou gqu’il soit normotendu ou hypertendu. En effet, il a été montré que
I'injection d’apéline-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
également été montré que l'injection i.c.v d’apéline-13 chez le rat Wistar Kyoto (WKY) vigil augmentait
la pression artérielle (Kagiyama et al., 2005). Par ailleurs, il a été montré que l'injection i.c.v d’apéline-
13 dans le PVN de rat WKY et SHR anesthésiés augmentait la pression artérielle de facon dose-
dépendante avec un caractére hypertenseur de I'apéline-13 exacerbé chez le SHR (Zhang et al., 2014).

De plus, il a été montré que l'injection de pE13F dans la medulla rostroventrolatérale de rats WKY
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normotendus anesthésiés entrafnait une légere augmentation de la pression artérielle et que ce
mécanisme impliquait une activation consécutive du récepteur a I'AVP Vla (Griffiths et al., 2017).
Cependant, il a été montré que l'injection i.c.v d’apéline 13 dans le SFO de rats Sprague-Dawley
anesthésiés entrainait une diminution de la pression artérielle (Dai et al., 2013). De plus, il a été montré
gue suite a un stress, I'injection i.c.v d’apéline-13 chez le SHR vigil limitait I'effet presseur di au stress,
indiquant donc que I'apéline-13 pourrait jouer le réle d’antihypertenseur dans ce modele de rat
puisque la méme expérience réalisée chez le WKY ne montrait pas de limitation, ni d’augmentation de
I'effet presseur (Gomolka et al., 2015). Enfin, il a été montré que l'injection i.c.v chez le rat anesthésié
de pE13F n’entrainait pas de modification de la pression artérielle (Reaux et al., 2001). D’autres études
sont donc nécessaires afin de déterminer précisément le réle cérébral de I'apéline sur le contréle de

la pression artérielle.

3) Effets sur la contractilité cardiaque

Il a été montré sur des coeurs isolés perfusés de rat que I'apéline-16 (peptide non endogéne constitué
des 16 résidus C-terminaux de la préproapéline) induisait une augmentation dose-dépendante de la
tension cardiaque avec une puissance comparable a celle de 'adrénomédulline ou de I’'endothéline,
de puissantes molécules endogénes inotropes positives (Szokodi et al., 2002). Cet effet a été confirmé
ex vivo et in vivo. Ex vivo, sur des cardiomyocytes sains isolés ou 'application d’apéline-16 induisait
une augmentation significative du raccourcissement des sarcomeéres (Farkasfalvi et al., 2007). In vivo,
en injectant de facon aiglie par voie i.v chez le rat normotendu ou insuffisant cardiaque de I'apéline-
16 pendant 20 min a 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-charge (toute force s’opposant au
remplissage du cceur) et la post-charge (toute force s’opposant a I'éjection du sang par le coeur)

(Ashley et al., 2005).

Il est établi que I'effet inotrope positif est attribué a I'augmentation de la concentration en calcium
intracellulaire. Cette augmentation passe généralement soit par I’activation des canaux calciques de
types L, soit par I'activation de I'’échangeur Na*/H* (NHE) qui inhibe I’échangeur Na*/Ca?* (NCX) et
active I'échangeur Na*/Ca?* inverse (NCX*) (Katz and Lorell, 2000; Bers, 2002; Szokodi et al., 2002;
Dorn, 2010; Mathar et al., 2014).

Dans le cas de I'apéline, les mécanismes responsables de cet effet sont encore mal connus et sujet a
débats. L'effet inotrope positif de I'apéline est indépendant de I'activité des canaux calciques de type

L, de la libération de NO, de l'activation du récepteur AT1, de |'activation des récepteurs a et B-
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adrénergiques ainsi que de I'activation des récepteurs de I'’endothéline de type A et B (Szokodi et al.,
2002). Il a été montré que l'inhibition séparée de la PLC, la PKC, du NHE et du NCXi limitait I'effet
inotrope positif de I'apéline, suggérant que I'apéline, en activant I’ApélineR, entrainait une activation
de la PLC induisant la production de DAG. Ce DAG activerait les NHE via la PKC entrainant une
augmentation de Na+ intracellulaire qui provoquerait I'activation des NCXi échangeant ce Na+ par du
Ca2+. L'augmentation de calcium intracellulaire augmente le pH cytosolique et de fait entraine une
hypersensibilité des myofilaments d’actine au calcium et a induire leur contraction (Szokodi et al.,
2002). L'implication des canaux NHE et NCXi a été confirmée lors d’une étude montrant également
gue l'apéline induisait, par un mécanisme PKC dépendant, |'activation de la pompe SERCA permettant
la réabsorption du Ca2+ cytosolique dans le réticulum sarcoplasmique pendant la diastole, ajoutant a
I’'apéline une propriété lusitrope positive (la réabsorption de calcium entraine une relaxation du cceur)

en plus de son effet inotrope positif (Wang et al., 2008).

A l'amélioration de la contractilité induite, s’ajoute une augmentation de I'amplitude de la réponse au
taux intracellulaire de calcium (Dai et al., 2006; Wang et al., 2008). Ainsi, il a été suggéré que la
production d’IP3 induite par I'activation de la PLC pourrait également provoquer la libération de
calcium dans le cytoplasme via la liaison de I'lP3 sur son récepteur sarcomérique (IP3R) (Rastaldo et
al.,, 2011). Egalement, I’ApélineR activé pourrait, par un mécanisme PLC indépendant, provoquer
I’activation du récepteur a la ryanodine (RyR) situé sur le sarcomeére qui provoquerait 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 |'effet inotrope positif de I'apéline
(Galanth et al., 2012).

Les fleches rouges indiquent les flux de calcium au cours de la systole. Les fleches vertes indiquent le transport
du calcium durant la diastole. Les fleches bleues indiquent les possibles actions induites par I'apéline au cours de
la contraction cardiaque.
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Chapitre 4 : Le récepteur de I’apéline, cible thérapeutique potentielle

1) Implication dans les désordres hydriques

Comme décrit plus haut, 'apéline posséde un effet aquarétique via son action centrale en inhibant la
sécrétion d’AVP dans la circulation sanguine et aussi via son action directe au niveau du rein en
augmentant le flux sanguin rénal et en ayant un effet opposé a celui de 'AVP au niveau du canal
collecteur. Ainsi I’ApélineR représente une cible thérapeutique potentielle dans le traitement de

pathologies associées a une rétention hydrique et/ou une hyponatrémie.

L’hyponatrémie est définie, chez ’'Homme, par une concentration plasmatique en sodium inférieure a
135 mmol/L. Ce désordre métabolique fréquent est associé a une augmentation du risque de mortalité
chez les patients hospitalisés et est plus fréquemment associée a une rétention de I'’eau extracellulaire
gu’a des apports alimentaires en sodium insuffisants. L’hyponatrémie peut étre secondaire a la prise
de certains traitements (antidépresseurs, diurétiques, ...), a une insuffisance cardiaque ou hépatique
chronique. L’hyponatrémie peut également étre due au syndrome de sécrétion inapproprié d’AVP
(SIADH), ou celle-ci est alors secondaire a une osmorégulation anormale de I'AVP (Ellison and Berl,
2007). Il est donc important en clinique, devant une hyponatrémie, de pouvoir déterminer la
concentration plasmatique d’AVP. Toutefois, celle-ci est difficile a mesurer en pratique, notamment
du fait de la faible demi-vie de I’AVP. La copeptine est depuis une dizaine d’années utilisée comme
marqueur de substitution a 'AVP. En effet, la copeptine correspond a la partie C-terminale du
précurseur de I’AVP et est sécrétée de fagon équimolaire a I’AVP dans la circulation sanguine mais
présente une demi-vie plus longue. De plus, les taux plasmatiques d’AVP et de copeptine 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 dont I’hyponatrémie résulte d’'une autre cause (Fenske et al., 2009).

Dans le cadre du SIADH, étant donné que I’AVP et I'apéline sont régulées de facon opposée par les
stimuli osmotiques, les taux plasmatiques d’apéline parallelement a ceux de ’AVP/copeptine ont été
mesurés chez les patients atteints de SIADH. Les taux d’apéline et de copeptine chez ces patients
étaient inappropriés puisqu’ils étaient respectivement 26 et 75% plus élevés que chez les volontaires
sains (Blanchard et al., 2013). Ceci suggére que l'augmentation de la sécrétion d’apéline dans la
circulation sanguine n’est pas suffisante pour compenser I'augmentation des taux plasmatiques d’AVP

ne permettant pas de corriger I’hyponatrémie.
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Comme développé plus haut, en réponse a l'augmentation de I'osmolalité plasmatique on observe une
augmentation de la sécrétion d’AVP et une diminution de la sécrétion d’apéline ce qui permet une
réabsorption de I'eau par le rein. A cela s’ajoute également la sensation de soif entrainée par
I’augmentation de I'osmolalité plasmatique. Chez 'Homme, la symptomatologie associant une prise
d’eau excessive (polydipsie) et une diurése importante (excrétion d’urine hypotonique) s’appelle le
syndrome polyuro-polydipsique (SPP). Le SPP peut étre secondaire a 3 causes : le diabete insipide (DI)
central (partiel ou complet), le DI néphrogénique (partiel ou complet) et la polydipsie primaire (PP). Le
DI central (DIC) est secondaire a une déficience totale ou partielle de sécrétion de I'’AVP au niveau
central, reflétée par de faibles niveaux de copeptine plasmatique. Dans le DIC, les cas d’hypernatrémie
sévere ne surviennent qu’en cas de restriction d’acces a I'eau. Le DI néphrogénique (DIN) est
secondaire a l'insensibilité rénale a 'AVP due a des mutations héréditaires ou congénitales du
récepteur V2 de I’'AVP ou des AQP2. La PP consiste en une prise excessive d’eau alors que I'osmolalité
plasmatique n’est pas perturbée. La PP n’est pas due a une déficience ou une résistance a I’AVP mais
est plutot le résultat d’une prise d’eau excessive sur une longue durée, en I'absence de désordre de la
régulation de l'osmolalité plasmatique et qui est fréquente chez les malades souffrant de troubles
psychiatriques (Christ-Crain and Fenske, 2016). Dans ce contexte, il a été montré que le dosage
plasmatique de copeptine chez I’'Homme permettait d’établir avec fiabilité la cause du SPP (Timper et

al., 2015).

De méme que dans I’hyponatrémie, il a été montré que I'équilibre Apéline/AVP plasmatique 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 ; les taux d’apéline sont aussi plus
élevés (1,6 fois). Cette moindre augmentation de la concentration d’apéline peut s’expliquer par le fait
que le systéme apéline/AVP cherche a rééquilibrer la balance entre les deux hormones. Cependant,
dans le DINc, I’AVP ne posséde plus son activité antidiurétique au niveau du rein di soit a la mutation
de son récepteur V2, soit a la mutation de I’AQP2. L’apéline serait donc, dans cette pathologie, la seule

hormone capable d’exercer un effet au niveau du rein en augmentant la diurese.

Dans le DIC complet (DICc), les niveaux de copeptine plasmatique sont diminués de 52% alors que ceux
d’apéline plasmatique sont légérement abaissés de 18% par rapport aux taux mesurés chez les
volontaires sains. De plus, le ratio apéline/copeptine chez les patients atteints de DICc est supérieur a
celui des volontaires sains. Ceci suggere que la diminution de la concentration d’apéline plasmatique
chez les patients atteints de DICc est insuffisante comparée a la trés forte diminution du taux
d’AVP/copeptine plasmatique. Ainsi, le déséquilibre de la balance effet antidiurétique de I’AVP/effet

diurétique de I'apéline n’est pas corrigé, ce qui entraine une polyurie.
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Enfin dans la PP, la concentration plasmatique de copeptine et le ratio apéline/copeptine sont
similaires a ceux des volontaires sains. Pourtant, la concentration plasmatique d’apéline est
légerement, mais significativement, diminuée chez les patients atteints de PP. Ceci suggere qu’un
rapport apéline/copeptine normal atteste d’'une homéostasie hydrique équilibrée alors qu’une
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 I’équilibre hydrique. Les résultats
obtenus chez les patients atteints de PP suggerent que I'apéline pourrait étre directement impliquée
dans le développement de cette pathologie dont la cause est, a I’heure actuelle, mal connue. En effet,
la diminution de la production d’apéline chez les patients pourrait étre responsable de la tres forte
prise de boisson puisqu’il a été montré chez le rat déshydraté que l'injection par voie i.c.v d’apéline
entralnait une inhibition significative de la prise de boisson (Reaux et al., 2001). Cependant, I'apéline
circulante n’a pas pour seule origine les neurones magnocellulaires vasopressinergiques. Elle peut étre
produite par I’endothélium (O’Carroll et al., 2000; Tatemoto et al., 2001; Kleinz and Davenport, 2004;
Kleinz et al., 2005), le coeur (Medhurst et al., 2003) ou les adipocytes (Boucher et al., 2005). Dans ces
conditions, d’autres études sont nécessaires pour confirmer I'implication de I'apéline dans la

physiopathologie de la PP.

En conclusion, I'ApélineR constitue une cible thérapeutique potentielle dans le traitement de
pathologies dans lesquelles I'équilibre hydrique est perturbé. En particulier, le développement
d’agonistes de I’ApélineR ou d’analogues de I'apéline métaboliquement stables pourrait se révéler

particulierement utile dans le traitement de I’hyponatrémie.

) Implications dans les pathologies cardiovasculaires

L'apéline et son récepteur pourraient étre impliqués dans le développement et le maintien de

pathologies cardiovasculaires.

En effet, il a été montré que les taux plasmatiques d’apéline étaient plus élevés chez les patients
présentant un début d’insuffisance cardiaque par rapport aux volontaires sains (Chen et al., 2003) mais
qui diminuent avec I'aggravation de la pathologie (Chen et al., 2003; Foldes et al., 2003; Chong et al.,
2006), suggérant que I'apéline aurait un roéle au moment du remodelage en induisant I’hypertrophie
des cardiomyocytes. Il a également été montré chez le rat que I'expression de I'apéline et de I’ApélineR
augmentait ou se maintenait lors de la phase d’hypertrophie du ventricule gauche (début

d’insuffisance cardiaque) mais chutait lors de I'installation de la pathologie (Iwanaga et al., 2006).
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Il a également été montré que lI'injection aiglie d’apéline-16 par voie i.v chez le rat insuffisant cardiaque
suite a un infarctus du myocarde , augmentait le volume sanguin éjecté par le cceur tout en réduisant
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 modéle
d’insuffisance cardiaque induite par [lisoprotérénol que Iinjection d’apéline-36 restaurait
partiellement la fonction ventriculaire gauche (Jia et al., 2006). De méme, il a été montré que l'apéline
augmentait la contractilité du muscle cardiaque du ventricule droit développant une insuffisance
cardiaque consécutive a une hypertension pulmonaire (Dai et al., 2006). Il a été montré que I'apéline
a un effet direct sur la propagation du potentiel d’action et de la contractilité des cardiomyocytes
(Farkasfalvi et al., 2007). Cette induction de la contraction des cardiomyocytes s’effectue par
I’activation de la voie PisK-Akt-ERK2-p70S6K (Xie et al., 2015). Ces études appuient I’hypothése d’un

role de I'apéline dans le remodelage cardiaque.

Egalement, il a été montré que l'inactivation génique de la préproapéline chez la souris entrainait le
développement d’une insuffisance cardiaque & partir du 6™ mois (Kuba et al., 2007). Enfin, chez les
patients atteints d’insuffisance cardiaque, il a été montré que l'injection aigiie par voie i.v d’apéline-

36 ou de pE13F réduisait la pression artérielle ainsi que les résistances vasculaires (Japp et al., 2008).

Enfin, dans l'insuffisance cardiaque, la diminution du débit cardiaque associée a la diminution du
volume sanguin circulant induit une activation des barorécepteurs. Ceux-ci activent le systéme nerveux
sympathique, le SRA-aldostérone ainsi que la sécrétion d’AVP dans la circulation sanguine. Cette
libération d’AVP entraine une réabsorption d’eau par le rein (Urso et al., 2015). Il a été montré que
10% des patients insuffisants cardiaques présentent une hyponatrémie faible a modérée (Sica, 2005).
De plus, les patients atteints d’'une insuffisance cardiaque sévere et présentant une hyponatrémie ont
souvent des taux plasmatiques d’AVP élevés (Goldsmith et al., 1986) et I’hyponatrémie est associée
avec une réduction de la survie et une augmentation du risque de complications (Chin and Goldman,
1996). Il a été montré chez les patients atteints d’insuffisance cardiaque chronique que les niveaux de
copeptine et d’apéline plasmatiques étaient 190% et 25%, respectivement, plus élevés que ceux des

volontaires sains (Blanchard et al., 2013).

Ainsi, du fait de I'effet aquarétique, de la vasodilatation, de I'effet inotrope positif subséquents a
I'activation de I’ApélineR, ce récepteur constitue une cible thérapeutique potentielle dans le
traitement de l'insuffisance cardiaque et encourage le développement d’agonistes de I’ApélineR ou

des analogues de I'apéline métaboliquement stable a visée thérapeutique dans ce contexte.
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Chapitre 5 : Caractériser I'interaction apéline/récepteur pour développer une

molécule d’intérét

Afin de développer des outils thérapeutiques utiles dans le traitement des désordres hydriques ou de
I'insuffisance cardiaque, les études se sont appuyées sur les études structure-fonction menées sur
I’apéline et son récepteur. Ces études ont permis de déterminer que les résidus basiques de pE13F ou
de K17F étaient importants pour la liaison du peptide a I’ApélineR (Fan et al., 2003; Medhurst et al.,
2003; El Messari et al., 2004) ainsi que le role de la Phe C-terminale de I'apéline, qui se fixe dans une
poche aromatique située au fond du site de liaison (lturrioz et al., 2010b). Cette Phe est responsable
de l'internalisation du récepteur et du recrutement de la B-arrestine médiant les effets hypotenseurs
de I'apéline (El Messari et al., 2004; Lee et al., 2005; lturrioz et al., 2010b; Ceraudo et al., 2014). Les
effets in vivo de I'apéline détaillés dans les parties précédentes sont transitoires ce qui suggere que les
différentes formes moléculaires d’apéline possédent une demi-vie plasmatique tres courte. En effet,
dans le plasma de souris, la demi-vie de K17F et de pE13F ont été évaluées a, respectivement, 4,6 et
7,2 minutes (Gerbier et al., 2017). Dans le plasma de rat, la demi-vie de pE13F a été évaluée a 14
minutes (Murza et al., 2014) tandis que I'apéline-36 posséde une demi-vie inférieure a 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 trés courte, deux
types de stratégies ont été mises en place afin de développer des agonistes ou des antagonistes
puissants et sélectifs de I’ApélineR. Soit, le développement de molécules synthétiques non-

peptidiques, soit le développement d’analogues de I'apéline métaboliquement stables.

1) Molécules non-peptidiques ou pseudopeptidiques

La toute premiére étude ayant cherché a développer un agoniste non-peptidique de I’ApélineR
humain, a consisté a cribler une chimiotheque de 800 composés porteurs d’un groupement fluorescent
(lissamine) par une technologie originale de transfert d’énergie de fluorescence (FRET) entre le
groupement fluorescent et I'eGFP fusionnée a I'extrémité N-terminale de I’ApélineR humain exprimé
de facon stable en cellules HEK-293. Ce criblage a permis d’isoler plusieurs composés ayant une affinité
pour I’ApélineR allant de 90 nM a 1000 nM dont le composé E339-3D6 présentant une affinité pour
I’ApélineR de 90 nM, via cette technique de FRET, et 390 nM, via la technique de radioliaison (lturrioz
et al., 2010a). Ce composé correspond a un pseudopeptide composé de 4 synthons comprenant : une

pipéridine, un imidazolium benzylé, un amino-thiazol et une Lys sur laquelle est greffée une chaine
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dodécacarbonée reliée a une lissamine. L’étude de ses caractéristiques pharmacologiques in vitro et
de ses effets ex vivo et in vivo ont montré que ce composé présentait la méme capacité que pE13F et
K17F a induire l'internalisation de I’ApélineR mais inhibait partiellement la production d’AMPc induite
par la FSK. Ainsi, 'E339-3D6 se comporte comme un agoniste entier vis-a-vis de I'internalisation de
I’ApélineR et comme un agoniste partiel vis-a-vis du couplage a la protéine Gai. Les études ex vivo,
effectuées sur des anneaux aortiques de rat précontractés par la noradrénaline, ont montré que
I’'E339-3D6 induisait de fagon dose-dépendante et endothélium-dépendant, la vasorelaxation des
anneaux aortiques et ce, de facon aussi efficace que I'acétylcholine et similaire a K17F. Les études in
vivo ont montré que l'injection par voie i.c.v d’E339-3D6 chez la souris vigile et déshydratée induisait
une diminution dose-dépendante de la libération d’AVP dans le sang, suggérant que I'E339-3D6 exerce
les méme effets que I'apéline au niveau des neurones magnocellulaires vasopressinergiques (lturrioz

et al., 2010a).

Par la suite, des études de relation structure-activité menées sur I'E339-3D6 ont permis de développer
différents composés ayant une affinité submicromolaire pour I’ApélineR. Elles ont également permis
de montrer que le taille du linker permettait la sélectivité du composé vis-a-vis du récepteur AT1, que
le groupement 3-benzyl-1-methyl-3H-1A%*imidazole était important pour induire I'internalisation de
I’ApélineR ainsi que la liaison via le groupement méthylamine. Les deux autres groupements
méthylamines et le groupement imine ont été également montrés comme étant importants pour
I’affinité et le pouvoir internalisant du composé. Néanmoins, |'essentiel de I'activité de liaison et
d’induction de I'internalisation étaient 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 a découvrir des petites molécules, agonistes du
récepteur de I'apéline grace a un test de recrutement de la B-arrestine a I’ApélineR. Le criblage de
330600 composés, a permis d’isoler le ML223 présentant une ECso de 3,7 uM pour induire le
recrutement de B-arrestine par I’ApélineR avec une sélectivité pour I’ApélineR vis-a-vis du récepteur
AT1 d’un facteur 21. Du fait de cette bonne sélectivité, ce composé a servi de pharmacophore pour
des études structure-activité visant a augmenter |'efficacité du composé a induire le recrutement de
la B-arrestine mais aucune amélioration n’a pu étre obtenue (Khan et al., 2010). Au cours de cette
méme étude, une molécule au caractére antagoniste de I’ApélineR a été découverte, le ML221, et qui
possede une affinité de 2 UM et une sélectivité vis-a-vis du récepteur AT1 d’un facteur 37 (Maloney et
al.,, 2010, 2012). Le ML221 a été utilisé in vivo et présente une activité inhibitrice sur le pouvoir
angiogénique de I'apéline (Hall et al., 2017). Il pourrait étre intéressant d’observer les effets in vivo

d’un autre antagoniste de I’ApélineR, présentant une affinité pour le récepteur du méme 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

de pE13F a I’ApélineR, cyclisés (Macaluso et al., 2011).

Par la suite, une autre étude a cherché a découvrir une petite molécule agoniste de I’ApélineR par une
méthode de criblage utilisant, premiérement, un test de mobilisation de calcium intracellulaire, puis
un test de radioliaison. Pour ce faire, une chimiothéque de petites molécules a été utilisée en ne
prenant que les molécules présentant des caractéristiques physicochimiques proches de I'apéline puis
100 composés ont été testés. Une molécule, le composé 1, a présenté une affinité de 5,2 uM pour
I’ApélineR et une capacité a mobiliser le calcium intracellulaire de 21,5 uM. Cette molécule a ensuite
servi de pharmacophore pour des études structure-activité visant a augmenter |'efficacité du composé.
Ainsi, il a été obtenu une molécule, le composé 22, présentant une affinité de 1,3 uM pour I’ApélineR
et une ECso de 0,8 UM pour induire la mobilisation de calcium (Narayanan et al., 2016). Du fait de sa
faible capacité a se lier et a activer I’ApélineR par rapport aux fragments endogéne d’apéline, aucune

étude ex vivo et in vivo n’ont été menées.

Enfin, une autre étude a développé une petite molécule agoniste de I’ApélineR biaisée vis-a-vis de la
protéine G, le CMF-019 (acide (S)-3-[1-(1-Ethyle-propyle)-2-thiophéne-2-ylmethyle-1H-
benzoimidazole-5-carbonyle]-amino-5-methyle-hexanoique) (Read et al., 2016). Cette molécule
présente une affinité nanomolaire pour I’ApélineR et une capacité nanomolaire d’activation de la
protéine Ga; semblable a celle de pE13F. Par contre, elle est 100 fois moins efficace a induire le
recrutement de la B-arrestine et I'internalisation du récepteur. Ceci se traduit in vivo, lors de I'injection
de cette molécule par voie i.v chez le rat Sprague-Dawley anesthésié, par un effet inotrope positif avec
une augmentation de I'éjection et du débit cardiaque et une absence de variation de la pression
artérielle jusqu’a 500 nmol. Ceci tend a confirmer que |'effet hypotenseur de I'apéline suit un
mécanisme B-arrestine-dépendant. De plus, sa demi-vie dans le plasma de rat est de 38 minutes et sa
petite taille pourrait lui permettre d’étre administrée par voie orale (Read et al., 2016). Néanmoins,
d’autres études doivent étre entreprises pour confirmer le potentiel thérapeutique de cette molécule
dans des modeles animaux d’insuffisance cardiaque et pour évaluer son mode d’administration

(Tableau IV).
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Molécule Caractere Publication

E335-3D6

Agoniste lturrioz et al., 2010
ML223
0 Agoniste Khan et al.,2011
0" "o
ML221
/qj/\ /j antagoniste Maloney et al., 2011
Cyclo(1-6)CRPRLC-KH-cyclo(9-14)CRPRLC antagoniste Macaluso et al., 2011

Composé 22

0O o
%)LH agoniste Narayanan et al., 2016
N

CMF-019

(o]
K.
© 7 s Agoniste biaisé
H)UN\ - vis-a-vis de la Read et al., 2016
?\\ protéine G,

Tableau IV : ligands pseudopeptidiques et non-peptidiques de I'ApélineR.
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1)} Analogues de I'apéline métaboliquement stables

1) Analogues de I’apéline-12

Il a été montré que I'apéline-12, qui n’existe 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), était le fragment d’apéline le
plus court capable de réduire de fagcon importante la pression artérielle (Tatemoto et al., 2001). Sur
cette base, il a été développé 3 analogues cycliques de I'apéline-12 en liant soit, I’Arg? et la Phe®?, soit
I’Arg! et la Lys’, soit la Lys’ et la Phe!2. L’analogue cyclique Lys’-Phe!? a été montré comme étant le
meilleur peptide capable d’inhiber la production d’AMPc induite par la FSK. Néanmoins, tous ces
peptides cyclisés présentaient une activité 200 a 1000 fois inférieure a celle de pE13F (Hamada et al.,
2008) (Tableau V). De ce fait, aucune étude in vivo n’a été conduite pour évaluer I'efficacité de ces

composés.

Trois autres études ont cherché a développer des analogues de I'apéline en utilisant I'apéline-12
comme patron. La premiére a développé un composés en ajoutant un groupement nitro (NO3) a I'’Arg?
de R12F et en substituant la Met!® de R12F par une norleucine (Nle) et en amidant I’hydroxyle de la
Phe (Sidorova et al., 2012). La seconde a développé un composé en méthylant 'amine a I'Arg N-
terminale et en substituant la Met'® du peptide par une Nle (Pelogeykina et al., 2015). Enfin le
troisieme analogue développé posséde un groupement nitro ajouté au groupement guanidinium de
I’Arg?, une Nle 3 la place de la Met®° et une amidation sur I’hydroxyle de la Phe C-terminale (Pisarenko
et al., 2015). Chacun de ces peptides ont été étudiés in vivo et présentent des effets cardioprotecteurs
comparables a ceux de pE13F (Tableau V). Cependant, aucune de ces études ne détaille les propriétés
pharmacologiques et pharmacocinétiques de ces peptides, ce qui rend difficile I'évaluation du

potentiel thérapeutique de ces analogues.

2) Analogues de I'apéline-36

L'apéline-36 a également été utilisée comme patron pour développer des analogues métaboliquement
stables. La stratégie utilisée a consisté a ajouter des chaines de polyéthyléne glycol (PEG) de tailles
différentes sur I'amine libre de la Leu N-terminale de I'apéline-36. L’étude des différents peptides
obtenus a montré que I'ajout d’une chaine de PEG de 40 kDa sur la Leu! de I'apéline-36 permettait
d’obtenir un analogue capable de lier 'ApélineR et d’induire I'inhibition de la production d’AMPc
induite par la FSK de I'ordre du nanomolaire, comparable a celle de I'apéline-36. De plus, la PEG-
apéline-36 présentait une augmentation de I'effet inotrope positif et une demi-vie 2,7 fois supérieure

a celle de I'apéline-36 (Jia et al., 2012) (Tableau V). Bien que ce peptide soit plus efficace et plus stable
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in vivo que l'apéline-36, son poids moléculaire et sa demi-vie (moins de 15minutes) le rendent

impossible a utiliser pour un usage thérapeutique.

Une autre étude a utilisé le méme type de stratégie pour observer les effets de I'apéline-36 sur le
métabolisme. En effet, il a été montré que I'apéline-36 diminuait la glycémie et la prise de poids
(Castan-Laurell et al., 2011; Galon-Tilleman et al., 2017). Par mutagénése dirigée, il a été construit une
série de variants de I'apéline-36 mutés sur des résidus conservés au cours de I'évolution. Il a été
montré que I'apéline-36(L28A) présentait une capacité 100 fois plus faible que I'apéline-36 pour activer
I’ApélineR et était incapable d’induire une hypotension chez le SHR. Néanmoins, il conservait le méme
profil que I'apéline-36 sur le métabolisme, suggérant que cet effet de I'apéline-36 n’est pas médié par
I’ApélineR. Par la suite, il a été ajouté une chaine de PEG de 30 kDa soit a I'extrémité N-terminale, soit
a I'extrémité C-terminale de I'apéline-36, soit sur le résidu 28 de I'apéline-36 substitué en Cys. Il a été
montré que l'ajout de PEG aux extrémités de I'apéline-36 entrainait une absence d’effet sur le
métabolisme alors que le peptide apéline-36-[L28C(30 kDa-PEG)], qui présentait une activité sur
I’ApélineR 10000 fois plus faible que I'apéline-36, était incapable de réduire la pression artérielle chez
le SHR mais était capable de réduire la glycémie de fagon plus importante et plus durable que I'apéline-

36 (Galon-Tilleman et al., 2017) (Tableau V).

3) Analogues de I'apéline-13 et de pE13F

La majorité des études visant a développer un analogue métaboliquement stable de I'apéline se sont
focalisées sur I'apéline-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) puisqu’ils sont les fragments endogene d’apéline actifs

les plus courts.

La premiere étude a développé un analogue de pE13F en substituant la Phe C-terminale par un isomére
de I'Ala de la série D (peptide appelé F13A). Il a été montré que ce peptide ne présentait pas d’effet
hypotenseur, ni d’augmentation de sa demi-vie par rapport a celle de pE13F. L’administration de F13A
seul ou simultanément avec pE13F n’entraine aucune variation de la pression artérielle ce qui suggere
qgue F13A est capable de lier I’ApélineR mais n’est pas capable d’induire un effet hypotenseur alors
gu’il antagonise I'effet presseur induit par pE13F (Lee et al.,, 2005). De fait, ce peptide est
communément utilisé comme un antagoniste de I’ApélineR. Pourtant, il a été montré que F13A était
capable de lier le récepteur, d’induire I'inhibition de la production d’AMPc induite par la FSK et
d’induire la mobilisation de Ca?* intracellulaire (Medhurst et al., 2003). Cependant, sa capacité a
induire le recrutement de la B-arrestine et I'internalisation de I’ApélineR n’ont pas été étudiées. Il n’est

donc pas possible de conclure si F13A est un antagoniste de I’ApélineR ou un agoniste biaisé vis-a-vis
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de la protéine G comme peut I'étre K16P (EI Messari et al., 2004; Ceraudo et al., 2014) (Tableau V). En
revanche, il conforte I'hypothese que I'effet hypotenseur de I'apéline est médié par un mécanisme

indépendant de la protéine G.

Suite aux études montrant que I'ECA2 présentait une activité protéolytique sur I'apéline en
hydrolysant la Phe C-terminale de pE13F (Vickers et al., 2002), le développement d’analogues ayant
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-isomeére
de la série D entrainait une chute de la liaison a I’ApélineR avec un impact plus délétére pour les résidus
du motif RPRL, la Lys® et la Gly® de pE13F, suggérant que ce résidu Gly pouvait avoir un réle structural

important. Il a également été montré que la substitution de la Met!!

par une Nle n’affectait pas la
liaison du peptide a I’ApélineR, n’entrainait aucune augmentation de la demi-vie du composé mais le
protégeait de I'oxydation par les produits ciblant la Met de pE13F. Afin de protéger I'analogue de
I’"hydrolyse par 'ECA2, la Phe C-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-dela d’une heure et que les analogues résultants présentaient un profil
pharmacologique similaire a celui de pE13F. Il en a également été de méme pour la substitution de la
Pro? de pE13F par un acide aminoisobutyrique (Aib) qui, en possédant un profil similaire a pE13F, voit

sa demi-vie passer a environ 50 minutes (Murza et al., 2012). Cependant, aucune étude in vivo n’a été

conduite sur ce peptide (Tableau V).

Suite a cette étude, trois analogues de pE13F ont été développés en utilisant le méme patron, pE13F
dont la Met!? 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
benzoilphényle a 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 a la place de la Phe (Tyr(OBn) : pGlu-Arg-Pro-Arg-Leu-
Ser-His-Lys-Gly-Pro-Nle-Pro-Tyr(OBn)) et le troisieme présente un groupement méthyl sur le carbone
o de la Phe (L-aMe : pGlu-Arg-Pro-Arg-Leu-Ser-His-Lys-Gly-Pro-Nle-Pro-Phe-(L-aMe)). En comparaison
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-aMe) (Murza et al., 2014). De plus, les composés Bpa et L-aMe
présentent une affinité pour I’ApélineR similaire a celle de pE13F mais sont 30 fois plus efficaces pour
induire 'inhibition de la production d’AMPc induite par la FSK. De son c6té, le composé Tyr(OBn)
présente une affinité pour I’ApélineR 60 fois supérieure a celle de pE13F et est 4 fois plus efficace dans

I'induction des voies de signalisation, notamment sur le recrutement de la B-arrestine. Il a été montré
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in vivo que l'injection par voie i.v de cet analogue chez le rat Sprague-Dawley normotendu entrainait
une hypotension supérieure a celle induite par pE13F (Murza et al., 2015) (Tableau V). Enfin, dans une
étude récente, I'analogue Tyr(OBn) a été utilisé comme patron pour développer des analogues de
I’apéline comprenant un macrocycle (Murza et al., 2017). L'étude part de I'’hypothése que, pour se lier,
un analogue doit avoir une conformation particuliere. Ceci implique, si 'analogue est trés flexible, de
forts colts d’énergie entropique et donc une réduction de son affinité pour le récepteur. Ainsi,
I'utilisation de macrocycles permettrait de contraindre I'analogue dans une conformation précise et

donc de réduire les colits d’entropie. Pour ce faire, il a été inséré entre I’His” et la Met!?

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’obtenir les meilleurs composés. Ceci a
conduit au développement d’un agoniste entier de I’ApélineR présentant un profil pharmacologique
et un effet hypotenseur comparable a pE13F et 5 composés biaisés vis-a-vis de la protéine G. Sur ces
5 composés biaisés vis-a-vis de la protéine G, un seul a été injecté de fagon aiglie par voie i.v chez le
rat Sprague-Dawley anesthésié et il n’est pas capable d’induire de baisse de la pression artérielle
(Murza et al., 2017) (Tableau V). Cette étude conforte encore I’hypothése que I'effet hypotenseur de

I'apéline est médié par un mécanisme B-arrestine dépendant. Bien que cette étude ait développé des

composés prometteurs, aucune donnée de demi-vie, ni d’effets in vivo n’est détaillée.

Une autre étude a combiné la substitution de résidus de pE13F avec I’addition d’'une chaine palmytoyle
sur le Glu N-terminal de pE13F. Il a été montré que la substitution de la Met!! par une Nle et celle de
la Pro? par un Aib entrainait une augmentation de la demi-vie du peptide dans le plasma de rat. De
plus, il a été montré que I'ajout d’un chaine palmytoylée sur ce peptide modifié augmentait la stabilité
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 n’est venue

confirmer le potentiel thérapeutique de ce composé.

Une autre étude a cherché a développer un analogue cyclisé de I'apéline-13 en substituant le Glu C-
terminal et la Ser® par des Cys formant un pont disulfure entre elles (MMO7 : Cys-Arg-Pro-Arg-Leu-Cys-
His-Lys-Gly-Pro-Met-Pro-Phe) (Brame et al., 2015). Ce composé présente une affinité pour I'ApélineR
exprimé en CHO de 300 nM et pour I’ApélineR endogene exprimé dans le tissu cardiaque de 170 nM.
Il présente une capacité a induire le recrutement de la B-arrestine 790 fois moins bonne que pE13F et
il est 215 fois moins efficace a induire I'internalisation de I’ApélineR, en comparaison a pE13F. Par
contre, il présente une activité similaire a pE13F pour induire la contraction de la veine saphéne de rat,
suggérant qu’il active la protéine G comme pE13F. Ainsi cet analogue de I'apéline-13 serait un agoniste
biaisé vis-a-vis de la protéine G. Le MMO7 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 MMO07
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induisait une augmentation dose-dépendante de la fraction d’éjection, une diminution des résistances
vasculaires mais n’avait pas d’effet sur la pression artérielle. Chez 'homme, il a été montré que
I'injection de MMO7 entrainait une vasodilatation de la veine de I’avant-bras et une augmentation du
débit cardiaque (Brame et al., 2015) (Tableau V). Ainsi, le MMO7 semble bien étre un agoniste biaisé
vis-a-vis de la protéine G. Néanmoins, il possede une affinité pour I’ApélineR du méme ordre que sa
capacité a induire l'internalisation du récepteur. De plus, les auteurs n’expliquent pas la différence
entre la capacité du MMO7 a induire le recrutement de la B-arrestine a I’ApélineR et a induire
I'internalisation de ce dernier. En effet, le MMO7 est 3,6 fois plus efficace a induire I'internalisation
alors que ce mécanisme est dépendant du recrutement de la B-arrestine. Egalement, les auteurs ne
caractérisent pas directement la capacité du MMO7 a induire I’activation de la protéine G. On ne peut
donc pas savoir si ce composé est réellement un agoniste biaisé vis-a-vis de cette protéine. Si tel était
le cas, il conforterait les hypothéses suggérant que |'effet inotrope positif de I'apéline est médié par
I'activation de la protéine G et que son effet hypotenseur est médié par le recrutement de la -

arrestine.

Enfin, une étude a cherché a augmenter la demi-vie de pE13F en I’encapsulant dans une nanoparticule
constituée de PEG et de liposomes. Il a été montré in vitro que pE13F était libéré au bout de 60 minutes
avec un pic atteint au bout de 15 h. Par la suite, il a été montré que I'injection chronique, par voie i.p,
des nanoparticules chez la souris infarcie développant une insuffisance cardiaque, réduisait la zone
d’infarcie et présentait un effet cardioprotecteur (Serpooshan et al., 2015) (Tableau V). Ce type de
méthodologie pourrait étre utile pour augmenter I'efficacité de celles-ci en permettant une libération

plus longue.
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Analogue

Publication

Analogues de I’apéline-12
Cyclo(1-12)R-P-R-L-5-H-K-G-P-M-P-F
Cyclo(1-7)R-P-R-L-S-H-K-G-P-M-P-F
Cyclo(7-12)R-P-R-L-S-H-K-G-P-M-P-F
R-P-R-L-5-H-K-G-P-Nle-P-F-NH,
CH,- R-P-R-L-S-H-K-G-P-Nle-P-F

N(G)R-P-R-L-S-H-K-G-P-Nle-P-F-NH,

Hamada et al., 2008
Hamada et al., 2008
Hamada et al., 2008
Sidorova et al., 2012
Pelogeykina et al., 2015

Pisarenko et al., 2015

Analogues de I'apéline-36
40kDa-PEG-Apéline-36

Apéline-36-[L28C(30 kDa-PEG)]

Jiaetal, 2012

Gallon-Tilleman et al., 2017

Analogues de I'apéline-13 et de pE13F

E-R-P-R-L-5-H-K-G-P-M-P-(D)A
E-R-P-R-L-S-H-K-G-P-Nle-P-2Nal
E-R-P-R-L-S-H-K-G-P-Nle-P-4Br(F)

E-R-P-R-L-S-H-K-G-P-Nle-Aib-F

pE-R-P-R-L-5-H-K-G-P-Nle-P-Bpa

pE-R-P-R-L-S-H-K-G-P-Nle-P-Y(0)Bn

PE-R-P-R-L-S-H-K-G-P-Nle-P-F(L-aCH,)
Cyclo(7-11)pE-R-P-R-L-5-AllyG-K-G-P-AllyG-P-Y(0)Bn
Palmitoyl-E-R-P-R-L-S-H-K-G-P-Nle-Aib-F
Cyclo(1-6)C-R-P-R-L-C-H-K-G-P-M-P

PEG(pE-R-P-R-L-S-H-K-G-P-M-P-F)

Lee et al., 2005
Murza et al., 2012
Murza et al., 2012

Murza et al., 2012

Murza et al.,, 2014
Murza et al., 2015

Murza et al., 2014
Murza et al,, 2015

Murza et al., 2014
Murza et al., 2015

Murza et al., 2017
Juhl et al., 2016
Brame et al., 2015

Serpooshan et al., 2015

Tableau V : Analogues de |'apéline métaboliquement stables.
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1)} Objectifs de these

L'apéline via son récepteur participe a la régulation des fonctions cardiovasculaires et au maintien de
I’équilibre hydrique de I'organisme. Ainsi I’ApélineR constitue une cible thérapeutique potentielle dans
le traitement de pathologies cardiovasculaires comme l'insuffisance cardiaque ou dans le traitement
de [I'hyponatrémie comme le SIADH. L'administration d’'un agoniste de [’ApelinR serait
particulierement favorable pour le traitement de ces pathologies. En effet, dans le cas de I'insuffisance
cardiaque, cet agoniste pourrait augmenter la diurése et les performances contractiles du myocarde
tout en diminuant les résistances vasculaires. Dans le cas de I’hyponatrémie, cet agoniste pourrait, en
favorisant la diurése aqueuse, augmenter les concentrations de sodium extracellulaire en excrétant
I'eau libre et en agissant sur les neurones magnocellulaires vasopressinergiques en diminuant la
libération d’AVP dans la circulation sanguine et rééquilibrer le rapport apéline/AVP impliqué dans le

maintien de I'équilibre hydrique.

Afin de développer de telles molécules il faut d’'une part, pour les agonistes , connaitre |'organisation
structurale et fonctionnelle de I’ApélineR et de son ligand permettant de comprendre comment
I'apéline se lie a son récepteur. D’autre part, pour les analogues de I'apéline métaboliquement stables,
il faut chercher a augmenter la demi-vie de I'apéline en modifiant le peptide mais sans modifier ses

propriétés pharmacologiques par rapport a I'apéline native.
L'objectif de ma thése a consisté a :

e |dentifier les résidus de I’ApélineR responsables des interactions avec les résidus basiques de
pE13F par des études structure-fonction par modélisation moléculaire et mutagénese dirigée.
e Développer des analogues de K17F et de pE13F métaboliquement stables par des études
structure-activité de I'‘apéline et par une approche originale d’addition de chaine

fluorocarbonée a I'extrémité N-terminale de K17F.

Les résultats obtenus par les études structure-fonction, permettront d’initier un criblage in silico de
chimiotheques virtuelles sur I’ApélineR afin de développer un pharmacophore d’agoniste ou
d’antagoniste de ce récepteur. Les études structure-activité, conduiront au développement
d’analogues de [I'apéline métaboliguement stables qui pourraient constituer des agents

thérapeutiques potentiels pour le traitement de I'insuffisance cardiaque et de I’hyponatrémie.
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\Y)] Article 1 : Etude du mode de liaison de pE13F a I’ApélineR

1) Introduction
Afin de définir le mode de liaison de pE13F a son récepteur, nous avons construit plusieurs modeles
3D de I’ApélineR par homologie avec d’autres récepteurs de la famille de la rhodopsine cristallisés ou

non.

Dans un premier temps, un modele tridimensionnel (3D) de I’ApélineR fondé sur le modele 3D validé
du récepteur de la cholécystokinine-8 de type 1 (CCK1R), appartenant a la sous-famille des récepteurs
« rhodopsine-like » et situé dans la branche B, a été réalisé. Ce premier modeéle 3D de I’ApélineR fut
en partie validé par des études de structure-fonction par mutagéneése dirigée et a permis de définir les

éléments structuraux impliqués dans I'internalisation de I’ApélineR (Iturrioz et al., 2010b)

La résolution de plusieurs structures cristallographiques de RCPGS ont permis de construire ensuite
deux nouveaux modeles 3D de I’ApélineR sur la base des structures cristallographiques du récepteur
B2-adrénergique et du récepteur des chimiokines a, CXCR4. Le premier patron utilisé a été la structure
cristallographique du récepteur B2-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
a. Le second patron sélectionné a été la structure cristallographique du récepteur CXCR4 cristallisé

avec un antagoniste peptidique (Wu et al., 2010).

Ce récepteur ayant pour ligand endogene de nature peptidique le Stromal-Derived Factor-1 (SDF-1) ou
CXCL12 appartient aussi a la sous-famille des récepteurs « rhodopsine-like » mais est situé dans la

branche y comme le récepteur de I'apéline.

L'introduction de pE13F dans les trois modéles 3D de I’ApélineR a permis de visualiser plusieurs
interactions, différentes suivant les modeéles, entre les résidus basiques de I'apéline (Arg?, Arg* et Lys®)
indispensables a la liaison de I'apéline (Fan et al., 2003; Medhurst et al., 2003) et des résidus acides

des boucles extracellulaires du récepteur (Figure 35).

Dans le modeéle 3D de I’ApélineR fondé sur le modéle 3D du CCK1R, I’Arg? de pE13F interagit avec les
résidus Asp-182 et Asp-280 de I’ApélineR ; I'Arg* lie '’ Asp-182 du récepteur et la Lys® interagit avec les
résidus Asp-92 et Asp-282.

Dans le modele 3D de I’ApélineR fondé sur la structure cristallographique du récepteur B2-

adrénergique, I'Arg? et I’Arg® de pE13F interagissent avec le méme résidu, le Glu-90 de I’ApélineR.
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Enfin, dans le modele 3D de I’ApélineR fondé sur la structure cristallographique du récepteur CXCR4,
I’Arg? de pE13F interagit avec le Glu-172 de I’ApélineR, I’Arg* interagit avec I’Asp-282 et la Lys® interagit
avec I'Asp-92.

Afin de vérifier ces interactions, des mutations ponctuelles de tous les résidus identifiés ont été
effectuées dans le récepteur de I'apéline par mutagénese dirigée. Ces résidus ont été substitués par
une Ala ou par un résidu plus conservatif, une Asn pour les résidus Asp et une GIn 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
I’ApélineR que ce soit sur sa capacité a lier pE13F radiomarqué ainsi que sur la capacité de pE13F a

induire l'inhibition de la production d’AMPc induite par la FSK ou a induire l'internalisation des

ApélineR mutés.

pE13F pGlu-Arg?-Pro-Arg*-Leu-Ser-His-Lys®-Gly-Pro-Met-Pro-Phe

Basé sur le modeéle 3D validé du Basé sur la structure cristallographique du Basé sur la structure cristallographique du

récepteur de la cholécystokinine-8 de récepteur [2-adrénergique (2011) récepteur des chimiokines
type 1 CXCR4 (2010)

Archer-Lahlou et al,J Med Chem, 2005 Rasmussen et al, Nature, 2011 Wau et al,Science, 2010

Figure 35 : Modéeles tridimensionnels de I'ApélineR de rat construits par homologie de séquence
protéiques et fondés sur la structure cristallographique ou sur le modele tridimensionnel validé de

différents RCPGs.
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2) Discussion
Suite a I'introduction de pE13F dans chacun des trois modeéles 3D de I’ApélineR, des interactions entre
le peptide et le récepteur ont été observées. Ainsi, chaque résidu de I’ApelinR potentiellement
impliqué dans la liaison du ligand a été substituté, par mutagénése dirigée, soit par une Ala, soit par
un résidu conservatif. Des lignées stables exprimant ces récepteurs mutés couplés a une protéine
autofluorescente, eGFP, ont été établies afin de caractériser pharmacologiquement I'impact des
mutations sur la capacité de pE13F a se lier a ces récepteurs ou a induire I'inhibition de la production

d’AMPc induite par la FSK ainsi que l'internalisation des ApélineR mutés.

L'analyse par microscopie confocale a fluorescence de I'expression des ApelinR mutés a montré
gu’aucune mutation n’impactait I'expression ni 'adressage a la membrane plasmique du récepteur.
Nous avons montré que les ApelinR mutés D92A, E172A, D282A et D282N ne présentaient pas de
liaison de pE13F radiomarqué jusqu’a 5 nM de radioligand suggérant que les résidus Asp-92, Glu-172
et Asp-282 sont impliqués dans la liaison de pE13F. De fagon intéressante, nous avons montré que la
substitution de I"’Asp-92 et du Glu-172 par une Asn et une GIn, respectivement, aboutit a des
récepteurs qui conservent leur capacité a lier pE13F, contrairement a la substitution de I’Asp-282 par
une Ala. Ceci suggere que les résidus Asp-92 et Glu-172 établissent tres certainement des liaisons
hydrogenes avec I'apéline, alors que I’Asp-282 établit des liaisons électrostatiques avec I'apéline. Enfin
les ApelinR mutés pour les résidus Glu-90, Asp-182 et Asp-280 présentent une liaison de pE13F
radiomarquée similaire a celle de I’ApélineR sauvage, suggérant que ces résidus ne sont pas impliqués

dans la liaison de pE13F au récepteur.

Nous nous sommes ensuite attachés a caractériser la capacité des récepteurs mutés a inhiber la
production d’AMPc induite par la FSK. La stimulation par pE13F des récepteurs mutés mutants E90A,
D92N, E172Q et D280A entraine une inhibition de la production d’AMPc induite par la FSK indiquant
que ces mutations n’affectent pas la capacité du récepteur de I'apéline a étre couplé négativement a

I’AC.

De plus, les récepteurs mutés D92A et E172A ne présentent pas d’inhibition de la production d’AMPc
en accord avec les résultats des expériences de liaison. A l'inverse, les récepteurs mutés D282A et
D282N qui ne présentaient pas de liaison jusqu’a 5 nM de pE13F radiomarqué, sont capables d’inhiber
la production d’AMPc. Néanmoins, leurs capacités a inhiber la production d’AMPc sont fortement
diminuées d’un facteur 208 et 1137 respectivement par rapport a I’ApélineR sauvage confirmant ainsi

les résultats de liaison.

Enfin, nous avons vérifié si les différentes mutations du récepteur de I'apéline pouvaient affecter sa

capacité a s’internaliser sous I'action de pE13F. Le traitement des différentes lignées de cellules CHO
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exprimant de facon stable les récepteurs sauvage et mutés par une concentration supramaximale de
pE13F montre que les mutants E90A, D92N, E172Q, D182A et D280A sont capables de s’internaliser
sous l'action de pE13F comme le récepteur sauvage. A l'inverse, pE13F n’induit pas I'internalisation
des mutants D92A, E172A, D282A et D282N. Les résultats d’internalisation viennent confirmer le role

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
de pE13F a I’ApelinR. Ces résidus ont été observés uniqguement dans le modéle 3D de I’ApélineR fondé
sur la structure cristallographique du récepteur des chimiokines CXCR4. Ce résultat fait sens si I'on
regarde I'arbre phylogénétique des récepteurs de la famille de la rhodopsine. En effet, I’ApélineR se
trouve dans la méme branche que le récepteur CXCR4 qui, de ce fait, se trouve étre le patron le plus
proche phylogénétiquement. Ce travail représente une seconde validation de ce modele aprés celle
concernant les résidus de la poche aromatique située au fond du site de liaison, accueillant la Phe C-
terminale de I'apéline (lturrioz et al., 2010b) (Figure 36). De la caractérisation pharmacologique de ces
résidus et de la modélisation moléculaire, nous pouvons donc conclure que I’Asp-92 interagit avec la
Lys® et le Glu-172 interagit avec I’Arg?de pE13F via un pont salin entre leur groupement carboxylate et
le groupement ammonium ou guanidinium de la Lys et de I'Arg de pE13F, respectivement. L'Asp-282
interagit, quant a lui, avec I'Arg® 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-282 sont situés, respectivement, dans I'ECL1, I'ECL2 et a I'interface ECL3/TM7 de I’ApélineR ce
qui confirme l'importance de ces domaines structuraux dans la reconnaissance et la liaison des
peptides aux RCPGs (Howl and Wheatley, 1996; Shi and Javitch, 2004; Venkatakrishnan et al., 2013).
La queue N-terminale de I’ApélineR étant absente dans notre modele 3D, nous n’avons pas pu observer
les interactions entre les résidus Glu-20 et Asp-23 de I’ApélineR avec pE13F. Or, ces résidus ont été
montré comme jouant un réle dans la liaison de pE13F (Zhou et al., 2003b). De fagon intéressante, il a
été montré par Résonnance Magnétique Nucléaire et dynamique moléculaire que la queue N-
terminale de I’ApelinR forme une ancre anionique interagissant avec les tétes lipidiques
extracellulaires de la membrane plasmique et présentant ses résidus acides au milieu extracellulaire
(Langelaan et al., 2013). Ainsi, pE13F pourrait interagir avec I’ApelinR via ses résidus basiques en deux
temps, tout d’abord en étant capté par I'ancre anionique qui pourrait, une fois pE13F li¢, changer de
conformation et diriger le peptide vers le site de liaison ou 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-284 de I’ApelinR rompt le pont disulfure entre le TM7 et la queue N-terminale et empéche la liaison
de pE13F a I'ApélineR (Kumar et al., 2016). Or, la Cys-284 est située a deux acides aminés en aval de

I’Asp-282 qui interagit avec I'’Arg* de pE13F. Donc la contrainte exercée par ce pont disulfure pourrait
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permettre, une fois pE13F capté par la partie N-terminale, d’amener le peptide vers I'’Asp-282

permettant sa liaison dans le site actif et I'activation de I’ApélineR.

Le modéle tridimensionnel de I’ApélineR fondé sur la structure cristallographique du récepteur CXCR4
pourra étre utilisé pour effectuer des campagnes de criblage in silico de chimiotheques virtuelles. Ceci
dans le but d’identifier des « touches » qui seront validées expérimentalement en étudiant leur
capacité de liaison. Les meilleures touches seront ensuite évaluées sur leurs capacités a inhiber Ia
production d’AMPc induite par la FSK, a recruter la 3-arrestine par Bioluminescence Resonance Energy
Transfert (BRET) et a induire l'internalisation du récepteur. Nous pourrons ainsi déterminer le
caractére agoniste ou antagoniste des molécules sélectionnées et définir leurs profils
pharmacologiques. Les molécules agonistes seront ensuite optimisées afin d’améliorer 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
hyponatrémiques. Le modéle 3D du récepteur de I'apéline sera également utilisé pour optimiser les
composés en orientant le développement de molécules et en définissant ainsi les bases moléculaires

d’un pharmacophore d’agoniste ou d’antagoniste de I’ApélineR.

PE13F pGlu-ArgZ-Pro-Arg*-Leu-Ser-His-Lys®-Gly-Pro-Met-Pro-Phe’?

Les résidus basiques de pE13F
(Arg?, Arg?, Lys®) interagissent
avec les résidus acides de
I'ApélinR de rat
(respectivement Glu-172, Asp-
282 and Asp-92).

La Phe 13 C-terminale de
pPE13F interagit avec les résidus
Phe-255 et Trp-269 de I'ApelinR
de rat conduisant a

I'internalisation du récepteur

et a une phosphorylation de

" \ {E-ZSS ?

~~~~~~~~~~~~~~~~~~ ERK %2 B-arrestine dependante
Iturrioz et al. JBC 2010

Céraudo et al., JBC 2014

Figure 36 : Modele tridimensionnel de I’ApélineR de rat fondé sur la structure cristallographigue du

récepteur aux chimiokines CXCR4 et validé par nos études structures-fonction (lturrioz et al., 2010b;

Gerbier et al., 2015).
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V) Article 2 : Développement d’analogues de I'apéline métaboliquement stables

1) Introduction
L'ApelinR constitue une cible thérapeutique potentielle dans le traitement des pathologies
cardiovasculaires comme l'insuffisance cardiaque ou de I’hyponatrémie. Ainsi, le développement de
molécules agonistes de I’ApelinR est essentiel pour traiter ces pathologies. Cependant, la demi-vie des
différentes formes moléculaires d’apéline est trés courte, de I'ordre de la minute, le but de nos travaux

a été de développer des analogues de pE13F ou de K17F métaboliguement stables.

Du fait de sa plus grande affinité pour I’ApelinR et de sa plus grande capacité a induire I'internalisation
du récepteur médiant I'effet hypotenseur, nous avons axé nos études sur la stabilisation du fragment
K17F. Pour ce faire, deux stratégies de stabilisation du peptide ont été utilisées. Tout d’abord, par une
approche classique, nous avons substitué chaque résidu de K17F et de pE13F par son énantiomeére de
la série D ou par un acide aminé synthétique. D’autre part, par une approche originale, nous avons
ajouté a I'extrémité N-terminale de K17F une chaine fluorocarbonée. Chaque peptide issu de ces deux
approches a été caractérisé pour sa demi-vie plasmatique, puis pharmacologiquement sur sa capacité
a se lier a I’ApelinR et a induire 'activation des voies de signalisation du récepteur (Inhibition de la
production d’AMPc induite par la FSK, recrutement de la B-arrestine, internalisation de I’ApelinR et
activation de la phosphorylation de ERK %5). Les meilleurs peptides ont été caractérisés ex vivo sur leur
capacité a induire la vasorelaxation d’anneaux aortiques et d’artéres glomérulaires de rat
précontractées, respectivement, par la norépinephrine et I’Ang Il et sur leur capacité a provoquer un
effet inotrope positif sur des coeurs isolés perfusés de rat. Enfin, ces mémes peptides ont été
caractérisés in vivo sur leur capacité a inhiber la sécrétion d’AVP suite a leur injection par voie i.c.v chez
la souris déshydratée, sur leur capacité a induire une baisse de la pression artérielle suite a leur
injection par voie i.v chez le rat WKY normotendu anesthésié et enfin sur leur capacité a induire une

diurése suite a leur injection par voie i.v chez des rattes Sprague-Dawley anesthésiées.
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2) Discussion
Les différentes formes moléculaires d’apéline ont des effets aquarétique, hypotenseur et inotrope
positif, suggérant que I’ApélineR constitue une cible thérapeutique potentielle pour le traitement des
maladies cardiovasculaires et des rétentions hydriques. Cependant, la demi-vie de ces peptides in vivo
est de I'ordre de la minute, ce qui limite leur utilisation. Ainsi, le développement d’analogues
métaboliquement stables de I'apéline, a la fois spécifiques et sélectifs de I’ApelinR est essentiel pour
explorer le role de I'apéline dans les pathologies précédemment citées et pour potentiellement traiter
lesdites pathologies. Ainsi par deux approches, nous avons développé deux puissants analogues de
K17F métaboliguement stables ayant un fort potentiel et un analogue métaboliquement stable de

pE13F dont les effets in vivo sont moins convaincants.

Tout d’abord, par une approche de substitution systématique des résidus de pE13F et de K17F par leur
énantiomeére de la série D ou par un acide aminé synthétique, nous avons pu déterminer quels résidus
de pE13F ou de K17F pouvaient étre substitués afin d’augmenter la demi-vie du peptide sans modifier
ses propriétés pharmacologiques. Puis, par une approche originale, nous avons ajouté a I'extrémité N-
terminale de K17F une chaine fluorocarbonée et caractérisé les peptides correspondants et
sélectionné celui présentant la plus grande demi-vie plasmatique tout en conservant les propriétés

pharmacologiques similaires a K17F.

Ainsi, par I'approche classique, un analogue de K17F, le P92 (H-Lys-Phe-Arg-Arg-GIn-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), ont été développés. L'approche originale a permis de
développer un analogue de K17F, le LITO1-196 (CF3(CF2)7(CH2)2C(0O)-Lys-Phe-Arg-Arg-GIn-Arg-Pro-
Arg-Leu-Ser-His-Lys-Gly-Pro-Met-Pro-Phe-OH) (Tableau VI). Ces trois peptides ont ensuite été
caractérisés pharmacologiquement. L'analyse in vitro de la stabilité plasmatique de ces peptides
montrent une forte augmentation de leur demi-vie par rapport a pE13F (7,2 min) et K17f (4,6 min)
puisque le P26, le P92 et le LITO1-196 présentent, respectivement, une demi-vie plasmatique de 86, 24
et 1440 min. L'analyse des parametres pharmacologiques de ces peptides montrent qu’ils présentent
des caractéristiques similaires aux peptides endogénes. Néanmoins, comme pE13F, le P26 présente la
plus faible efficacité a induire le recrutement de la B-arrestine a I'’ApélineR, a induire I'internalisation
du récepteur et a activer la phosphorylation de ERK %. Les peptides issus de K17F étant les plus

puissants, ils ont donc été étudiés ex vivo et in vivo.

Tout d’abord, nous avons étudié I'activité vasorelaxante du P92 et du LITO1-196 sur des anneaux
aortiques de rat précontractés par la norépinephrine et sur des artérioles glomérulaires de rat

précontractées par I’Ang Il. Nous avons montré que les deux analogues entrainaient, comme K17F, une
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vasorelaxation dose-dépendante de ces deux préparations. De plus, il a été montré que l'infusion
préalable d’un inhibiteur de la NO-synthase, le L-NAME, inhibait de facon significative I'effet
vasorelaxant de ces peptides suggérant un mécanisme NO-dépendant, similaire a celui de K17F.
Ensuite I'étude de I'effet de P92 sur la contractilité cardiaque a été effectuée sur des coeurs isolés
perfusés de rat (modéle de Langendorff) et a montré qu’aucune des modifications introduites dans

K17F ne modifiait I'effet inotrope positif de P92 par rapport a K17F.

Puis, ces composés ont été analysés in vivo et nous avons étudié si le P92 et le LITO1-196 exercaient
les mémes effets que K17F sur le systéme vasopressinergique. Tout d’abord, il a été montré que
I'injection par voie i.c.v de ces deux composés chez la souris déshydratée entrainait une diminution
dose-dépendante de la sécrétion d’AVP dans la circulation sanguine et ce de fagcon 6 (pour le P92) a
160 fois (pour le LITO1-196) plus efficace que K17F. Ceci suggere qu’a l'instar de K17F, le P92 et le LITO1-
196 atteignent les structures hypothalamiques impliquées dans la sécrétion d’AVP et qu’ils inhibent
I'activité électrique phasique des neurones a AVP, empéchant de fait la sécrétion d’AVP dans la
circulation sanguine. Egalement, il a été montré que le P92 et le LITO1-196, injectés par voie i.v chez la
ratte anesthésiée, stimule la diurése. Ajouté a I'effet de ces deux composés sur la vasorelaxation des
artérioles glomérulaires, il suggére que le P92 et le LIT01-196 ont une action directe au niveau du rein
ou ils augmentent le flux sanguin rénal et stimulent la diurese, effet diurétique important pour le
traitement de linsuffisance cardiaque. De fait, 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 LITO1-196 entrainaient une diminution dose-dépendante de la
pression artérielle suite a 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 a ceux de K17F. De plus, le P92 et le LITO1-196 injectés par voie
i.v chez la souris déshydratée diminuent la sécrétion d’AVP dans la 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 diurése avec un effet nettement plus marqué que celui observé
apres injection de K17F. Par conséquent, ces deux molécules représentent des candidats potentiels
pour le traitement de l'insuffisance cardiaque. lls pourraient permettre d’améliorer la fonction
cardiaque apreés l'infarctus du myocarde et permettraient de diminuer le stress ventriculaire et les
besoins en oxygene du coceur comme il a été montré lors de I'injection aiglie de pE13F chez des patients

souffrant d’insuffisance cardiaque (Barnes et al., 2013).
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En conclusion, nous avons développé deux analogues de K17F métaboliquement stables. lls présentent
des propriétés pharmacologiques similaires au peptide endogene, néanmoins, leurs effets in vivo sont

beaucoup plus puissants et plus durables que K17F ce qui en fait de bons candidats thérapeutiques.

Analogue Publication

Analogues de I'apéline-13 et de pE13F

Ac-E-R-P-R-(D)L-S-Aib-K-(D)A-P-Nle-P-4Br(F) Gerbier et al., 2017
Analogues de K17F

Ac-K-F-(D)R-R-(D)Q-R-P-R-(D)L-S-Aib-K-(D)A-P-Nle-P-4Br(F) Gerbier et al., 2017

CF5((CF,),(CH,),C(0)-K-F-R-R-Q-R-P-R-L-5-H-K-G-P-M-P-F Gerbier et al., 2017

Tableau VI : Analogues de I'apéline métaboliquement stables issus de nos études structure-activité.
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Conclusions et perspectives

Les trois formes moléculaires d’apéline endogénes 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
du précurseur. Ces trois neuropeptides lient avec une affinité similaire I’ApelinR et activent d’une part
la protéine Ga; couplée au récepteur conduisant a I'inhibition de la production d’AMPc et d’autre part
induisent I'internalisation de ce récepteur via le recrutement de la B-arrestine au récepteur (O’Dowd
et al., 1993; Tatemoto et al., 1998; De Mota et al., 2000; El Messari et al., 2004; Masri et al., 2006).
L'apéline se lie a I’ApélineR au moyen de ses résidus 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
est impliquée dans le mécanisme d’internalisation du récepteur en interagissant avec les résidus Phe-
255 et Trp-259 constituant une poche aromatique située au fond du site de liaison du peptide (El

Messari et al., 2004; lturrioz et al., 2010b; Ceraudo et al., 2014).

L'apéline et I’ApélineR possédent plusieurs réles physiologiques et sont notamment impliqués dans le
maintien de I’équilibre hydrique et dans la régulation des fonctions cardiovasculaires. En effet, au
niveau cérébral, l'apéline et I'AVP sont colocalisées dans les neurones magnocellulaires
vasopressinergiques et I'apéline est capable d’inhiber 'activité électrique phasique de ces neurones
pour empécher la sécrétion d’AVP dans la circulation sanguine provoquant une augmentation de la
diurése aqueuse (Reaux et al., 2001; Reaux-Le Goazigo et al., 2004; De Mota et al., 2004). L’apéline
présente une action directe au niveau du rein en augmentant le flux sanguin rénal et en inhibant les
effets de I’AVP au niveau du canal collecteur (Hus-Citharel et al., 2008, 2014). L’apéline participe donc
au maintien de I'équilibre hydrique en contrebalancant les effets antidiurétiques de I’AVP. Au niveau
cardiovasculaire, I'apéline augmente la force contractile du myocarde par un effet inotrope positif tout
en diminuant les résistances vasculaires (Szokodi et al., 2002; Chen et al., 2003; Berry et al., 2004). De
plus, I'invalidation génique de la préproapéline chez la souris entraine le développement d’une
insuffisance cardiaque chez ces animaux avec I'age suggérant un réle protecteur de I'apéline dans le
développement de cette pathologie (Kuba et al., 2007). Enfin, I'apéline, en induisant I'internalisation
de I’ApélineR conduit a réduire la pression artérielle (El Messari et al., 2004; Brame et al., 2015; Murza
et al., 2017). Ainsi, I’ApélineR représente une cible thérapeutique potentielle dans le traitement des
désordres hydriques ou de linsuffisance cardiaque, justifiant du développement d’agonistes

spécifiques et sélectifs de ce récepteur.

Afin de développer de tels composés, il était important de connaitre le mode de liaison de I'apéline a

son récepteur. En l'absence de structures cristallographiques de I'ApélineR, trois modéles
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tridimensionnels de ce récepteur ont été construits par homologie avec soit, le modele validé du
récepteur de la cholécystokinine 8 de type 1, soit la structure cristallographique du récepteur B2-
adrénergique, soit la structure du récepteur aux chimiokines CXCR4. L’introduction de pE13F dans
chacun des trois modeles a permis d’observer différentes interactions possibles entre le peptide et
I’ApélineR. En premier lieu, la Phe C-terminale de pE13F, nécessaire a l'internalisation de I’ApélineR et
ason effet hypotenseur, s’insere dans une poche aromatique située au fond du site de liaison identique
dans les trois modeles ce qui rend leur utilisation cohérente dans 'optique de découvrir le mode de
liaison de I'apéline a I’ApélineR. En second lieu, les résidus basiques de pE13F (Arg?, Arg* et Lys®), jouant
un role 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
modeles. Par des études structure-fonction par mutagénése dirigée, nous avons montré que les
résidus Asp-92, Glu-172 et Asp-282, visualisés uniquement dans le modeéle de I’ApélineR fondé sur la
structure cristallographique du récepteur CXCR4, jouent un rdle fondamental dans la liaison de
I"apéline a son récepteur. Ces résultats représentent une validation de ce modéle de I’ApélineR. Ce
modele sera utilisé pour étudier les mécanismes d’activation de I'ApélineR, pour réaliser des
campagnes de criblage in silico de chimiotheques virtuelles, ainsi que pour développer un

pharmacophore d’agoniste ou d’antagoniste spécifique et sélectif de I’ApélineR.

Toujours dans I'objectif de développer un agoniste de I’ApélineR a fort potentiel thérapeutique, nous
avons entrepris d’augmenter la demi-vie de I'apéline, qui est de I'ordre de la minute in vivo, en
développant des analogues de I'apéline métaboliquement stables. Pour ce faire, nous avons utilisé
deux stratégies de développement. L'une classique, en substituant chacun des résidus de pE13F ou de
K17F par son énantiomeére de la série D ou par un acide aminé synthétique. L’autre originale, en
ajoutant a I'extrémité N-terminale de K17F une chaine fluorocarbonée. Nous avons caractérisé
pharmacologiquement chacun des analogues sur leur capacité a se lier a I’ApélineR, a induire
I'inhibition de la production d’AMPc induite par la FSK, a induire le recrutement de la B-arrestine a
I’ApélineR et a induire I'internalisation du récepteur. Les analogues P92, issu de la stratégie classique
et analogue de K17F, et LITO1-196, issu de la stratégie originale, sont les composés les plus puissants
(affinité subnanomolaire) agonistes complets de I’ApélineR, qui ont ensuite été caractérisés ex vivo et
in vivo. La stabilité de ces deux analogues a été considérablement accrue par rapport a K17F, 24 min
pour le P92 et plus de 1440 min pour le LITO1-196, qui de plus se comportent comme de puissants
hypotenseurs a effet durable, capables comme K17F, d’exercer un effet inotrope positif, d’augmenter
le flux sanguin rénal, inhiber la sécrétion d’AVP dans le sang et augmenter la diurése. Ainsi ces deux
analogues de K17F représentent de bons candidats pour le traitement de pathologies comme

I'insuffisance cardiaque ou I’hyponatrémie. Ainsi, I'étude de des effets de ces composés dans des
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modeles animaux d’insuffisance cardiaque ou d’hyponatrémie constituerait, s’ils sont concluants, en
une preuve de concept de l'utilité de ces composés d’une part, et d’autre part démontrerait le
potentiel thérapeutique de I’ApélineR et I'importance de développer des agonistes de ce récepteur.
Enfin, la démonstration de l'augmentation de la demi-vie de K17F par l'ajout d’une chaine
fluorocarbonée en position N-terminale de I'apéline pourrait étre étendue a d’autres peptides en vue

de les protéger de la dégradation enzymatique.
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Annexe: Revue “Role of the vasopressin/apelin balance and potential use of

metabolically stable apelin analogs in water metabolism disorders” (En

revision)
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RESUME

Ces travaux de these s'articulent autour de deux projets : les études structure-fonction de I'aminopeptidase A, d'une part, et

celles du récepteur de I'apéline, d'autre part.

I/ L’aminopeptidase A (APA, EC 3.4.11.7) est une aminopeptidase monozinc membranaire qui, dans le cerveau, produit
I’'angiotensine (Ang) Ill a partir de I'Ang II. L’Ang Ill est I'un des principaux peptides effecteurs du systéme rénine-angiotensine
cérébral qui exerce un effet stimulateur tonique sur le contrdle central de la pression artérielle chez le rat hypertendu. Ainsi le
blocage de I'APA par un inhibiteur spécifique et sélectif, I'EC33 ou sa prodrogue, le RB150, normalise la pression artérielle dans
deux modeéles expérimentaux d'hypertension artérielle (HTA). L’APA constitue une cible thérapeutique potentielle pour le
traitement de I’'HTA qui justifie le développement de nouveaux inhibiteurs de cette enzyme plus puissants et plus sélectifs que

I'EC33 et avec un profil pharmacodynamique et pharmacocinétique amélioré par rapport au RB150.

Pour cela, nous avons construit un modele tridimensionnel (3D) de I’APA sur la base de la structure cristallographique de
I'APA humaine récemment publiée. Nous avons ensuite validé ce modéle par des études structure-fonction par modélisation
moléculaire et mutagénése dirigée en démontrant I'implication, d’un résidu du sous-site S1 dans la spécificité de substrat acide
de I'APA et de deux résidus formant le sous-site S2’ interagissant avec le résidu P2’ acide d’inhibiteurs tripeptidiques

précédemment développés dans le laboratoire.

1/ L’apéline est le ligand naturel du récepteur orphelin humain APJ (ApélineR), un récepteur a sept domaines
transmembranaires couplé aux protéines G. L’apéline et son récepteur sont impliqués dans le maintien de I’équilibre hydrique
et des fonctions cardiovasculaires. L’ApélineR constitue une cible thérapeutique potentielle dans le traitement de I'insuffisance
cardiaque et des rétentions hydriques. Etant donné que la demi-vie de I'apéline dans la circulation sanguine est de I'ordre de la

minute, I'objectif est de développer des analogues de I'apéline métaboliquement stables.

Pour développer de tels composés, nous avons entrepris de comprendre comment I'apéline se lie a son récepteur et
comment elle I'active. Dans ce but, nous avons construit un modeéle 3D de I’ApélineR basé sur la structure cristallographique du
récepteur aux chimiokines, CXCR4. Nous avons validé ce modele par des études structure-fonction par modélisation moléculaire
et mutagénése dirigée. Nous avons identifié a la surface du récepteur, les résidus acides des boucles extracellulaires qui
interagissent avec les résidus basiques de I'apéline. Nous avons ensuite développé des analogues de l'apéline-17 (K17F)
métaboliquement stables par deux stratégies différentes. Premiérement, nous avons substitué chacun des résidus de I'apéline
par son énantiomere de la série D ou par un acide aminé synthétique. Deuxiemement, nous avons ajouté une chaine fluoroalkyle
a I'extrémité N-terminale de I'apéline. Ces deux stratégies ont permis d'obtenir plusieurs composés dont les plus actifs sont le
P92 et le LIT0O1-196 qui conservent des propriétés pharmacologiques identiques a celles de K17F et qui présentent une demi-vie
plasmatique largement supérieure a celle du peptide endogéne. Ces deux analogues se sont révélés particulierement actifs in
vivo avec une capacité a diminuer la pression artérielle et a réduire la sécrétion de vasopressine dans le sang conduisant a une

augmentation de la diurese aqueuse.

Les modeéles 3D validés de I'APA et de |'ApélineR seront utilisés pour des campagnes de criblage in silico de chimiotheques
virtuelles afin de découvrir de nouveaux inhibiteurs de I'APA et des agonistes de I’ApélineR qui pourraient conduire a terme a
de nouveaux candidats-médicaments. Ces composés pourraient étre utiles pour le traitement de I'HTA et de l'insuffisance

cardiaque.



