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1 Introduction

D’aprés le dernier rapport de l'organisation mondiale de la santé (OMS), les maladies
cardiovasculaires sont encore la premiére cause de déces dans le monde en 2021, et ce, malgré
I'existence de nombreuses molécules thérapeutiques sur le marché (World Health Organization,
2021). C'est notamment I’hypertension artérielle (HTA) qui est le principal facteur de risque associé.
Cependant, chez de nombreux patients il est difficile de controler cette pression artérielle : cela peut
étre d a une mauvaise réponse au traitement ou a une diminution de I'observance a cause des effets
indésirables associés. Méme si les thérapeutiques anti-hypertensives représentent la plus grande
part de médicaments prescrits, environ 30% des patients hypertendus traités ne répondent pas

efficacement au traitement (“Hypertension artérielle (HTA),” 2020).

Au niveau physiologique, le systéme rénine-angiotensine (SRA) est un des systémes les plus
importants pour la régulation de la fonction cardiovasculaire. Cependant, une suractivation du
systeme joue un réle majeur dans la pathogenése de maladies cardiovasculaires notamment dans la
survenue d’HTA. Sa modulation est aujourd’hui encore un des enjeux de la prise en charge
thérapeutique de ces pathologies. Le principal médiateur du SRA est I'angiotensine Il (Angll) ayant
pour cible le récepteur a I'angiotensine Il de type 1 (AT1), qui, une fois activé, est responsable entre
autres d’'une augmentation de la pression artérielle. Aujourd’hui, 2 familles de médicaments anti-
hypertenseurs ciblent I'action de I’Angll : soit ils limitent la production d’Angll (comme le captopril),

soit ils bloquent le récepteur AT1 (comme le candésartan).

La complexité du SRA réside aussi dans le fait qu’il existe de nombreux peptides dérivés de I’Angll et
de nombreux autres récepteurs (Figure 1). Méme si leurs rdles biologiques ne sont pas encore
totalement élucidés, il est acquis que I"axe Angll/AT1 n’est pas le seul responsable de la régulation de
la pression artérielle, mais qu’il existe bien d’autres effecteurs du SRA (Santos et al., 2003). Certains
d’entre eux auraient des effets opposés a ceux de I'axe Angll/AT1. C'est le cas notamment des
peptides angiotensine 1-7 (Angl-7) ou alamandine qui cibleraient respectivement les récepteurs Mas
et MrgD, ou encore du récepteur AT2, qui une fois activé par I'Angll entraine des effets
cardiobénéfiques (Ferrario et al., 1997; Lautner Roberto Queiroga et al., 2013). Aujourd’hui, il n"existe
pas de thérapeutiques anti-hypertensives ciblant ces effecteurs, notamment parce gu’ils sont encore

peu étudiés et que leurs roles biologiques ne sont pas parfaitement élucidés. Cela peut étre dd au
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fait qu’il existe peu d’outils pharmacologiques permettant I’étude de ces effecteurs. Ces récepteurs
aux angiotensines sont des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG), aux voies de signalisation
intracellulaires multiples mais les voies intracellulaires impliquant les récepteurs AT2, Mas et MrgD

sont peu connues.

Angiotensinogéne

Rénine

Angl

ECA

]
AngA \
Anglll AT1
K
— /

AT2
Angl-7
/ Mas
. —>
Alamandine MrgD

Figure 1: Vue d'ensemble du SRA. ECA, enzyme de conversion de I'angiotensine.

L'idée est donc de mieux comprendre quels sont les mécanismes de transduction du signal impliquant
ces récepteurs aux angiotensines par la découverte de nouveaux outils permettant leur étude

fonctionnelle.

Quels seraient ces outils ? Quelles propriétés physico-chimiques sont requises ? Pour permettre

I’étude de ces récepteurs, nous devons trouver des ligands innovants qui se lient au récepteur, de

facon spécifique et sélective.
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Il existe une source de ligands prometteurs encore sous-étudiée qui répondrait a ces critéres : les
toxines issues de venins d’animaux. En effet, les venins d'animaux constituent une vaste bibliotheque
de toxines peptidiques aux propriétés pharmacologiques particuliéres, qui ont évolué pour doter leur
hote de capacités de capture ou de défense. On estime que les 200 000 espéces d'animaux venimeux
existant sur terre pourraient produire environ 40 millions de toxines, encore largement inexploitées
(Gilles and Servent, 2014). En raison d'un processus évolutif spécifique, les toxines peuvent acquérir
une affinité et une sélectivité élevées pour leurs cibles chez leurs proies (systeme nerveux central,
systéme cardiovasculaire). De plus, les effets biologiques et les cibles moléculaires de nombreuses
toxines présentes dans les venins sont encore inconnus. Actuellement, sur les 7 000 toxines
découvertes et caractérisées a ce jour, une grande majorité est associée a |'effet toxique des venins
via leur interaction avec les canaux ionigues. Néanmoins, certains d'entre eux sont utilement
exploités comme insecticides ou agents thérapeutiques. C'est le cas par exemple de 'exenatide,
peptide anti-diabétique issu de Heloderma suspectum ciblant le récepteur GLP-1 (Eng et al., 1992) ou
du ziconotide, peptide issu de Conus magus, analgésique ciblant les canaux Cay2.2 (MclIntosh et al.,

1982).

Cependant, il existe peu de toxines ciblant les RCPG, et a ce jour, aucune n’est identifiée comme
ciblant les récepteurs aux angiotensines. Etant donné les caractéristiques physico-chimiques
intéressantes des toxines et le réle biologique majeur des récepteurs aux angiotensines, il semble

alors judicieux de penser a ces peptides comme outils pour I'’étude fonctionnelle de ces récepteurs.

23



1.1 LE SYSTEME RENINE-ANGIOTENSINE : GENERALITES ET IMPLICATION DANS L'HTA
1.1.1  L'AXE CLASSIQUE : ECA/ANGII/AT1

tonus sympathique
f—\ lvolémie cellules juxta glomérulaires

(+) Na+ TCD

}

Angiotensine Il

/\

TVasoconstrlctlon artérioles Cortex surrénal | qRétention hydrosodée
Réabsorption Na+ et Cl- Sécrétion aldostérone Volémie
Excrétion K+ TSécrétion ADH

Figure 2: Cascade schématique de la régulation du systeme rénine-angiotensine. ADH : hormone anti-

diurétique ; ECA : enzyme de conversion de I'angiotensine Il ; TCD : tubule contourné distal.

Tigerstedt et Bergman ont découvert la rénine a la fin du 19™¢ siécle mettant en évidence I'existence
du systeme rénine angiotensine (SRA) (Tigerstedt and Bergman, 1898). Il est établi que le SRA a une
place prépondérante dans la régulation du systéme cardiovasculaire en maintenant notamment une
homéostasie hydrosodée. L’angiotensine Il (Angll), isolée en 1940 est un octapeptide modulant la
plupart des actions du SRA (Braun-Menendez et al., 1940; Page and Helmer, 1940). C'est I'effecteur
principal du systeme en exercant son action principalement via le récepteur AT1 mais aussi via le
récepteur AT2. Physiologiquement, le SRA est un des acteurs majeurs de la régulation
cardiovasculaire par son action en systémique et en local. Il a aussi une action directe sur le réseau
vasculaire, les reins, les glandes surrénales et le cceur, en plus de ses effets sur le systeme nerveux
autonome (Carey et al., 2022a; Martyniak and Tomasik, 2022).

L'angiotensinogéne est une globuline plasmatique produite par le foie, et métabolisée par la rénine,
une aspartyl protéase, en un peptide de 10 acides aminés I'angiotensine | (Angl). L'activité de la
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rénine est augmentée en réponse a une diminution de la concentration en Na* au niveau du tubule
contourné distal, ou a une diminution de la volémie au niveau des cellules juxta-glomérulaires rénales
de 'artériole afférente, ou encore a une stimulation du systeme nerveux sympathique (Figure 2). Par
la suite, une métalloprotéase, I'enzyme de conversion de I'angiotensine (ECA), hydrolyse I’Angl en
Angll. L'Angll cible les récepteurs aux angiotensines AT1 (et AT2) (Skeggs et al., 1954), concourant a

plusieurs effets physiologiques dont le principal est I'augmentation de la pression artérielle.

En cas de suractivation, le SRA est impliqué dans la pathogénese de plusieurs maladies
cardiovasculaires en augmentant la survenue d’HTA, d’athérosclérose ou encore d’insuffisance
cardiaque. Il est notamment la cible de nombreuses thérapeutiques anti-hypertensives comme les
inhibiteurs de I'enzyme de conversion de I'angiotensine (IEC) et les antagonistes du récepteur a

I’Angll (ARAII) (cf 1.1.6) (Figure 3).

Angiotensinogéne

Réninel,

Angl
IEC | — ECA‘l'

Angll

7 1 \
L d
7, / \
k / \
\
Anglll Il \
~
\\ S K -
/ ~ o \

\\AN

v
-

Figure 3: Représentation de « I'axe classique » du SRA. ECA, enzyme de conversion de 'angiotensine ;
APA, aminopeptidase A; IEC, inhibiteurs de I'enzyme de conversion de l'angiotensine ; ARAII,

antagoniste des récepteurs a I’Angll.

1.1.1.1 ENZYME DE CONVERSION DE L’ANGII
L'enzyme de conversion de I'Angll (ECA) est une des enzymes effectrices du SRA. C’est une

métalloprotéase a zinc, exopeptidase ubiquitaire qui catalyse le clivage d’un dipeptide His-Leu a
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I'extrémité C-terminale (C-ter) de I’Angl pour former I’Angll (Masuyer et al., 2014). Le gene codant
(ACE) pour I'ECA est situé sur le chromosome 17 et code pour 2 isoformes : I'ECA somatique et I'ECA
testiculaire. L'ECA somatique, différe de I'ECA testiculaire qui est retrouvée exclusivement dans les
spermatozoides, possede un segment C-ter transmembranaire et 2 domaines catalytiques
homologues en N-terminal reliés par un bras (domaines N-ter et C-ter) (Figure 4) (Figure 5A). C'est le
segment transmembranaire qui peut étre clivé pour libérer 'ECA plasmatique (Ehlers et al., 1996).
Elle est exprimée a la membrane des cellules endothéliales vasculaires ce qui lui confére une
expression pulmonaire importante, mais également dans les cellules épithéliales du tubule rénal
proximal (Takada et al.,, 1984). Elle a aussi un réle dans la réponse immunitaire, puisqu’une

augmentation de son expression améliore la défense immunitaire face aux infections (D. Cao et al.,

Extracellulaire
Membrane
Intracellulaire

ECAjomatique ECAtajticuleite ECA2

Figure 4: Représentation schématique des enzymes de conversion de I'angiotensine. ECA : enzyme

2022).

de conversion de I'angiotensine ; ECA2 : enzyme de conversion de I'angiotensine de type 2. Schéma

adapté de Wong, 2016.

En plus des angiotensines, I'ECA est aussi responsable du clivage de la bradykinine, peptide
vasodilatateur, en peptides inactifs (Yang et al., 1970). Ainsi, I'activité de I'ECA génere une
vasoconstriction par un double mécanisme : par production de I'’Angll et par dégradation de la
bradykinine vasodilatatrice. En effet, Krege et al. observerent que les souris mutantes knock-out (KO)
pour le géne ACE souffrent d’hypotension, de malformations rénales (Krege et al., 1995). Aussi, 'ECA
est la cible d’une des plus importantes familles de thérapeutiques anti-hypertensives : les inhibiteurs

de I'ECA (IEC), tels que le captopril.
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Figure 5: Structure de I'ECA, de I"Angll et de I’Anglll. (A) Structure cristallographique de I'ECA
somatique (PDB 7qg3y) (Lubbe et al.,, 2022). (B) Séquence peptidique de I'’Angll. (C) Séquence
peptidique de I’Anglll. Toutes les figures ont été préparées avec le Logiciel PyMOL (The PyMOL
Molecular Graphics System, Version 2.5.4. Schrodinger, LLC).

L’Angll est le principal ligand effecteur du SRA ciblant les RCPG AT1 et AT2 avec une affinité de I'ordre
du nanomolaire. C'est un peptide de 8 acides aminés (NH, — Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe - COOH)
obtenu par le clivage des 2 résidus en C-ter de I’Angl par I'ECA (Figure 5B). Elle permet de répondre
a une baisse de la pression artérielle par différents effets: notamment en augmentant la
vasoconstriction des artérioles, la rétention hydrosodée par sécrétion d’aldostérone, la sécrétion de
vasopressine ou encore en potentialisant le tonus sympathique. Cela entraine une augmentation de
la volémie et donc de la pression artérielle (Figure 2) (Freeman and Page, 1937; Mukoyama et al.,
1993; Schwarz et al., 1957). Les effets de I’Angll aprés liaison a ses RCPG cibles seront détaillés ci-
aprées. Au niveau physiopathologique, il a été montré que les taux d’Angll se retrouvent fortement
augmentés chez le patient insuffisant cardiague, notamment au niveau du myocarde (Pavo et al.,

2021).

27



1.1.1.2 GENERALITES SUR LES RCPG : DECOUVERTE HISTORIQUE, ACTIVATION DES RCPG ET EFFETS ASSOCIES

Les RCPG forment la plus grande famille de protéines membranaires chez les mammiferes avec plus
de 800 membres différents chez I’'homme. Localisés a la membrane cellulaire, ce sont des médiateurs
importants de la transduction de signaux par lesquels I'organisme répond aux variations exogénes
impliqués dans de nombreuses fonctions physiologiques (Rajagopal et al., 2010). lls sont constitués
de 7 hélices a transmembranaires (TM) reliées par 3 boucles externes (ECL) et 3 boucles internes
(ICL). Globalement, I'homologie de séquence entre les RCPG est faible, mais certaines séquences
dans les domaines TM sont trés conservées. Les disparités entre les RCPG sont surtout retrouvées au
niveau des séquences en N-ter et C-ter (Kobilka, 2007). Les RCPG peuvent étre divisés en plusieurs
classes selon I'analyse phylogénétique des génes codant pour les RCPG : on retrouve les sous-familles
Glutamate (classe C), Rhodopsine (classe A), Adhésion (classe B), Frizzled/taste2 (classe F), Sécrétine

(classe B).

La famille ‘Rhodopsine’ est la famille composée de plus de membres, a laquelle appartiennent
notamment les récepteurs AT1 et AT2. Cette classe est caractérisée par la présence d’acides aminés
tres conservés comme le motif NSxxNPxxY dans le TM7 ou comme le motif DRY entre le TM3 et I'ICL2
(Fredriksson et al., 2003). De plus, la plupart des RCPG de classe A ont un pont disulfure reliant les
ECL1 et ECL2 qui aide au maintien de I'intégrité du récepteur. La partie N-ter est extracellulaire et est
le site de glycosylation, souvent nécessaire au bon repliement, a la stabilité et a I'expression du
récepteur. La partie C-ter est cytosolique et est le site de phosphorylation, elle peut se structurer
pour former une hélice 8. Cette extrémité C-ter peut étre palmitoylée apres I'hélice 8 a la sortie du
TM7. Cette modification post-traductionnelle sert d’ancrage lipidique dans la membrane a 'origine
d’une autre boucle intracellulaire (Figure 6A). Dans la majorité des cas, le site de liaison du ligand

endogéne est situé dans une cavité formée entre les TM2 a 6.
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Figure 6: Structures de RCPG. (A) Représentation schématique de RCPG de classe A. ECL : extracellular
loop ; ICL : intracellular loop ; EC : extracellulaire ; IC : intracellulaire. Figure adaptée de (de Munnik
et al.,, 2015). (B) Structure cristallographique du récepteur B, adrénergique en complexe avec les
protéines G hétérotrimériques (PDB 3sn6) (Rasmussen et al., 2011). En rouge, est représenté le

récepteur, en vert la protéine Ga, en bleu clair la protéine GB et en jaune clair la protéine Gy.

Le développement de I'étude de neuromédiateurs dans les années 1970 a mis en évidence le réle
biochimique des récepteurs, puisque I'on s’interrogeait sur le mécanisme de reconnaissance de ces
molécules par la cellule. Avec l'utilisation d’hormones radioactives, I'équipe de Martin Rodbell
montre que le récepteur ne peut stimuler certains effecteurs que s’il y a échange au préalable de
GDP en GTP au niveau de protéines G, découverte qui lui permit de recevoir le prix Nobel de
physiologie et de médecine en 1994 (Rodbell, 1980). La découverte de ces protéines G et donc de la
transduction du signal entre RCPG et effecteurs a été une avancée majeure dans I'étude de ces
récepteurs, dénommés alors récepteurs couplés aux protéines G. Néanmoins, I'activation des RCPG
initie diverses cascades de signalisation qui peuvent étre dépendantes des protéines G ou

indépendantes de celles-ci.

Aujourd’hui, leur importance est encore particulierement de mise car de nouveaux mécanismes de
signalisation intracellulaire ont été découverts améliorant nos connaissances sur leur régulation et
leur fonction. Signe de cette importance, Robert Lefkowitz et Brian Kobilka recoivent en 2012 le prix

Nobel de chimie pour leurs travaux sur les RCPG, notamment grace a la résolution de la structure
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cristallographique du récepteur B, adrénergique (Figure 6B) et I'amélioration des connaissances de

la fonction de nombreux RCPG (Bockaert, 2012; Rasmussen et al., 2007).

Sur les 826 RCPG humains clonés, environ 350 non olfactifs sont considérés comme des cibles
thérapeutiques potentielles et 165 d'entre eux sont des cibles thérapeutiques validées (Yang et al.,
2021). Des dizaines de récepteurs orphelins existent encore aujourd’hui dont la désorphanisation

parait étre importante pour la recherche de nouvelles thérapeutiques (Wu et al., 2017).

1.1.1.2.1 Mode d’action des RCPG

La structure des RCPG n’est pas statique, au contraire. Les RCPG adoptent une série de conformations
dynamiques qui basculent d’un état basal inactif jusqu’a un état actif, en passant par de multiples
conformations intermédiaires. Les RCPG sont constamment en mouvement rapide. Un ligand va
stabiliser une conformation spécifique du récepteur engendrant le couplage ou non et I'activation de
la protéine G hétérotrimérique caractéristique de cette conformation. Il existe ainsi différentes

réponses pharmacologiques en fonction du type de ligand fixé au récepteur.

Lorsqu’un ligand se fixe sur son récepteur, I'effet maximum résultant n’est pas nécessairement le
méme pour tous les ligands. Un agoniste entier (full agonist) est caractérisé par un effet d’amplitude
maximale aussi important que celui du ligand naturel. Un agoniste partiel est un agoniste dont
I'amplitude de I'effet maximum est plus faible que celui de I'agoniste naturel. Un antagoniste va
diminuer par compétition la liaison des autres ligands. Enfin, un agoniste inverse induit un effet
pharmacologique opposé a celui de I'agoniste natif, car, contrairement a I’'antagoniste, il est capable
de stabiliser des changements conformationnels du récepteur différents de ceux induits par
I’agoniste. Ces ligands se lient au niveau d’un site de liaison, spécifique a chaque classe de RCPG, et
qui correspond au site de liaison du ligand naturel. On parle alors de ligand orthostérique. Il existe
aussi des ligands dits « non compétitifs » qui ne se fixent pas sur le site orthostérique du RCPG mais
qui sont capables de moduler I'activité d’un récepteur en se liant a un autre site et ne rentrant pas

en compétition avec les ligands orthostériques.

1.1.1.2.2 Transduction du signal et protéines G

La fixation du ligand va entrainer des modifications conformationnelles du récepteur comme le
déplacement du TM6 vers I'extérieur permettant ainsi la création d’une poche de liaison des

protéines G, caractéristique de I'activation du récepteur. Le motif NSxxNPxxY participe aussi a la
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formation du site de liaison des protéines G en stabilisant la position du TM6 vers |'extérieur
(Rosenbaum et al., 2009; Weis and Kobilka, 2018). La liaison d’un agoniste au site orthostérique
accessible par la face extracellulaire du récepteur stabilise donc le récepteur dans un état
conformationnel particulier pour le couplage aux protéines G hétérotrimériques et I'implication de

nombreux effecteurs intracellulaires.

Activation du récepteur —> Phosphorylation par GRK —> Recrutement de f-arrestine
agonist
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Figure 7: Représentation schématique de l'activation de RCPG, implication de protéines G et
recrutement de B-arrestine. AC, adénylate cyclase ; PKA, protéine kinase A ; PLC, phospholipase C;
PIP,, phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate ; IPs, inositol triphosphate ; DAG, diacylglycérol ; PKC,
protéine kinase C ; GRK, GPCR kinases. Figure adaptée de (Grogan et al., 2022).

Les effecteurs impliqués dans ces cascades de signalisation dépendent du recrutement de certaines
protéines G. Les protéines G hétérotrimériques sont composées des sous-unités Ga, GB et Gy et
fonctionnent comme des transducteurs du signal régulés par le complexe ligand-récepteur, activant
ou inhibant ainsi des voies de signalisation particulieres via une communication avec des protéines
effectrices. La sous-unité a dans sa forme inactive est liée a une molécule de GDP favorisant le
maintien de I'hétérotrimére sous sa forme inactive et empéchant sa dissociation. L'activation du
récepteur, suite a la fixation du ligand, va induire I'interaction entre I'hélice C-terminale de la sous-
unité a et le récepteur, ce qui aura pour conséquence un changement conformationnel de la sous-
unité o conduisant a la libération du GDP et a la fixation d’un GTP. Cet échange provoque un

changement conformationnel de la protéine G, et déclenche la dissociation de la sous-unité Ga du
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complexe Gy, ainsi que du récepteur. La protéine G devient ainsi active. Les Ga-GTP et GBy, peuvent
alors chacun activer des protéines effectrices (Alhosaini et al., 2021). Par son activité GTPase
intrinseque, la sous-unité Ga va ensuite hydrolyser la molécule de GTP en GDP, permettant la
reformation du complexe hétérotrimérique Gay. La sous-unité Ga est composée de 2 domaines :
un domaine de liaison nucléotidique trés similaire aux GTPases de la superfamille Ras ainsi qu’un
domaine composé de 6 hélices a (Figure 6B). Il existe une vingtaine de sous-unité Ga qui sont classées
en 4 groupes principaux (Tableau 1) : Gas, Gai/o, Gag/11 et Gal2/13, chacune ayant une spécificité
d’engagement dans une voie particuliére et d’activation d’effecteurs (Downes and Gautam, 1999).
Pour les sous-types Gas et Gai/o, il y a respectivement activation ou inhibition de I’adénylate cyclase
conduisant a la production ou a I'inhibition de la production d’AMPc, dont le niveau régule I'activité
de la protéine kinase A (PKA). Il y a aussi activation des phospholipases C (PLC) avec le sous type
Gag/11, conduisant a I'hydrolyse du PIP, (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate) en IPs (inositol-
1,4,5-triphosphate) et DAG (diacylglycérol). D’autre part, les RhoGEF sont activées par Ga12/13 pour
moduler 'activité de la GTPase Rho (Pierce and Lefkowitz, 2001; Wettschureck and Offermanns,

2005) (Figure 7).

Sous-unité Sous-types Effecteurs
Gas QSL1 ASL2 OSs1 ASs1 ASorf | Adénylate cyclase (+)
Gai/o Qi1 A2 Qi3 Adénylate cyclase (-) ; Canaux K* et Ca?*
Olt1 Ot2 OlGus GMPc PDE (+)
Qo1 Olo2 Canaux K* (+) et Ca?* (-)
Qa; Adénylate cyclase (-)
Gag/11 Qq Q11 Q14 Q15 A6 Phospholipase C (+)
Gal2/13 Q12 013 Phospholipase A2 (+)
GB B1lapb6 Phospholipase C et A2 (+)
Gy ylayil2 MAPK (+) ; PKC et PKD (+) ; Canaux Na* (+) et Ca®* (-)...

Tableau 1: Diversité des sous-unités Ga, G et Gy. (+) activation, (-) inactivation.

Enfin, le complexe GPy est également capable d’activer différents effecteurs y compris certains ciblés
par la sous-unité Ga comme la PLC et peut moduler I'activité de certains canaux. Les protéines Gp et
Gy existent sous plusieurs isoformes (Tableau 1). Il existe ainsi de nombreuses combinaisons

possibles d’hétérodimeres GPy qui jouent un rdle relativement important dans le couplage du
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récepteur a la protéine G, ainsi que dans |'activation des effecteurs (Connolly, 2019). Chaque sous-
unité G} contient 7 répétitions « WD-40 », correspondant a une séquence Trp-Asp se répétant tous
les 40 résidus environ et formant des feuillets 3 antiparalléles ; la sous-unité Gy se replie en 2 hélices
o (Neer et al., 1994) (Figure 6B). Contrairement a la sous-unité a, I'hétérodimére GBy ne subit pas de

changement conformationnel lorsqu’il se dissocie de I'hétérotrimere.

1.1.1.2.3 Désensibilisation des RCPG et B-arrestines

Apres activation par un agoniste, le RCPG perd sa capacité a répondre a un autre stimulus, c’est la
désensibilisation. Ce processus est di a la phosphorylation du récepteur, soit par les kinases activées
suite a l'activation des effecteurs, comme les kinases PKA et PKC, soit par les protéines kinases GRK
(G protein-coupled receptor kinases) qui phosphorylent des résidus Ser et Thr en C-ter du récepteur
(Hanlon and Andrew, 2015). La phosphorylation des régions intracellulaires des RCPG par ces GRK
joue un réle essentiel dans la signalisation et la régulation du récepteur. Cette phosphorylation du
récepteur induit le recrutement de protéines, les arrestines, qui vont induire I'internalisation du

récepteur et I'arrét de la signalisation protéine G dépendante (Lodowski et al., 2003).

Il existe plusieurs isoformes d’arrestines, notamment |'arrestine 2 (B-arrestine 1) (Figure 8) et
I'arrestine 3 (B-arrestine 2) identiques a 78% et exprimées de fagon ubiquitaire (DeWire et al., 2007).
Les B-arrestines bloquent la signalisation protéine G dépendante via, d’une part, le blocage stérique
de I'association du récepteur a la protéine G, mais aussi en favorisant le recrutement et I'interaction
des éléments de la machinerie d’internalisation au récepteur comme la clathrine et les protéines AP-
2. Il existe des disparités dans leur spécificité d’interaction avec les RCPG (par exemple, B-arrestine 1
et B-arrestine 2 sont autant capable d’induire I'internalisation du récepteur AT1 contrairement au
récepteur Bz-adrénergique), ainsi que dans leur cinétique d’internalisation et de recyclage. Aprés
I’endocytose, le récepteur sera soit dégradé dans les lysosomes, soit recyclé vers la membrane

plasmique apres déphosphorylation.

Enfin, les B-arrestines fonctionnent comme des transducteurs de signal via I'activation de kinases
comme les MAP kinases ERK1/2, de Src ou encore de la phosphoinositide 3-kinase (PIsK), entrainant
ainsi des effets physiologiques différents de ceux provoqués par les protéines G (Kohout and

Lefkowitz, 2003; Peterson and Luttrell, 2017) (Figure 7).
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Figure 8: Structure cristallographique de la B-arrestine 1 en rose en complexe avec le V,RPP (peptide
correspondant aux 29 acides aminés C-ter phosphorylés du récepteur V. de la vasopressine) en jaune

(PDB 4jqi) (Shukla et al., 2013).

1.1.1.2.4 Vers une notion d’agonisme biaisé

Pendant longtemps on a considéré que les RCPG fonctionnaient selon un modéle on/off dans lequel
le ligand active (agoniste) ou inactive (antagoniste) I'ensemble des voies de signalisation associées au
récepteur. Depuis quelques années, ce dogme est remis en question avec le concept de sélectivité
fonctionnelle : un agoniste biaisé est capable d’activer sélectivement une voie de signalisation par
rapport a une autre, ce qui d’un point de vue thérapeutique pourrait étre intéressant avec le
développement de médicaments ciblant une voie de signalisation pour diminuer les effets
indésirables et/ou améliorer leur efficacité (Galés, 2012; Kenakin, 1995). Les premiers ligands biaisés
ont été découverts sur les récepteurs muscariniques M1, il s’agit d’analogues de I"acétylcholine
congus pour n’activer que certaines voies dépendantes de M1 au niveau central, avec I'idée d’une
stratégie thérapeutique contre la maladie d’Alzheimer (Fisher et al., 1993). Certains RCPG sont alors
capables, en fonction du ligand, de se coupler et d’activer un sous-type préférentiel de Ga ou de B-
arrestines, permettant un engagement possible dans plusieurs voies de signalisation et donc une
réponse cellulaire variable (Shenoy and Lefkowitz, 2011). Pour permettre |'engagement
spécifiguement dans une voie de signalisation, il est possible de stabiliser le récepteur dans un état
d’activation grace a un agoniste biaisé. Ces agonistes biaisés vont préférentiellement stabiliser I'une
des nombreuses conformations que le RCPG peut adopter, ne permettant ainsi que des interactions
spécifiques entre le récepteur et les protéines intracellulaires spécifiques en aval (Delaitre et al.,
2021). Les RCPG activés peuvent recruter plusieurs transducteurs différents et par conséquent

produire des réponses biologiques distinctes.
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Ce phénomene a été étudié pour de nombreux récepteurs avec I'idée d’améliorer la thérapeutique
associée. Notamment, le tramadol est un antalgique largement utilisé, dont le métabolite actif, le
desmétramadol, induit une production d'AMPc dépendante des protéines G sans affecter le
recrutement de la B-arrestine 2 contrairement au fentanyl et a la morphine apres liaison au récepteur
u-opioide. Cela permettrait de limiter les risques de dépression respiratoire associée a la prise de ces

opioides (Zebala et al., 2019).

Cette notion de RCPG pouvant activer plusieurs voies de signalisation indépendamment les unes des
autres est appelée ‘signalisation biaisée’, ‘sélectivité fonctionnelle’, ou encore ‘efficacité
pluridimensionnelle’. Cette ‘sélectivité fonctionnelle” des RCPG rend I'étude de ces récepteurs plus
complexe mais ouvre la voie a de nouvelles approches thérapeutiques en ciblant des voies de

signalisation spécifiques afin de limiter les effets indésirables.

1.1.1.2.5 Dimérisation des RCPG

Plusieurs études suggerent que les RCPG peuvent exister sous forme d’homo- hétérodimeéres avec
d’autres RCPG. Cette dimérisation peut avoir des conséquences sur la liaison du ligand, sur la
transduction du signal, sur 'internalisation... conférant des propriétés pharmacologiques souvent
différentes de celles du monomere. Par exemple, le récepteur GABA(b) est composé de 2 sous-unités,
GB1 et GB2, chacune composée de 7 domaines TM, d’une extrémité N-ter extracellulaire et d'une
extrémité C-ter intracellulaire. La dimérisation des 2 sous-unités est essentielle a la fonctionnalité de
GABA(b) (Galvez et al., 2001). Aussi, les récepteurs AT1 et B2 (récepteur a la bradykinine) sont connus
pour former des hétérodimeéres, participant a I'augmentation de la vasodilatation (AbdAlla et al.,,

2000).

1.1.1.2.6 Les RCPG comme cibles thérapeutiques

Les RCPG représentent une famille de cibles médicamenteuses privilégiées couvrant plus de 30% des
meédicaments approuvés par la FDA. Grace au clonage moléculaire de centaines de récepteurs, les
efforts se sont concentrés sur le développement de ligands sélectifs pour chacun d'entre eux.
Néanmoins, parmi les 460 thérapeutiques ciblant les RCPG, la plupart sont des petites molécules

organiques. De nombreuses recherches de nouvelles thérapeutiques ciblant les RCPG sont mises en

35



avant notamment avec le développement de ligands de nature protéique qui ont I'avantage de
conférer une forte spécificité de cible.

Aujourd’hui, les RCPG sont une cible majeure pour le développement de médicaments en raison de
leur implication dans la régulation de nombreux processus physiologiques chez ’lhomme, notamment
au niveau du systéme nerveux central (SNC) et des systémes cardiovasculaire, respiratoire,
métabolique et urogénital (Alhosaini et al., 2021). Ce sont les RCPG de classe A qui sont ciblés par
94% de ces thérapeutiques. En revanche, méme si elle n’est composée que d’une quinzaine de
membres, les récepteurs de la classe B1 (famille des sécrétines) sont presque tous la cible de
thérapeutiques. Ils sont impliqués dans la survenue du diabete (type 2), de maladies
cardiovasculaires, de cancer, ou encore de troubles psychiatriques (Alhosaini et al., 2021).

Il existe de nombreux médicaments utilisés en routine ciblant les RCPG des systemes
cardiovasculaire, nerveux, endocrinien... Parmi les médicaments anti-diabétiques de type 2, on
retrouve 'albiglutide, ciblant le récepteur GLP-1 (EMA, 2018a). Comme médicament anti-agrégant
plaguettaire, le clopidogrel cible le récepteur P2Y1,, indiqué dans le traitement du syndrome
coronarien aigu (EMA, 2018b). Des antagonistes du récepteur a la bradykinine B2 sont aussi sur le
marché comme l'icatibant pour le traitement de I'angiocedéme (EMA, 2018c). Le latanoprost cible le
récepteur F a la prostaglandine pour le traitement de I’hypertension oculaire (EMA, 2018d). Au
niveau neurologique, le levodopa est indiqué dans la prise en charge de Parkinson en ciblant les
récepteurs GPR143 (EMA, 2018e). Enfin, un des blockbusters mondiaux, I'aripiprazole, agoniste du
récepteur S5HT-1,, est indiqué dans le traitement de la schizophrénie et des troubles bipolaires (EMA,
2018f). Les progrés technologiques récents dans la biochimie des RCPG ont fourni une grande
quantité d'informations qui bénéficient a la conception de médicaments. Néanmoins, de nombreux

RCPG sont encore orphelins et nécessitent une étude pharmacologique approfondie.

1.1.1.3 LERECEPTEURAT1

Le récepteur AT1, généralités

L’Angll est le ligand endogene principal du récepteur AT1 avec une affinité de 2 nM (Bosnyak et al.,
2011). L'angiotensine Il (Anglll) est connue comme étant aussi un ligand endogene du récepteur AT1
avec une affinité similaire (Yugandhar and Clark, 2013). C'est un RCPG de classe A de 359 acides
aminés dont le gene (AGTR1) est situé, chez ’lhomme, sur le chromosome 3 (Sandberg et al., 1992).
Il est classiquement constitué de 7 domaines transmembranaires hydrophobes formant des hélices

a, ainsi que 3 boucles extracellulaires et 3 boucles intracellulaires reliant chague domaine
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transmembranaire entre eux (de Gasparo et al., 2000). C'est au niveau des domaines extracellulaires
et de la queue N-ter que se trouvent les 3 sites de glycosylation (Asn4, Asn176 et Asn188), ainsi que
les 4 résidus cystéines d’AT1, formant un pont disulfure entre les cystéines 101 et 180, ainsi qu’entre
les cystéines 18 et 274 permettant de stabiliser la structure du récepteur (Fillion et al., 2013).
L'extrémité C-ter est impliquée dans plusieurs processus importants d’AT1 comme la transduction de
signal, la désensibilisation et I'internalisation a la suite de 'activation du récepteur. Le début de ce
domaine est composé d’une dizaine d’acides aminés structurés en hélice a formant I'hélice 8,
positionnée de facon presque parallele a la membrane plasmique. Cette hélice 8 joue notamment un
réle dans le couplage et a I'activation de protéines G (Karnik et al., 2015). Aprés activation, le
récepteur AT1 subit une rapide désensibilisation, il perd sa capacité a répondre a un autre stimulus,

et est internalisé (Zhang et al., 2017).

Le récepteur AT1, expression et réles biologiques

Les récepteurs AT1 sont largement exprimés : au niveau vasculaire (sur les cellules musculaires lisses
des vaisseaux) ; au niveau cardiaque (sur les cardiomyocytes) ; au niveau rénal (au niveau du tube
proximal) ; au niveau surrénalien (sur les cellules de la zone glomérulée de la corticosurrénale) ; au
niveau des terminaisons nerveuses sympathiques ; au niveau de la neurohypophyse (Kaschina and

Unger, 2003; Reid, 1992).

La liaison de I’Angll a AT1 entraine des effets physiologiques multiples finement régulés, notamment
aux niveaux cardiovasculaire et cérébrovasculaire. L'Angll agit directement sur les cellules
musculaires lisses des vaisseaux en augmentant la concentration cytosolique de calcium responsable
d’une vasoconstriction; sur les cardiomyocytes, |'activation de ces récepteurs entraine une
hypertrophie et un remodelage cardiaque (Paradis et al., 2000). Au niveau des glandes surrénales,
I’Angll entraine la sécrétion d’aldostérone qui augmente la réabsorption de Na*, I'excrétion de K* et
meéne ultimement a une augmentation de la réabsorption d’eau au niveau des reins (Leite et al.,,
2022). Une autophagie dans les cardiomyocytes, accompagnée d'une production accrue d’especes
réactives de I'oxygéne (ROS) intracellulaires via I'activation de PKC € est aussi observée (Xiao et al.,,

2021).

En plus de son importance majeure au niveau cardiovasculaire, ce récepteur semble étre aussi
impliqué dans l'activité immunitaire ainsi que dans les processus inflammatoires et dégénératifs. Les

cellules du systeme immunitaire, telles que les lymphocytes T, les cellules natural killer (NK), les
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macrophages et les cellules dendritiques, expriment les récepteurs de I'angiotensine et réagissent
aux concentrations locales d'Angll (Nataraj et al., 1999). Il a été démontré que les inhibiteurs de I'ECA
et les ARAIl avaient des effets bénéfiques sur la régénération osseuse, avec un intérét thérapeutique
dans le traitement de la polyarthrite rhumatoide (Flammer et al., 2008). Enfin, de nombreuses études
ont lié les facteurs de risque cardio- et cérébro-vasculaires a la survenue de maladies
neurodégénératives (Wu et al., 2022). Il a ainsi été mis en évidence que bloquer AT1 pourrait étre

une piste thérapeutique dans le traitement de la maladie de Parkinson (Udovin et al., 2021).

Le récepteur AT1, liaison de I’Angll

Figure 9: Structure cristallographique du récepteur AT1. (A) Structure cristallographique de AT1
stabilisé dans I'état actif en gris avec I’Angll en rouge (PDB 60s0) (Wingler et al., 2020). (B-C) Zoom

des principales interactions entre I’Angll et AT1.

Le récepteur AT1 régule presque toutes les actions de I’Angll et peut exister sous plusieurs isoformes
dont une conformation active (Figure 9A) responsable des effets physiologiques de I’Angll. Plus
spécifiguement, le récepteur AT1 est capable d’acquérir différentes conformations en fonction du
ligand stabilisant un état conformationnel particulier, cela entraine I'engagement dans différentes

voies de signalisation. A ce jour, 6 structures cristallographiques de complexe AT1-ligands ont été
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résolues. En premier lieu, Zhang et al. ont réussi a obtenir la structure du récepteur AT1 en présence
de I'antagoniste sélectif précurseur du candésartan ZD7155 (PDB 4yay) (Zhang et al.,, 2015). La
structure du complexe AT1-Angll a ensuite été résolue (PDB 60s0) (Wingler et al., 2020). La structure
cristallographique du peptidomimétique de I’Angll Sar1, lle8-Angll (SI), de séquence NH,-Sar-Arg-Val-
Tyr-lle-His-Pro-1le-COOH, dans lequel I’Asp1 est remplacé par une Sar et la Phe8 par une lle, a aussi

été résolue apres liaison au récepteur AT1 (PDB 6do1l) (Wingler et al., 2019).

Ces résolutions de structures cristallographiques fournissent ainsi des informations importantes sur
les relations structure-activité du récepteur. Il en résulte que la partie N-ter de I’Angll est orientée
vers le coté extracellulaire, alors que le C-ter du peptide pénetre dans le récepteur, avec la
phénylalanine ou l'isoleucine enfoncée dans le cceur du récepteur. Ces informations structurales
renseignent sur les modes de liaison de ligands sur AT1. Pour les peptides angiotensines, leur liaison
a AT1 est modulée entre autres par leur(s) résidu(s) en C-ter. Plus particulierement, au niveau de la
poche de liaison, la Phe8 interagit avec la Lys199, induisant une rotation vers l'intérieur du TM5 puis
un mouvement de Leul112 pour déplacer le TM3. La Pro7 interagit aussi avec le Trp84 et I'Argl167 ; la
His6 préférentiellement avec I'Asp281 et I'Argl67; enfin I'Arg2 interagit surtout avec I'Asp263
(Wingler et al., 2020) (Figure 9B,C).

Le récepteur AT1, signalisation intracellulaire

Le récepteur AT1 active de nombreuses voies de signalisation, dépendantes ou indépendantes des
protéines G.

L'implication de Gag est la voie principale activant la voie de la phospholipase C (PLC) qui clive le
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) en inositol triphosphate (IP3) et diacylglycérol (DAG)
avec in fine augmentation du calcium cytosolique. C’'est le principal mécanisme de transduction du
signal impliquant AT1 surtout dans les cellules vasculaires, neuronales, cardiaques, rénales... Le
récepteur AT1 active aussi les protéines Gai/o inhibant I'adénylate cyclase et donc diminuant la
production d’AMPc (Shibata et al., 1996). L'activation d’AT1, via son couplage a Gal2/13, peut
également activer la voie RhoA/Rho kinase, participant ainsi a la contraction, au remodelage et a
I'inflammation vasculaires induits par I'Angll (Wirth et al., 2008). AT1 recrute aussi certaines voies des
MAPK comme ERK1/2 (Tsuda T et al., 1992), la tyrosine kinase JAK2 (Marrero et al., 1995) ou encore
la NADPH oxydase (Griendling et al.,, 1994; Nguyen Dinh Cat et al.,, 2013). L'activation de AT1
phosphoryle et active la PLA,, permettant le relargage d’acide arachidonique impliqué dans la

régulation du tonus musculaire (Freeman et al., 1998) (Figure 10).
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Apres stimulation par I’Angll, AT1 subit également une phosphorylation sur ses résidus Ser et Thr en
C-ter par les GRK. Comme mentionné, ce processus de phosphorylation est une caractéristique
commune des RCPG de classe A et augmente les affinités des B-arrestine 1 et B-arrestine 2 pour le
récepteur. Cela permet le recrutement de ces protéines a la membrane intracellulaire du récepteur,
voie indépendante des protéines G et aux conséquences physiologiques opposées a celles des
protéines G (Hunyady and Catt, 2006). Une fois recrutées par AT1, les B-arrestines permettent
I’engagement dans des voies de signalisation alternatives aux effets cardiobénéfiques. En effet, la B-
arrestine 2 agit peut activer les protéines Src, ERK1/2, AKT et PI3K concourant a des effets

cytoprotecteurs, anti-apoptotiques, anti-inflammatoires (Delaitre et al., 2021).

La phopshorylation de ERK1/2 médiée par I'Angll via AT1 est ainsi protéines G-dépendante et B-
arrestine dépendante. Néanmoins, la composante protéines G-dépendante active ERK rapidement
apres stimulation de I’Angll (pic de phosphorylation entre 3 et 5 min), alors que la composante B-

arrestine dépendante stabilise ce signal plus tardivement (Ahn et al., 2004).
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Figure 10: Voies de transduction du signal aprés activation de AT1 par I'Angll. AA: acide

arachidonique ; NO : nitric oxid ; ROS ; reactive oxygen species.

40



Ligands biaisés et récepteur AT1

Le récepteur AT1 est un RCPG qui module les effets de I’Angll a la fois a travers les voies des protéines
G et a la fois a travers la voie B-arrestine. Néanmoins, bloquer la capacité de AT1 a activer Gagqg
n’affecte pas son internalisation, ni sa capacité a recruter la B-arrestine (Wei et al., 2003). Il a donc
été montré une sélectivité fonctionnelle pour le récepteur AT1 entre les voies Gag et B-arrestine
mettant en évidence 2 classes distinctes d’agonistes biaisés pour le récepteur AT1 : les agonistes
biaisés Gag et les agonistes biaisés B-arrestine qui activent préférentiellement ou exclusivement ces

voies.

C'est le peptide Sar1, lle8-Angll (SI) qui le premier a été reporté comme agoniste partiel du récepteur
AT1. Il permet 'engagement préférentiel dans la voie de la B-arrestine par rapport a I'activation de
Gag, avec cependant la possibilité d’'impliquer d’autres protéines G. Son affinité est de I'ordre de 1
nM et il est particulierement utilisé lors des tests in vitro sur AT1 (Miura and Karnik, 1999). Surtout,
le premier agoniste biaisé B-arrestine a été découvert par Wei H et al. qui ont montré I'engagement
dans la voie B-arrestine du récepteur AT1 apres fixation par le Sarl, lle4, lle8-Angll (Sll). Malgré une
affinité plus faible pour AT1 que SI, ce peptide est incapable d’activer les protéines G mais recrute la
B-arrestine, entrainant I'internalisation du récepteur et I'activation de ERK1/2. Cela entraine des

effets physiologiques différents de ceux de I’Angll (Holloway et al., 2002; Wei et al., 2003).

Les RCPG ne se retrouvent pas seulement dans une conformation active ou inactive, mais adoptent
une série de conformations dynamiques variant rapidement entre elles. Il a été montré que AT1
adopte plusieurs états conformationnels : au moins une conformation inactive, une conformation
active canonique qui peut se coupler a la fois aux voies Gaq et B-arrestine, et également une
conformation active alternative lors du recrutement de B-arrestine. De nombreuses études
structurales ont ainsi mis en évidence que la liaison d’un agoniste biaisé B-arrestine, a contrario d’'un
ligand biaisé Gag, entraine des changements de conformation du récepteur, conformation
responsable de I'engagement dans une voie de signalisation (Nivedha et al., 2022). Le récepteur AT1
est un récepteur modele pertinent pour I'étude de ces phénomeénes biaisés car de petites

modifications structurelles de I’Angll conduisent a une signalisation fortement biaisée.

Nous avons comparé les structures du récepteur AT1 en présence de I'antagoniste ZD7155 (forme
inactive en bleu foncé), ou en présence de I'Angll (forme canonique active en cyan), ou en présence

du ligand biaisé B-arrestine, le TRV023, de séquence NH; - Sar-Arg-Val-Tyr-Lys-His-Pro-Ala - COOH
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(forme active alternative en bleu gris) (Figure 11A, B, C). On observe tout d’abord un changement
marqué de conformation de I'hélice 8 entre les 2 formes actives et la conformation inactive. La
position de I’hélice 8 de la forme inactive provoque un encombrement stérique qui 'empéche de se
lier aux protéines G et a la B-arrestine, a contrario des 2 autres formes. On observe aussi qu’en
présence de I'Angll ou de I'agoniste biaisé TRV023 il y a un déplacement vers |'extérieur du TM6 pour
les formes canonique active et active alternative, a la différence de la forme inactive. Cette
modification est une caractéristique de I'activation du récepteur, caractéristique aussi des récepteurs
classe A. Ce réarrangement du TM6 est di a un changement de l'interaction a I'état inactif entre
N111 et N295 (Yang et al., 2021). En effet, I'interaction entre ces 2 Asn stabilise le récepteur dans
une conformation inactive (Rosenbaum et al., 2009).

La liaison de ligands biaisés B-arrestine et de I’Angll provoque un changement de conformation de
N295, tandis que seule la liaison d'Angll entraine le mouvement de N111. Ce mouvement de N111
parait essentiel dans I'activation de Gagq car les TM5 et 6 sont déplacés vers |'extérieur, créant un site
de liaison pour les protéines Ga sur la face cytoplasmique du récepteur (Lu et al., 2021; Wingler et
al., 2020) (Figure 11D). La chaine latérale de la Phe8 de I’Angll entraine aussi une légére rotation du
TM3, non retrouvée en présence de I’Ala8 du TRV023. Globalement, ce sont les acides aminés en C-
ter du peptide qui ont un impact majeur sur la signalisation biaisée. Une substitution de cette Phe8
de I'Angll par une lle ou Ala diminue la signalisation médiée par Gog mais pas le couplage B-arrestine
(Strachan et al., 2014). Ces changements de conformation entre les 2 formes canonique active et
active alternative sont plus subtiles, mais montrent la plasticité intrinséque des RCPG (Wingler et al.,

2020).
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Figure 11: Structure cristallographique des différentes conformations du récepteur AT1. (A)
Superposition des structures cristallographigues de la forme canonique active de AT1 en cyan (PDB
60s0) (Wingler et al., 2020), de la forme inactive de AT1 en bleu foncé (PDB 4yay) (Zhang et al., 2015),
de la forme active alternative en bleu-gris (PDB 60s1) (Wingler et al., 2020). (B) Zoom de (A). (C) Vue
intracellulaire de la superposition de (A). (D) Mise en évidence des résidus N111 (en rouge) et N295
(en vert) de la forme active, de la forme alternative et de la forme inactive de AT1. TM6 : domaine

transmembranaire 6.

Les agonistes biaisés Gag entrainent une augmentation de la pression artérielle et les agonistes
biaisés B-arrestine augmentent la contractilité des cardiomyocytes et la performance cardiaque,
favorisant ainsi des effets cardioprotecteurs. Des études sur le modéle murin ont mis en évidence
ces effets bénéfiques du recrutement de B-arrestine dans I'hypertrophie cardiaque, l'insuffisance
cardiaque, l'ischémie et I'hypertension (Lino and Barreto-Chaves, 2022). Les ARAIl sont des
antagonistes des récepteurs AT1 bloquant a la fois la voie B-arrestine et la voie Gag, pouvant
expliquer les effets indésirables de ces thérapeutiques. Ainsi, I'intérét de développer des ligands
biaisés B-arrestine s’est accru et a mené aux agonistes biaisés TRV par Trevena (Soergel et al., 2013;
Violin et al., 2010). Notamment, le TRV027 est analogue du SIl mais avec une affinité bien meilleure
pour le récepteur AT1 qui est allé jusqu’en phase Ilb pour le traitement de I'insuffisance cardiaque

aigue napportant pas de bénéfice par rapport au placeo (Pang et al., 2017; Yang et al., 2021).
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Une activité constitutive du récepteur AT1

La plupart des RCPG possedent une activité basale : méme en absence d’agoniste, une certaine
population de récepteurs peut étre dans un état actif (Weis and Kobilka, 2018). C’'est le cas de AT1,
qui contient un pool constitutivement actif d’environ 5% (Unal and Karnik, 2014). Dans I'état inactif
de AT1, il y a une interaction stable entre I'’Asn111 et I’Asn295 du récepteur. Lors de la fixation de
I’Angll, ’Asn111 située dans le TM3 joue un rdle central dans l'activation du récepteur AT1 (Noda et
al., 1996). Cette activation pivote le TM6 vers I'extérieur et déstabilise I'interaction entre Asn111 et
Asn295. Pour I'étude de I'activité basale constitutive, il est possible d’utiliser des mutants de AT1, par
exemple, le mutant N111G, dans lequel 'Asn111, pilier de la stabilisation dans un état inactif par
interaction avec I'’Asn295, est remplacée par une glycine. Cela permet d’induire une activité
constitutive du récepteur (Feng et al., 1998). Ce récepteur AT1 mutant N111G est un outil important
dans la caractérisation pharmacologique de petites molécules organiques ou de peptides. Cette
activation constitutive est néanmoins bloquée par les antagonistes des récepteurs a I’Angll comme

le losartan.

1.1.1.4 LERECEPTEURATZ

Le récepteur AT2, généralités

Le récepteur AT2 est aussi un RCPG de classe A de 363 acides aminés dont le géne codant (AGTR2)
est situé sur le chromosome X (Kambayashi et al., 1993). L’Angll est aussi le ligand endogéne principal
du récepteur AT2 avec une affinité similaire a celle pour AT1 (Bosnyak et al., 2011). Les récepteurs
AT1 et AT2 ont seulement 34% d’homologie de séquence avec des disparités notamment au niveau
de la partie C-ter et de la boucle ICL3 (Namkung et al., 2018). Comme pour le récepteur AT1, AT2
possede 4 cystéines du coté extracellulaire formant un pont disulfure entre les cystéines 35 et 290,
ainsi qu’entre les cystéines 117 et 195 (Zhang et al., 2017). Il est plus difficile de comprendre les
fonctions associées au récepteur AT2 et ces fonctions sont encore controversées aujourd’hui. Cela
est dd en partie au fait que ce RCPG est a la fois nettement moins exprimé au niveau périphérique
que le récepteur AT1 et a la fois surtout exprimé pendant la vie fcetale. Il semblerait néanmoins que

le récepteur AT2 soit une voie protectrice du SRA, contrebalangant les effets de I'axe AnglI/AT1.

Le récepteur AT2, expression et réles biologiques
Le récepteur AT2 est fortement exprimé pendant la vie embryonnaire. Néanmoins, chez I'adulte, le

récepteur AT2 est surtout exprimé dans le rein et dans le coeur, mais en nettement moins grande
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quantité que le récepteur AT1 (Miyata et al., 1999). L'axe Angll/AT2 a des effets opposés a I'axe
Angll/AT1. Le récepteur AT2 a de nombreuses actions physiologiques préventives. Il entraine des
effets antifibrotique, anti-inflammatoire, neuroprotecteur, anti-hypertenseur, vasodilatateur, anti-
apoptotique et augmente la natriurése (Carey and Padia, 2008; Johnson and Malvin, 1977;
Namsolleck et al., 2014). Ces effets concourent a abaisser la pression artérielle dans le modele murin
hypertendu (Carey et al., 2022b). Le récepteur AT2 est aussi exprimé au niveau du SNC proche des
aires de contréle cardiovasculaire, dans le noyau du tractus solitaire, dans I'area postrema, et y

influencerait la pression artérielle (Sumners et al., 2020).

Son activation provoque une action anti-inflammatoire qui aurait aussi son intérét dans le traitement
d’autres pathologies comme la goutte ou I'arthrite chez le modéle murin (Sehnert et al., 2022; Vieira
et al., 2022). L'agoniste C21 est méme en phase Ila pour le traitement du syndrome de Raynaud et a
montré un bénéfice dans le réchauffement plus rapide des doigts (Herrick et al., 2022). Il est aussi en
phase Il pour le traitement de patients hospitalisés pour une infection au SARS-CoV-2 et montre un
intérét en limitant les Iésions pulmonaires a long terme (Vicore Pharma AB, 2022). Par ailleurs, un
blocage du récepteur AT2 permettrait de diminuer la progression de glioblastome dans un modele

de xénogreffe orthotopique (Perryman et al., 2022).

Le récepteur AT2, liaison de I’Angll

Asada et al. ont résolu la structure cristallographique du récepteur AT2 avec la Sarl, lle8-Angll puis
avec I’Angll: de la méme fagon que pour le récepteur AT1, la partie C-ter du ligand s’enfonce dans le
récepteur alors que sa partie N-ter reste exposée en extracellulaire. La poche de liaison est étroite,
expliqguant pourquoi les peptides plus longs en C-ter comme I'’Angl ne peuvent pas se fixer au
récepteur AT2 (Asada et al., 2020, 2018) (Figure 12A). Le mode de liaison de Angll et de Sarl, lle8-
Angll au récepteur AT2 est tres similaire et les principaux résidus responsables de I'interaction sont
conservés de facon équivalente entre les récepteurs AT1 et AT2. Il y a de nombreuses interactions
entre le ligand et le récepteur AT2, par exemple, la Pro7 interagit avec I’Arg182, la Phe8 est en
interaction avec la Lys215 et Met128, I'His6 avec la Tyr104 ou encore I'Arg2 interagit avec I’Asp279
(Asada et al., 2018) (Figure 12B,C). Dans sa forme inactivée (Perryman et al., 2022), I'interaction
stabilisant la forme inactive majeure équivalente a celle de AT1 est entre Asn127 et Ser311 (Asada et

al., 2020).
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Figure 12: Structure cristallographique du récepteur AT2. (A) Structure cristallographique de AT2
stabilisé dans I'état actif en gris avec I’Angll en rouge (PDB 6jod) (Asada et al., 2020). (B-C) Zoom des

principales interactions entre I'’Angll et le récepteur AT2.

Le récepteur AT2, signalisation intracellulaire

La signalisation du récepteur AT2 est atypique pour un RCPG et incompléetement comprise. Les effets
opposés des récepteurs AT1 et AT2 sont expliqués par des engagements dans différentes voies de
signalisation. En effet, contrairement aux récepteurs AT1, AT2 ne semble pas étre en mesure d’activer
les protéines G. Le récepteur AT2 n’agirait ni sur Gas, ni sur Gaqg ni sur Ga12/13 (Zhang and Pratt,
1996). Quelques études montrent que AT2 active Gai (Hansen et al., 2000; Hayashida et al., 1996;
Kang et al., 1994), ou une protéine G non spécifiée qui n'est pas Gai (Buisson et al., 1995). D'autres
études montrent que les voies de signalisation semblent étre indépendantes de toute protéine G
(Connolly et al., 2019). Il reste encore de nombreuses zones d’ombre sur |'activation des protéines G
par AT2, surtout concernant la voie Gai.

Le récepteur AT2 pourrait néanmoins stimuler différentes phosphatases, comme les Tyr et Ser/Thr
phosphatases : PP2A, MKP-1 et SHP-1 (Bedecs et al., 1997; Fischer et al., 1998; Peluso et al., 2018).
A la suite de son activation par AT2, SHP-1 forme un complexe avec ATIP et SHP-1-ATIP transloque
ensuite au noyau ou elles induiront une augmentation de I'expression de MMS2 (Li et al., 2007).

Récemment, I'inhibition de HDAC1 et l'activation de p53 ont été identifiées comme de nouveaux
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mécanismes de signalisation couplés au récepteur AT2 (Peluso et al., 2022). Le récepteur AT2 permet
d’activer la eNOS (Hiyoshi et al., 2005; Peluso et al., 2018) et une des seules voies de signalisation
communes a AT1 serait celle du NO/GMPc. Enfin, au contraire du récepteur AT1, le récepteur AT2
n'est pas internalisé apres la stimulation par un agoniste (Nouet and Nahmias, 2000; Turu et al,,

2006).

En comparant les structures cristallographiques active et inactive, on remarque que I'hélice 8 est
totalement retournée a 180° vers lintérieur du récepteur dans la forme inactive, empéchant
totalement la fixation de protéines G et de B-arrestine. Asada et al. ont résolu la structure de AT2
dans I’état actif en présence de I’Angll (PDB 6jod), dans ce cas, I'hélice 8 adopte une conformation
plus canonique (Asada et al., 2020). Néanmoins, la structure de la forme inactive révéle certaines
caractéristiques habituellement uniqguement présentes pour les récepteurs actifs. Par exemple, le
TM6 est aussi plus ouvert vers I'extérieur dans la forme inactive, et le TM5 au contraire déplacé vers

I'intérieur (Zhang et al., 2017) (Figure 13).

Hélice 8

Figure 13: Structure cristallographique du récepteur AT2. (A) Superposition des structures
cristallographiques de la forme canonique active de AT2 avec I’Angll en violet (PDB 6jod) (Asada et
al., 2020) et de la forme inactive de AT2 avec 'EMA401 en rose pale (PDB 7jni) (Perryman et al.,

2022). (B) Zoom de (A). (C) Vue intracellulaire de la superposition de (A).
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En comparant les formes actives des récepteurs AT1 et AT2, la position de I'hélice 8 du récepteur AT2
est légerement différente de celle du récepteur AT1 : en remplissant un peu plus la poche de liaison
il est possible qu’elle stabilise le récepteur AT2 dans une conformation active et provoque une géne
stérique. Cela bloquerait le recrutement de protéines G et de B-arrestines, pouvant expliquer ainsi
les disparités dans I’activation de certaines voies de signalisation et donc leurs effets physiologiques
Opposés.

Toutefois, la séquence de I'ICL3 et la queue C-ter divergent fortement entre les récepteurs AT1 et
AT2. 1l a été suggéré dans la littérature que ce soit I'une des raisons pour lesquelles le récepteur AT2
ne semble pas capable de s’associer aux protéines G. Cela pourrait aussi expliquer I'absence de
phosphorylation par les GRK de la queue C-ter et I'absence de recrutement de B-arrestine suite a la
stimulation par I'Angll (Karnik et al., 2015) (Figure 14). Connolly et al. suggerent aussi qu’une
interaction entre I'ICL1 et I'hélice 8 empécherait aussi le couplage aux protéines G et aux B-arrestines

(Connolly et al., 2019).

Figure 14: Structures cristallographiques des récepteurs AT1 et AT2. (A) Superposition des structures
de la forme canonique active du récepteur AT1 en bleu (PDB 60s0) (Wingler et al., 2020) et du

récepteur AT2 en rose pale (PDB 6jod) (Asada et al., 2020). (B) Vue intracellulaire de (A).
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1.1.2  QUELLES SONT LES CONSEQUENCES D’ UNE SURACTIVATION DU SRA ?

Une hyperactivité du SRA et donc une stimulation excessive de I'axe ECA/Angll/AT1 entraine une
augmentation de la vasoconstriction, de la sécrétion de vasopressine et d’aldostérone, de I'activation
du systeme nerveux sympathique, de la volémie et in fine de la pression artérielle (Wright et al,,
2008). Cela provoque aussi une surproduction d’especes réactives de I'oxygene délétere dans les
cellules endothéliales ainsi que dans les cellules musculaires lisses vasculaires par la NADPH oxydase,
mais aussi stress cellulaire, apoptose, thrombose, dysfonction endothéliale, remodelage vasculaire...
(Nguyen Dinh Cat et al., 2013). Cette suractivation est a long terme responsable d’effets déléteres
entrainant HTA, insuffisance cardiaque congestive ainsi qu’une insuffisance rénale chronique (Cotter
and Davison, 2014; de Gasparo et al., 2000; Taal and Brenner, 2000). Au niveau cérébrovasculaire,
une suractivation de I'AT1 par I'Angll pourrait contribuer a la survenue d'ischémie cérébrale,
principalement par ses effets vasoconstricteurs sur les arteres cérébrales (Delaitre et al., 2021).

Cependant, I'Angll peut aussi se fixer au récepteur AT2, qui, activé, a des effets physiologiques
opposés au récepteur AT1. Néanmoins, in vivo, le récepteur AT2 ne contrebalance pas entierement
les effets du récepteur AT1 car il est moins présent physiologiquement. C'est ainsi surtout I'axe
ECA/AnglI/AT1 qui est impliqué dans la régulation de la pression artérielle et qui est la cible des

thérapeutiques anti-hypertensives a I’heure actuelle.
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1.1.3 AUTRES RECEPTEURS AUX ANGIOTENSINES ET AUTRES PEPTIDES ANGIOTENSINES

Il existe de nombreux autres peptides angiotensines dérivés de I’Angll. Notamment, '’Angl-7 et
I’alamandine sont des peptides qui se lieraient aux récepteurs Mas et MrgD respectivement et ni au
récepteur AT1 ni au récepteur AT2. lls contrebalanceraient les effets cardiodéléteres d’une
suractivation de I'axe classique Angll/AT1. Néanmoins, la littérature est encore relativement pauvre
a ce sujet, surtout concernant la liaison effective de ces peptides a leurs cibles. Une seule équipe a
réussi a mettre en évidence in vitro la liaison de I'’Angl1-7 au récepteur Mas : en effet, les effets

observés avec ces peptides ont été montrés sur des modeles murins.

1.1.3.1 AXEECA2/ANG1-7/MAS: GENERALITES

Angiotensinogéne
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Figure 15: Représentation de I'axe Angl-7/Mas. ECA, enzyme de conversion de I'angiotensine ; NEP,
neutral endopeptidase ; ECA2, enzyme de conversion de l'angiotensine de type 2; PEP, prolyl
endopeptidase; PCP, pyrrolidone carboxyl peptidase ; MMP8, matrix metalloproteinase-8 ; THOP1,

thimet oligopeptidase.

Contrairement a I’Angll, un de ses métabolites produit par I'enzyme de conversion de I'angiotensine
de type 2 (ECA2), 'Ang 1-7, est connu pour avoir des effets cardioprotecteurs. C'est le RCPG Mas qui
serait le récepteur privilégié de I’Angl-7 (Santos et al., 2003) mais cette liaison n’a été montrée in
vitro que par cette équipe et est encore trés controversée. Il existerait d’autres récepteurs activés

par '’Angl-7 et plusieurs métabolites de ’Ang1-7 qui sont encore peu connus (lwai and Horiuchi,
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2009; Teixeira et al., 2017) (Figure 15). De nombreuses recherches se sont ainsi portées sur la voie
ECA2/Angl1-7/Mas dont la stimulation permettrait de contrebalancer les effets délétéres en cas de

suractivation de la voie ECA/AnglI/AT1.

Tipnis et al. ont ainsi montré que I'ECA2 permet la conversion de I’Angll en Angl-7, mais aussi de
I’Angl en Ang1-9 elle-méme convertie par I'ECA en Ang 1-7. L'ECA2 constitue une enzyme clé pour la
formation de I’Ang1-7 (Figure 16A). C'est une monocarboxypeptidase aussi appelée homologue de
I"'ECA qui possede un domaine catalytique et une extrémité C-ter ancrée a la membrane (Figure 4)
(Donoghue Mary et al., 2000; Tipnis et al., 2000). L’activité peptidase est dépendante de la séquence
C-ter de son substrat. En effet, en général, les substrats de I'ECA2 ont des résidus basiques ou
hydrophobes en C-ter ou précédés d’'un motif Pro-X-Pro (Guy et al., 2003). L’Angl-7 est un
heptapeptide NH, - Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro - COOH (Figure 16B). Par la suite, 'Angl-7 est
métabolisée en grande partie dans les poumons par I'ECA pour former I’Ang1-5 ainsi que le dipeptide
His-Pro, sans pour autant pouvoir cliver le pentapeptide par la suite (Chappell et al., 1998). L’Ang1-7

est aussi métabolisée en alamandine par une décarboxylase (Tetzner et al., 2018) (Figure 15).

B Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro

Figure 16: Représentation des effecteurs de I'axe ECA2/Ang1-7/Mas. (A) Structure cristallographique
de I'enzyme de conversion de I'angiotensine de type 2 (PDB 7uOn) (Geng et al., 2022). (B) Séquence
peptidique de I’Angl-7. (C) Représentation du récepteur Mas, modéle AlphaFold (Uniprot P04201)
(Jumper et al., 2021; Varadi et al., 2022).
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Dong et al. ont décrit une famille d’une cinquantaine de RCPG apparentés au récepteur Mas codés
par mrgs, c’est la famille des Mrgpr, pour Mas related G protein coupled receptor. Cette famille de
récepteurs est retrouvée en partie dans les neurones sensoriels détectant les stimuli de douleur, dans
les neurones ganglionnaires spinaux ou ils ont été décrits initialement et dans les mastocytes. La
plupart des membres de la famille Mrgpr est aussi exprimée dans d’autres tissus (Dong et al., 2001;
Solinski et al., 2014). Il existe environ 50 sous-types de Mrgpr répartis en plusieurs classes : MrgprA,
B,C, D, E F, G, Het MrgprX spécifique des primates (Choi and Lahn, 2003), la plupart étant encore
orphelins (Santos et al., 2003). Le récepteur Mas (Figure 16C) est ainsi devenu éponyme pour la

famille entiere des Mrgpr.

L’Angl-7 et le récepteur Mas sont largement exprimés au niveau cardiovasculaire et participeraient
aussi a la régulation de ce systéme. Au niveau périphérique, I’Ang1-7 aurait un effet cardioprotecteur.
Elle est vasodilatatrice (Murugan et al., 2016), participe a limiter le vieillissement vasculaire (par effet
anti-sénescence des cellules vasculaires, anti-inflammatoires et antioxydants) (Romero et al., 2022;
Valencia et al., 2022), réduit I'apoptose et la prolifération cellulaire, contrebalancant les effets de
I’Angll (Bihl et al., 2015). L'Ang1-7 peut agir comme un inhibiteur endogene des effets pathologiques
de I'Angll et son déficit peut faciliter le développement de I'hypertension primaire (Ferrario et al.,
1997). Les taux d’Angl-7 se retrouvent fortement diminués chez le patient insuffisant cardiaque,
notamment au niveau du myocarde, tout comme les taux d’ECA2 (Pavo et al., 2021). Au niveau
central, I’Ang-1-7 a un effet anti-inflammatoire en diminuant les niveaux de TNF-a et en augmentant
ceux d’ll-10 (Kangussu et al., 2021). Globalement, la plupart des effets de ’Ang1-7 ou du récepteur
Mas ont été montrés sur le modele animal. Les souris KO ACE2 ou KO Mas souffrent entre autres
d’une majoration de la fibrose cardiaque, mais une surexpression des genes codant pour Mas ou
ACE2 participe a 'amélioration de cet état pathologique (Peird et al., 2007; Tikellis et al., 2014). Il y a
encore des doutes sur la cible pharmacologique de 'Ang1-7 et les voies de signalisation impliquées
dans ces processus ne sont pas encore bien décrites. Méme si une seule équipe, Santos et al., a mis
en évidence in vitro la liaison de I’Ang1-7 a Mas. lls ont montré que la *°I-Ang1-7 se liait 8 Mas (Santos
et al., 2003), I'interaction directe entre Angl-7 et le récepteur Mas est tres controversée et n’a pas
été définitivement démontrée. De nombreuses équipes ont tenté de caractériser la liaison de I'’Ang1-
7 sur Mas, en vain. Par ailleurs, des travaux suggerent que I’Ang1-7 ne serait pas le ligand préférentiel

du récepteur Mas (Gaidarov et al., 2018; Stoyell-Conti et al., 2021; Tirupula et al., 2014).
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1.1.3.2 AXE ALAMANDINE/MRGD : GENERALITES

Lautner et al. ont supposé qu’il existait un peptide Ala-Angl-7 (correspondant a I’Angl1-7 avec une
alanine a la place de l'acide aspartique en N-ter) par analogie a I'AngA. Un heptapeptide,
I'alamandine, a été découvert (Figure 17). L’alamandine a pour cible le RCPG MrgD. Il semblerait que
cet axe alamandine/MrgD ait aussi un réle cardiaque bénéfique en cas de suractivation de I'axe

classique Angll/AT1 (Lautner Roberto Queiroga et al., 2013).
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Figure 17: Représentation de I'axe Alamandine/MrgD. ECA, enzyme de conversion de I'angiotensine ;

NEP, neutral endopeptidase ; ECA2, enzyme de conversion de I'angiotensine de type 2 ; PEP, prolyl
endopeptidase ; PCP, pyrrolidone carboxyl peptidase ; MMP8, matrix metalloproteinase-8 ; THOP1,

thimet oligopeptidase.

L’alamandine, de séquence NH; - Ala-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro - COOH (Figure 18A), est obtenue par
hydrolyse catalytique de I’AngA par I'ECA2 ou directement a partir de I’Ang1-7 par décarboxylation
du résidu Asp (Jankowski Vera et al., 2007; Lautner Roberto Queiroga et al., 2013). Elle peut étre
formée dans le coeur de rat aprés perfusion d’Angl-7, indiquant que le tissu cardiaque contient tous
les composants nécessaires pour permettre la décarboxylation de I’Asp de ’Ang1-7 en N-ter (Lautner
Roberto Queiroga et al., 2013). L'alamandine est retrouvée chez le rat, la souris et 'hnomme ou elle

produirait les mémes effets que I'Ang 1-7 (vasodilatatrice, antifibrotique, antihypertensive).
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Néanmoins ces effets ont été observés chez le modele murin, sans pouvoir mettre en évidence de

liaison effective de I'alamandine sur MrgD in vitro.

La découverte de I'alamandine suggére que la régulation du SRA fait intervenir d’autres membres
que le récepteur Mas de la famille des Mrgpr. L'alamandine interagirait avec le récepteur MrgD
(Figure 18B) préférentiellement et non avec le récepteur Mas. L'expression de la plupart des
membres de la famille Mrgpr est ubiquitaire, le récepteur MrgD est particulierement retrouvé au
niveau artériel mais aussi dans les testicules, la vessie et I'utérus (Lautner Roberto Queiroga et al.,
2013). L'activation du récepteur MrgD entraine rapidement son internalisation (Shinohara et al,,
2004). Comme I'’Ang 1-7, I'alamandine serait vasodilatatrice par activation de la voie du NO
(Qaradakhi et al., 2016) et inhiberait les voies de signalisation PIsK/Akt et certaines MAPK (Hu et al.,
2021). L’alamandine diminuerait la prolifération et la migration des cellules endothéliales entrainant
une diminution de I'athérogénese (Habiyakare et al., 2014), et diminuerait aussi le développement
de la fibrose pulmonaire (Fernandes et al., 2021). Aujourd’hui, il y a encore moins de recherches
associées a ce dernier que pour le récepteur Mas, notamment car il n’a commencé a étre étudié dans
le tissu non neuronal il y a seulement quelques années (Park et al., 2018). Au niveau central

justement, 'alamandine a des effets proches de ceux observés pour I’Ang1-7 (Schleifenbaum, 2019).
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Figure 18: Représentation des effecteurs de I'axe alamandine/MrgD. (A) Séquence peptidique de
I'alamandine. (B) Représentation cristallographique du récepteur MrgD (PDB 7y14) (Suzuki et al,,
2022).
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1.1.3.3 AUTRES ANGIOTENSINES
Le SRA est beaucoup plus complexe que le simple axe ECA/AnglI/AT1, puisqu’il existe de nombreux
métabolites dérivés de I’Angl et de I’Angll par clivage de la partie C-ter ou N-ter. Ces peptides ont des

séquences peptidiques proches mais ont des rdles et effets physiologiques particuliers (Tableau 2).

Angiotensines Séquences Cibles Principales actions cardiaques
Angli AT1 ) o -
DRVYIHPF Hypertensive, pro-proliférative, vasoconstrictrice
(Ang1-8) AT2
Ang1-7 DRVYIHP Mas Anti-hypertensive, anti-proliférative, anti-fibrotique, vasodilatatrice, anti-

athérosclérotique

AngA AT1

ARVYIHPF Pro-proliférative, vasoconstrictrice
(Ala1-Angll) AT2
Alamandine
(Alal-Angl-7)

ARVYIHP MrgD Anti-hypertensive, anti-proliférative, anti-fibrotique, vasodilatatrice

Anglil
g RVYIHPF ATL Pro-proliférative, hypertensive
(Ang2-8) AT2
AnglV
g VYIHPF AT4 Hypertensive
(Ang3-8)
Angl-9 DRVYIHPFH AT2 Anti-fibrotique, anti-hypertrophique

Tableau 2: Récapitulatif des principaux peptides angiotensines.

L’Ang1-9 est un peptide vasodilatateur diminuant I'hypertrophie des cardiomyocytes, la pression
artérielle et le remodelage cardiovasculaire pathologique (Ocaranza et al., 2014). Il est métabolisé en
Angl-7 par 'ECA (Donoghue Mary et al., 2000) ou peut agir directement sur le récepteur AT2 (Flores-
Mufioz et al., 2011), ces 2 mécanismes concourant aux effets physiologiques opposés a I"’Angll
(Tableau 2). L'Ang1-9 se comporte comme un inhibiteur compétitif de I'ECA et participe ainsi a la
diminution des taux d’Angll, et a une augmentation des effets de la bradykinine (Flores-Mufioz et al.,

2011).

’angiotensine A (AngA) est un octapeptide de séquence NH, — Ala-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe —
COOH dérivé de I’Angll au sein duquel le résidu Asp de I’Angll est remplacé par un résidu Ala grace a
I"aspartate décarboxylase (Jankowski Vera et al., 2007). L’AngA cible les récepteurs AT1 et AT2 avec
une affinité similaire et a des effets proches de ceux de I’Angll : elle est notamment pro-proliférative

et vasoconstrictrice (Habiyakare et al., 2014; Yang Rui et al., 2011)(Tableau 2).

L’AnglV aussi appelée Ang3-8 de séquence NH;—Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe — COOH (Tableau 2) est issue

de I’hydrolyse de I’Anglll (Swanson et al., 1992). Les cibles et roles physiologiques de I’AnglV ne sont
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pas encore bien décrits et des contradictions existent encore. L’AnglV ne se fixerait ni au récepteur
AT1 ni au récepteur AT2 mais plutét au récepteur AT4, qui n’est pas un RCPG mais une
aminopeptidase régulée par l'insuline insérée a la membrane (Bernier and Guillemette, 1996). Elle
aurait un rble dans la régulation de la réponse vasculaire inflammatoire apres liaison a ce récepteur
(Stragier et al., 2008). Au niveau central, I’AnglV pourrait se lier au récepteur AT1 pour augmenter la
pression artérielle, et aussi au récepteur AT4 pour augmenter l'activité psychotrope et moduler les

fonctions d’apprentissage et de mémoire (Dupont and Brouwers, 2010; Wright et al., 1993).

1.1.4 SRAET SYSTEME NERVEUX CENTRAL

L'existence d’un SRA au niveau central, initialement proposé par Bickerton et Buckley en 1961, a
permis une avancée majeure dans I'étude du SRA dans sa globalité. Depuis la découverte que I'Angll
centrale induit une puissante réponse pressive, plusieurs nouveaux roles du SRA ont été identifiés
(Nakagawa et al., 2020). En effet, on retrouve tous les composants du SRA au niveau central. L'Angll
en se liant a AT1 dans le cerveau contrdle I'hnoméostasie cellulaire et les voies autonomes régulant le
systeme cardiovasculaire et le systéeme neuroendocrinien. L'administration centrale d'Angll provoque
aussi une augmentation de l'apport en sodium (Avrith and Fitzsimons, 1980; Grobe et al., 2010).
Cependant, une suractivation de I'AT1 par I'Angll pourrait contribuer a la sévérité de l'ischémie
cérébrale et de ses conséquences, principalement par ses effets vasoconstricteurs sur les artéres
cérébrales (Naveriet al., 1994). Le récepteur AT2 est aussi impliqué au niveau central dans la fonction
cardiovasculaire contrebalancant les effets de AT1 (de Kloet et al., 2017). Il joue un role dans la
régulation du SRA par le contréle de I'osmolarité, ainsi que par son implication dans la modulation de
certaines fonctions cognitives et comportementales. Il a donc été suggéré que le récepteur AT2
pouvait avoir un réle important a jouer dans des processus de régénération et de protection du tissu

neuronal (Steckelings et al., 2011).

Plus particulierement, parmi les autres peptides angiotensines, I'angiotensine Il (Anglll) aussi
appelée Ang2-8, de séquence NH; — Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe — COOH, est un peptide de 7 acides
aminés (Figure 5C), obtenu par clivage de I’Angll par 'aminopeptidase A (APA). L'Angll et I’Anglll ont
une affinité de liaison pour les récepteurs AT1 et AT2 relativement similaire méme si I’Anglll est
surtout présente dans le SNC (Bosnyak et al., 2011; Reaux et al.,, 2001). La plupart des effets
biologiques de I'Anglll sont médiés par le récepteur AT1 entrainant notamment inflammation,
prolifération cellulaire, relargage de vasopressine et d’aldostérone. Comme pour I"Angll, I’Anglll

entraine aussi une réponse hypertensive (Yugandhar and Clark, 2013). C'est pourquoi le
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développement d’inhibiteurs sélectifs de I'aminopeptidase A a vu le jour. Une prodrogue inhibitrice
de I’APA cérébrale, le firibastat, est en essai clinique pour le traitement de I'HTA. Les résultats de la
phase Ilb aux Etats-Unis montrent une efficacité antihypertensive du firibastat chez les patients a

haut risque cardiovasculaire (“Firibastat - First-in-class - hypertension as monotherapy,” n.d.).

1.1.5 HTA : DONNEES EPIDEMIOLOGIQUES, PHYSIOPATHOLOGIQUES, ETIOLOGIQUES

En 2015 en France, I'hypertension artérielle est la pathologie la plus courante, touchant pres de 30%
de la population, prévalence augmentant avec I'dge. On estime que pres de 70% des 65-74 ans sont
atteints d’"HTA et aujourd’hui en France, seulement 1 patient hypertendu sur 4 arrive a controler sa
pression artérielle (“Hypertension artérielle (HTA),” 2020). En 2013, I'OMS attribuait a I'HTA 10
millions de décés dans le monde, les 2 tiers touchant les pays a revenu faible ou intermédiaire. L'HTA
constitue l'un des principaux facteurs de risque cardio-neuro-vasculaire, représentant encore
aujourd’hui un enjeu de santé publique majeur. Si des mesures ne sont pas mises en place, la part de
la mortalité imputée aux maladies cardiovasculaires devrait continuer d’augmenter (World Health

Organization, 2021) (Figure 19A).
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Figure 19: Epidémiologie de I'hypertension artérielle mondiale. (A) Projection de la mortalité
mondiale associée aux maladies de plus haute mortalité. (B) Facteurs de risques associés a une
augmentation de la pression artérielle et complications associées. Images issues du panorama
mondial de I'hypertension, publié par 'OMS en 2013 (“OMS | Panorama mondial de I’hypertension,”
n.d.).

Un patient est dit hypertendu s’il a une pression artérielle systolique supérieure ou égale a 140 mmHg
et/ou une pression artérielle diastolique supérieure ou égale a 90 mmHg. Une pression artérielle trop
importante s’exercant sur les vaisseaux peut entrainer un remodelage du tissu et des modifications
structurales de ces vaisseaux. L'hypertension entraine une insuffisance cardiaque par hypertrophie
ventriculaire gauche (Slivnick and Lampert, 2019), entrainant alors un risque accru de complication
cardiaque (cardiopathie ischémique, accident vasculaire cérébral (AVC), insuffisance rénale...). 'OMS
estime qu’environ 50% des déces par AVC sont imputés a I’'HTA (World Health Organization, 2021).
L’étiologie n’est pas connue dans 95% des cas, il s’agit d’"HTA essentielle. Au contraire, dans 5% des
cas restant, la cause est endocrinienne, rénale, vasculaire ou encore toxique, il s’agit alors d’HTA
secondaire. L'HTA dépend également de nombreux facteurs environnementaux comme
I’alimentation, le stress, le tabac et I'activité physique, ainsi que des prédispositions moins connues
(Figure 19B). Certains médicaments peuvent aussi étre a I'origine d’une hypertension artérielle
iatrogene comme les corticoides. L'HTA est une maladie asymptomatique dans la plupart des cas,
pernicieuse, avec néanmoins parfois I'apparition d’essoufflement, de vertiges ou encore de douleurs

thoraciques (World Health Organization, 2021).

1.1.6 PRISE EN CHARGE DE L'HTA

1.1.6.1 THERAPEUTIQUES CLASSIQUES

En France, aujourd’hui, méme si la prévalence reste stable depuis 2006 (“Les résultats de I'étude
ESTEBAN 2014-2015,” 2020), encore 20% des patients hypertendus ne sont pas sous traitement anti-
hypertenseur et jusqu’a 50% des patients traités n’atteignent pas les objectifs fixés (“Hypertension
artérielle,” n.d.) (“Prise en charge de I'’hypertension artérielle de 'adulte,” 2020). L'HTA est une
maladie chronique évolutive, il n'y a donc pas de traitement curatif. La premiére mesure qui sera
mise en place a la suite d'un diagnostic d'une HTA est la prévention et la réduction des facteurs de
risques cardiovasculaires. En diminuant les possibles risques cardiovasculaires, la pression artérielle
diminuera également chez certains patients de maniére naturelle, sans nécessiter la mise en place

d'un traitement médicamenteux. Il est ainsi primordial dans un premier temps de s’assurer des
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bonnes mesures hygiéno-diététiques du patient, telles que l'arrét du tabac, I'augmentation de
I"activité physique, la réduction de la consommation en sel... (“Prise en charge de I’hypertension
artérielle de I'adulte,” 2020). Si ces mesures hygiéno-diététiques ne permettent pas de normaliser la
pression artérielle, un traitement médicamenteux sera alors instauré. Différentes classes
pharmacologiques d’antihypertenseurs sont disponibles comme :

- les médicaments ciblant le SRA, avec les IEC et les ARAIl ;

- les médicaments ciblant le systéeme nerveux sympathique, avec notamment les antagonistes des
récepteurs B-adrénergiques ;

- les inhibiteurs d’influx calcique ;

- les diurétiques.

Ces médicaments ont une efficacité antihypertensive similaire mais se distinguent par leurs effets
indésirables et contre-indications associées (“Les résultats de I'étude ESTEBAN 2014-2015,” 2020)
(“Prise en charge de I'hypertension artérielle de I'adulte,” 2020). Plus particulierement, les
médicaments ciblant le SRA ont été développés pour diminuer soit la synthese d’Angll (avec les IEC)
soit les effets de I’Angll médiés par les récepteurs aux angiotensines (avec les ARAII), et ainsi diminuer
les résistances vasculaires périphériques, majorer la natriureése et la diurése, ce qui contribue

finalement a diminuer la pression artérielle.
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Figure 20 : Chefs de file des médicaments ciblant le SRA et prise en charge associée. (A) Captopril,
chef de file des IEC ; Losartan, chef de file des ARAII. (B) Prise en charge de I'HTA en cas d’échec de la

monothérapie.
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C'est en 1978 que le captopril, premier médicament inhibiteur de I'ECA, est mis sur le marché pour
ses effets antihypertenseurs (Brunner et al., 1978) (Figure 20A). Ce médicament est dérivé de toxines
retrouvées chez une vipére brésilienne : les peptides potentialisateurs de la bradykinine (Hodgson
and Isbister, 2009). Il représente le premier médicament développé selon une approche structure-
activité reposant sur la connaissance du site catalytique de sa cible, I'ECA. Par la suite, de nombreux
analogues du captopril ont été développés et synthétisés (“Prise en charge de I'hypertension
artérielle de I'adulte,” 2020). Cette classe de médicaments a été particulierement étudiée et s’avére
utile a la fois pour le contrdle de la pression artérielle mais aussi dans le traitement de I'insuffisance
cardiaque. Actuellement, 10 inhibiteurs compétitifs réversibles de I'ECA sont sur le marché
(“Autorisation - Accueil,” 2020). Les IEC empéchent la conversion de I"’Angl en Angll limitant
I"activation du récepteur AT1 (mais également du récepteur AT2) et augmentent les concentrations
en bradykinine, dont la conséquence majeure est I'apparition d’une toux seche, principal effet
secondaire des IEC (“Résumé des Caractéristiques du Produit,” n.d.). lls diminuent ainsi la pression
artérielle par diminution des résistances périphériques totales, non pas par action directe sur des
récepteurs cardiaques mais par diminution de la production d’Angll (Miguel-Carrasco et al., 2010).
Les IEC ont une indication pour I'HTA essentielle en 1™ intention, ainsi que pour I'HTA compliquée.
lls sont utilisés en monothérapie (ce sont des médicaments du groupe 1) ou en bithérapie associés
avec un médicament du groupe 2 (comme les diurétiques thiazidiques et inhibiteurs d’influx calcique)

(“Prise en charge de I'hypertension artérielle de I'adulte,” 2020).

Les ARAII bloquent I'activation des récepteurs AT1 et ont été développés apres les IEC. Le chef de file
de cette famille, le losartan, a été commercialisé en 1995 (Figure 20A). Des efforts de drug design ont
été mis en avant pour la synthése des ARAIl dans le but de mimer la structure certains groupements
de I’Angll (Georgiou et al., 2021). Cette famille regroupe 7 molécules commercialisées en France qui
se comportent comme antagonistes compétitifs, réversibles et sélectifs du récepteur AT1
(“Autorisation - Accueil,” 2020). Ainsi, les ARAIl préviennent 'effet vasoconstricteur de I'Angll et la
sécrétion d’aldostérone associée. L'effet hypotenseur est expliqué par une diminution des
résistances vasculaires périphériques. lls activent aussi la synthése de rénine comme les IEC mais
I’absence de blocage de I'ECA entraine une augmentation de la concentration de I’Angll qui peut aller
activer les récepteurs AT2, responsables d’effets bénéfiques au niveau cardiaque. lls diminuent par
ailleurs la pré-charge et la post-charge (Sukumaran et al., 2011). Les ARAIl appartiennent au groupe

1 des antihypertenseurs et sont utilisés en monothérapie ou en association avec les diurétiques ou
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les dihydropyridines, mais plutdt en 2¢™¢ ligne en cas d’effets indésirables avec les IEC (Figure 20B).
L'apparition de ces blockbusters sur le marché a permis de diminuer fortement la mortalité et la

morbidité dues aux maladies cardiovasculaires (Habiyakare et al., 2014).

1.1.6.2 THERAPEUTIQUES INNOVANTES INSPIREES DU SRA

Une hyperactivité du SRA est impliquée dans la survenue de nombreuses autres pathologies, méme
si ce manuscrit insiste sur la régulation de la pression artérielle. C'est le cas de pathologies
cardiovasculaires comme l'insuffisance cardiaque, de néphropathies, ou encore de pathologies
comme les douleurs chroniques neuropathigues dues a la suractivation de certains de ces
métabolites et RCPG au niveau du systéme nerveux. C'est pourquoi la recherche actuelle se penche
sur le développement de nouvelles thérapeutiques variées impliquant ce systeme rénine-

angiotensine.

Nouvelles thérapeutiques ciblant les récepteurs AT1 et AT2

Concernant I'axe classique Angll/AT1, de nombreux travaux ont porté sur le développement de
ligands biaisés : on retrouve des ligands de AT1 biaisés agonistes B-arrestine (Soergel et al., 2013;
Violin et al., 2010). Le TRV027 a été développé par Trevena et mené jusqu’en phase Il pour le
traitement de l'insuffisance cardiaque aigué (Collins, 2022). Il est maintenant en cours d’investigation
pour le traitement de lésions pulmonaires aigués ou d’une coagulation sanguine anormale suite a

une infection au SARS-CoV-2 (Collins, 2022).

Des essais d’association de principes actifs complémentaires ont aussi été tentés : on retrouve des
ARAIl associés a un inhibiteur d’endopeptidase neutre (Mangiafico et al., 2013) : LCZ696, développé
par Novartis, combine valsartan et un inhibiteur de NEP, le sacubitril. Ce médicament a recu I'AMM
en France en 2015 pour le traitement chez I'adulte de l'insuffisance cardiaque avec dysfonction
systolique ventriculaire gauche symptomatique (EMA, 2018g). Il existe aussi des antagonistes de AT1
associés a un antagoniste du récepteur endothéline A : RE-021 est en phase Il pour le traitement de
glomérulosclérose focale segmentaire (Travere Therapeutics, Inc., 2022). Cette petite molécule

organique permet a la fois d’antagoniser les récepteurs AT1 et endothéline A.

Enfin, le récepteur AT2 est aussi la cible du développement d’agoniste: récemment, le roxadustat a
recu '’AMM dans le traitement de I'anémie symptomatique mais pourrait étre exploré comme

traitement de I'hypertension grace a son action sur la diminution de I'expression d’AT1 et sur
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I'amélioration concomitante des taux d’expression du récepteur AT2 et de NO synthase endothéliale

(eNOS) (EMA, 2021; Yu et al., 2021).

Nouvelles thérapeutiques ciblant I'axe Ang1-7/Mas

Malgré le succes des petites molécules chimiques de la classe des IEC et ARAII, la recherche de
nouvelles molécules ciblant d’autres effecteurs du SRA parait judicieuse. Les IEC et ARAII
augmenteraient aussi le taux d’Angl-7 circulant contribuant a leurs effets bénéfiques. Face aux
promesses thérapeutiques des axes annexes Angl-7/Mas et alamandine/MrgD, de nombreuses
recherches ont porté sur le développement de nouvelles molécules analogues et sur la
pharmacomodulation de ’Ang1-7 ou de I'alamandine pour augmenter la demi-vie de ces peptides.
Le premier mimétique de I’Angl1-7 a vu le jour : I'’AVE 0991, qui présente les mémes effets bénéfiques
que I"’Angl-7, est une molécule organique non peptidique active par voie orale développée par
Hoechst/Aventis en études pré-cliniques (Bader et al., 2012). Une autre étude a notamment mis en
évidence le réle de I'oligosaccharide hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HPBCD) pour encapsuler I’Ang1-
7 et augmenter sa demi-vie. Cette molécule aurait un impact sur 'amélioration de la performance
physique d’athlétes cyclistes (de Moura et al., 2021). Le TXA127 (NorlLeu3-Angl-7) est un
peptidomimétique développé entre autres contre des dystrophies comme la maladie de Duchenne
par Tarix Pharmaceuticals. Il est aussi en phase Il pour le traitement de forme sévéere d’infection au
SARS-CoV-2 (D’Armiento, 2022). Enfin, le NPA7 est un peptide bispécifique fusionnant le BNP avec
I’Ang1-7 pour cibler a la fois le pCG-A (particular guanylyl cyclase A receptor, récepteur de ANP et
BNP) et le récepteur Mas. Son injection en sous-cutané chez le chien entraine une baisse de la

pression artérielle (Sugihara et al., 2019).

Pour augmenter la quantité d’Angl-7 il est aussi possible d’augmenter celle de I'ECA2 avec de I'ECA2
recombinante humaine (APNO1) ou encore utiliser des activateurs de I'ECA2. Ainsi, 2 molécules ont
été découvertes, activatrices de I'ECA2 : la xanthénone et la resorcinolnaphtaléine. L'APNO1 est en

phase Il pour le traitement a I'infection au SARS-CoV-2 (Shah et al., 2022).
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1.1.7 PERSPECTIVES : INTERET DE L'ETUDE DE CES RECEPTEURS

Aujourd’hui, I'axe ECA/Angll/AT1 est bien documenté ainsi que la plupart des thérapeutiques anti-
hypertensives ciblant le SRA. Cependant, il ne faut plus voir le SRA comme un systéme linéaire dans
lequel la rénine et I'ECA sont les 2 seules enzymes impactant la production d’Angll, ni penser que le
produit terminal Angll est le composé biologiquement actif final. L'action des médicaments anti-
hypertenseurs serait aussi due a I'action des métabolites de I’Angll (Karnik et al., 2017). Par exemple,
chez 50% des patients traités par des IEC, des taux plus élevés d’Angll sont observés, probablement
dus a une augmentation des taux d’Angl et de I'activité d’'une chymase présente dans les mastocytes
(M. Li et al., 2004). Ainsi, cette production d’Angll indépendante de la voie de I'ECA met en évidence
un besoin de mieux connaitre les contributions de tous les composés du SRA dans la survenue de
pathologies diverses. De nombreux autres métabolites des angiotensines existent et ont un role dans
la régulation du SRA et de la pression artérielle : les peptides alamandine et Angl-7 permettraient de
diminuer la pression artérielle via les récepteurs MrgD et Mas alors que I"AngA par exemple
augmenterait la pression artérielle via le récepteur AT1. Cependant, il existe des zones d’ombre quant

a leurs mécanismes d’action.

Les actions physiologiques de ’Ang1-7 et de I'alamandine ne dépendent a priori pas des récepteurs
AT1 et AT2 mais de nouveaux RCPG, Mas et MrgD. En effet, I'Angll s’enfonce dans le site
orthostérique de AT1 (Figure 21A) mais la superposition des structures AlphaFold des récepteurs Mas
(Figure 21B) et MrgD (Figure 21C) montre que I’Angll ne peut pas se fixer (tout du moins de la méme
facon) a ces récepteurs. Les sites de liaison de ces récepteurs sont plus étroits et moins profonds que

pour AT1.
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Figure 21: Poches de liaison des récepteurs AT1, Mas et MrgD. (A) Représentation cristallographique
de AT1 (en bordeaux) avec I’Angll (en rouge) (PDB 60s0) (Wingler et al., 2020). (B) Superposition avec
le récepteur Mas en jaune, modele alpha fold (Uniprot P04201). (C) Superposition avec le récepteur

MrgD en orange, modeéle alpha fold (Uniprot Q8TDS7) (Jumper et al., 2021; Varadi et al., 2022).

Il est fort probable que I'alamandine et I'’Angl-7 aient des effets trés similaires et notamment
cardioprotecteurs, ces 2 peptides contrebalancant ainsi les effets déléteres de I’axe ECA/Angll/AT1.
Y aurait-il alors intérét d’une action combinée de ces 2 peptides ? Par ailleurs, est-ce que les bénéfices

apportés par I’Angl1-7 seraient dus a son activité intrinséque ou a sa conversion en alamandine ?

Face a cette multiplicité d’angiotensines et de récepteurs, il faut ajouter une multiplicité
fonctionnelle des récepteurs, due a une multiplicité des voies de signalisation activables parfois

sélectivement.

Comment mieux approfondir I'étude fonctionnelle des récepteurs aux angiotensines : AT1, mais
surtout AT2, Mas et MrgD ? Quelles sont les voies de signalisation impliquées ? Quel est le role
physiologique des axes annexes a I'axe ECA/Angll/AT1 ? L'étude détaillée de ces peptides, RCPG et

voies de signalisation permettrait ainsi de mieux comprendre la pharmacologie fondamentale du SRA
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et donc d’expliquer davantage les effets bénéfiques et indésirables des thérapeutiques ainsi que
d’orienter le développement de nouveaux médicaments anti-hypertenseurs. En effet, aujourd'hui
encore, les voies de signalisation impliquant les récepteurs aux angiotensines ne sont pas encore
totalement décrites, notamment en raison du manque d'outils pharmacologiques permettant leur
étude. L'idée de notre travail est donc de trouver de nouveaux outils permettant I'étude fonctionnelle

de ces récepteurs et d’exploiter les toxines animales comme source originale de telles molécules.
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1.2 LES TOXINES COMME OUTILS PHARMACOLOGIQUES

1.2.1 GENERALITES

La médecine traditionnelle s'est toujours inspirée de la nature comme source de thérapeutique et
encore aujourd'hui de nombreux principes actifs sont issus ou inspirés des réegnes animal et végétal
(Newman and Cragg, 2016). Elle s’est inspirée, par exemple, des toxines : ce sont des substances
d’origine biologique qui peuvent étre produites par des procaryotes ou des eucaryotes. Ici, nous nous
focaliserons sur I'étude des toxines produites par des animaux venimeux. Les animaux marins et
terrestres (cOnes, scorpions, araignées, serpents, cnidaires,...) sont considérés comme des
prédateurs spécialisés qui produisent des venins contenant des myriades de toxines avec une
incroyable diversité structurelle et fonctionnelle a leurs propres fins biologiques. Cette source de
venins peut étre considérée comme une réserve inexploitée de composés biologiquement actifs et

comme une source possible de nouvelles thérapeutiques.

Les venins d'animaux constituent une vaste bibliotheque de toxines peptidiques biochimiquement
stables aux propriétés pharmacologiques particulieres, qui ont évolué pour doter leur hbte de
capacité de capture ou de défense.

Les venins sont des mélanges complexes qui peuvent contenir plus de 1000 produits différents,
comme des petites molécules organiques, des peptides, des protéines, composition en lien avec la
fonction propre du venin. Nous définissons les toxines comme des composés peptidiques sans
présumer de leur activité toxique. On estime que les 200 000 espéces d'animaux venimeux existant
sur terre pourraient produire environ 40 millions de toxines, qui sont encore largement inexploitées
(Gilles and Servent, 2014). Les toxines contiennent souvent des cystéines, créant ainsi des ponts
disulfure leur conférant des motifs de réticulation particuliers et diverses structures
tridimensionnelles. Cette structuration tridimensionnelle est nécessaire a la bonne fonctionnalité des
toxines, permettant d’augmenter leur stabilité dans le sang en résistant aux protéases. Les animaux
venimeux subissent un mécanisme évolutif et les toxines peuvent acquérir une affinité et une
sélectivité élevées pour leurs cibles. Puisque les venins sont caractérisés par leur toxicité, I'étude des
toxines s’est faite par la recherche des composés responsables de cette toxicité. Cela peut expliquer
leur impact majeur sur le systéeme nerveux central ou périphérique et le systéme cardiovasculaire des
proies. Notamment, les principales atteintes cardiovasculaires sont les troubles de I’'hémostase, de
la pression artérielle ou encore de l'intégrité des parois vasculaires et des cellules cardiaques. Aussi,

au niveau du systeme nerveux, la transmission neuromusculaire est perturbée par l'atteinte des
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différents types de canaux ioniques impliqués, aussi bien au niveau pré- que postsynaptique
(Casewell et al., 2013).

Néanmoins, les effets biologiques et les cibles moléculaires de nombreuses toxines présentes dans
les venins sont encore inconnus, ce qui explique pourquoi la recherche sur les venins pour identifier

de nouveaux couples ligand-récepteur a pris de I'ampleur.

Toxine ou poison ?

Les animaux venimeux sont généralement associés au danger et a la peur, chez I'homme et aussi
chez les animaux aux sens développés. Cette crainte peut étre justifiée étant donné que certaines
espéces venimeuses peuvent produire des toxines trés nocives pour leur proie. Sont estimés a pres
de 3 millions le nombre de personnes mordues par un serpent chaque année dans le monde, causant
de nombreuses invalidités et pres 2% de ces morsures s’averent mortelles. Ces déces restent
spectaculaires, souvent causés par paralysie, hémorragie ou défaillance cardiaque (Oliveira et al.,
2022). La mortalité liée a l'envenimation par certains venins peut étre limitée par traitement
antivenimeux précoce apres l'envenimation de ['hote. Actuellement, sur les 7 000 toxines
découvertes et caractérisées, une grande majorité est associée a |'effet toxique des venins via leur
interaction avec les canaux ioniques (Van Baelen et al., 2022). La composante toxique des venins est
aussi associée a la présence d’enzyme comme les PLA2 (phospholipase A2), les SVMP (snake venom
metalloproteinases), les SVSP (snake venom serine proteases), les LAAO (L-amino acid oxydase) qui
exercent leur effet toxique en entrainant thrombose, hémorragie, nécrose... La proportion de ces
composés varie fortement en fonction de I'espéce les produisant. Par exemple, les PLA2 sont
fortement retrouvées dans les venins des Elapidae et des Viperae méme s’il existe de nombreuses

variabilités intra-especes (Oliveira et al., 2022).

Historiqguement cependant, les serpents et leurs toxines ont toujours eu une grande importance. Ce
n’est pas pour rien que le baton d’Asclépios, le dieu grec de la médecine, ainsi que la coupe d’Hygie,
la déesse de la santé, sont entourés d’un serpent, symbole de vie et de vigueur et de connaissance

des vertus des plantes médicinales, donnant lieu aux caducées des médecins et des pharmaciens.

Processus évolutif
Les toxines peptidigues des venins ont subi un long processus évolutif permettant la défense de I'h6te
ou la capture de proies et les rendant hautement sélectives et puissantes pour leur cible. Il en a

résulté I'émergence d'un large panel de toxines issues d'une grande diversité d'especes, aux
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structures variées et aux multiples fonctions biologiques associées. Ainsi, les toxines animales
constituent un réservoir inépuisable de thérapeutiques en raison de leurs propriétés
pharmacologiques intéressantes. L'évolution des toxines est mieux comprise chez les serpents. De
nombreuses protéines issues de leur proie ont été recrutées dans leur venin, dupliquées chez le
serpent pour produire des familles de toxines multiples qui vont a nouveau cibler spécifiqguement le
récepteur endogeéne d’intérét de leur proie. Souvent ces toxines sont soumises a une vaste
diversification fonctionnelle (Fry et al., 2009). Ces peptides endogénes devenus ‘toxines’ ont alors
subi un processus de ‘militarisation’ associé a des adaptations structurelles clés. De plus, certaines
toxines peuvent également exercer un effet délétére en raison de leur inoculation seulement a tres
forte concentration chez les proies. C'est le cas par exemple des sarafotoxines des serpents
Atractaspis, qui induisent une vasoconstriction mortelle chez leur proie en interagissant avec les
récepteurs de I'endothéline (Ducancel, 2002). La composition du venin est aussi adaptative et peut
dépendre des changements du régime alimentaire. Par exemple, les araignées males Atrax robustus
produisent en étant jeunes un venin contre les insectes mais qui une fois adultes, arrétent de se
nourrir pour se consacrer a la recherche d’une femelle et développent un venin défensif contre les
vertébrés (Jelinek, 2001).

Enfin, il était communément supposé qu’un prédateur venimeux injecte le méme cocktail de toxines
a une proie et a un assaillant. Cependant, il semblerait que la composition du venin soit en réalité
différente suivant le stimulus extérieur ou méme au sein du canal venimeux. Par exemple, en cas de
défense, Conus geographus administre des toxines paralysantes bloquant les récepteurs
neuromusculaires, expliquant I'effet mortel chez ’'homme. Au contraire, pour capturer une proie, le
venin ne contient pas ces toxines et sa composition est spécifique de la proie (Dutertre et al., 2014b,

2014a).

Place de I’étude des toxines

Ces toxines se sont néanmoins révélées étre des ligands hautement sélectifs et puissants pour une
large gamme de canaux ioniques et de récepteurs. Par conséquent, ils représentent des composés
intéressants pour le développement thérapeutique. Quelques toxines issues de venins sont utilement
exploitées comme insecticides par exemple ou agents thérapeutiques (1.2.2.2). Actuellement, la
majorité de la recherche sur les toxines porte sur leur action sur les canaux ioniques ou encore sur le
développement d’anti-venins (Z. Cao et al., 2022). Néanmoins, compte tenu de leur grande diversité

et de la multiplicité des cibles inexplorées, il est probable que de nombreuses combinaisons
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toxine/cible a haute importance thérapeutique restent a découvrir. A I'heure actuelle, un nombre

limité de toxines sont connues pour agir sur les récepteurs couplés aux protéines G.

1.2.2  QUELS SONT LES INTERETS DE L'UTILISATION DE TOXINES ?

1.2.2.1 LES TOXINES OFFRENT UNE DIVERSITE STRUCTURALE

Toxines linéaires et a 1 pont

Les toxines possedent en général de nombreuses cystéines, leur conférant des structures réticulées
particulieres. En revanche, il en existe quelques-unes de forme linéaire ou avec un seul pont
disulfure. Notamment, cette structuration est surtout retrouvée chez les toxines issues de cones, les
conotoxines. Les conotoxines qui ne contiennent aucun ou 1 pont disulfure et qui ciblent les RCPG
sont regroupées en : contulakines (interagissant avec les récepteurs de la neurotensine) (Craig et al.,
1999), conorfamides (interagissant avec le récepteur RFamide) (Aguilar et al., 2008) et conopressines
(interagissant avec les récepteurs de la vasopressine) (Dutertre et al., 2008). On retrouve aussi la
famille des conantokines (qui interagissent avec le récepteur glutamate ionotrope du N-méthyl-D-
aspartate) (Donevan and McCabe, 2000), ou encore la famille des contryphans (qui interagissent avec
les canaux calciques ou potassiques voltages dépendants) (Lebbe and Tytgat, 2016; Sabareesh et al.,

2006).

Toxines a 2 ponts
Les toxines a deux ponts disulfure sont beaucoup moins présentes dans les venins que les toxines a
3 ou 4 ponts disulfure et la plupart d'entre elles se trouvent dans les venins de cones (Reynaud et al.,
2020). Il existe une grande diversité de toxines a 2 ponts disulfure dans les venins de cones offrant
cing motifs de cystéines différents (I, V, X, XIV et XXIV) (Kaas et al., 2012). Le motif CC-C-C est le plus
courant, comprenant les a-conotoxines actives sur les récepteurs nicotiniques de l'acétylcholine, les
p-conotoxines actives sur les récepteurs adrénergiques et les x-conotoxines actives sur le
transporteur de noradrénaline. Le motif CC-CC contient de nombreux membres appartenant a la
superfamille T, y compris les t-conotoxines interagissant avec les récepteurs de la somatostatine
(Petrel et al., 2013). Le motif C-CC-C a également été récemment découvert dans le venin de Conus
vexillum, délimitant une nouvelle superfamille aB-conotoxine (Luo et al., 2013). Enfin, le motif C-C-
CC (superfamille L) et le motif C-C-C-C (superfamille Q) sont des motifs de conotoxines pour lesquels
aucune activité biologique claire n'a encore été décrite. La sarafotoxine, issue du venin de vipére
(détaillé 1.2.2.3.1) est aussi un exemple d toxine a 2 ponts. Trois possibilités d’appariement des
cystéines appelées ‘globular’ (ponts I-1Il ; [I-1V), ‘ribbon’ (ponts I-IV ; lI-1ll) et ‘beads’ (ponts I-II; 1I-1V)
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sont décrits pour les toxines avec 4 cystéines (Figure 22). L'organisation ‘globular’ est la plus courante
comprenant par exemple les a-, p- et T-conotoxines. Beaucoup moins de conotoxines sont organisées
avec la structure en ‘ribbon” comme les x-conotoxines et aucune conotoxine avec une organisation

en ‘beads’ n'a encore été décrite.

C1C2-----C3---=-Cl----- Forme ‘ribbon’
C1C2----C3=-e-Clhmmmmm Forme ‘globular’
C1C2-----C3-----Cl---m- Forme ‘beads’

Figure 22: Représentation schématique des toxines a 2 ponts disulfure.

Toxines a 3 ponts

Les toxines a 3 ponts disulfure sont largement retrouvées chez presque tous les animaux venimeux
et ciblent surtout des canaux ioniques. Elles peuvent former 15 combinaisons possibles et 9 motifs
de cystéines ont déja été décrits uniqguement dans les venins de cones tels que le motif CC-C-C-CC
des p-conotoxines, agissant sur les canaux Nay, ou le motif CC-C-C-C-C des aA-conotoxines,
interagissant avec les nAChR (Kaas et al., 2012). Le motif ‘inhibitory cysteine knot” (ICK) est un motif
trés répandu et caractérisé par le motif -C-C-CC-C-C- (ponts I-IV; [I-V ; IlI-VI) (Figure 23). Les toxines
ICK sont généralement composées de 23-35 acides aminés et se trouvent chez de nombreux animaux
venimeux, tels que les araignées, les scorpions, les cones et les anémones de mer, et sont
principalement associées a l'inhibition des canaux ioniques voltage-dépendants (Nay, Cay, Ky, KCa),
des récepteurs-canaux ‘transient receptor potential’ (TRP) et ‘acid-sensing ion channel” (ASIC). Les
toxines CSaB sont caractérisées par le motif -C-C-C-C-C-C- (ponts I-IV ; 1I-V ; ll-VI) (Figure 23). Cette
classe de toxines se trouve en grande partie chez les scorpions et agit surtout sur les canaux
potassiques voltage-dépendants. Un autre motif trés fréquent dans les toxines a 3 ponts disulfure est
le motif Kunitz. Il s’agit d’'un motif -C-C-C-C-C-C- (ponts I-VI ; lI-IV ; - l1I-V), retrouvé dans des peptides
de 55 a 65 acides aminés (Figure 23). Cette classe de toxines est connue pour son activité anti-
protéase et pour son réle bloqueur des canaux potassiques (Peigneur et al., 2011). Néanmoins, des
toxines Kunitz interagissant avec les canaux ASIC, TRPV1 ou Cay ont déja été décrites. De plus, Ciolek
et al. sont parvenus a isoler une toxine Kunitz ciblant un RCPG, la mambaquarétine-1, antagoniste

des récepteurs de type 2 a la vasopressine V2 (cf 1.2.2.3.2) (Ciolek et al., 2017).
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Hainantoxine-1V N-BUTX-PTR1a Dendrotoxine-1

J

---C1--C2-----C3C4--C5---C6- ---C1--C2-----C3-----C4--C5---C6- ---C1--C2-----C3-----C4--C5---C6-

Figure 23: Représentation schématique des toxines a 3 ponts disulfure. Structuration de la forme
‘ICK" avec la Hainantoxine-IV (1niy) (D. Li et al., 2004), structuration de la forme ‘CSaB’, avec la N-
BUTX-PTR1a (6sab) (Reynaud et al., 2020) et structuration de la forme ‘Kunitz’, avec la Dendrotoxine-
1 (1dtx) (Skarzyriski, 1992).

Toxines a 4 ponts

Les toxines a 4 ponts disulfure sont largement présentes dans les venins d'animaux et présentent une
diversité structurale importante. Chez les scorpions, elles appartiennent a la famille des aff
composées d’un feuillet de 3 brins B antiparalléles et d’une hélice a, comme dans les toxines
interagissant avec les canaux sodiques (Figure 24A) (Bosmans and Tytgat, 2007) ou dans la
chlorotoxine, qui cible les canaux chlorure des insectes (Cohen et al., 2018; Lippens et al., 1995). Chez
les araignées, les toxines a 4 ponts ciblent différents canaux ioniques, comme la w-agatoxine IVA qui
est un puissant bloqueur des canaux calciques voltage-dépendants dans le systéme nerveux central
des insectes et des vertébrés (Bourinet and Zamponi, 2017; Mintz et al., 1992). Les toxines issues de
cones sont regroupées en 7 familles de motifs de cystéines différents (X1, XII, XIlI, XV, XVII, XXII et
XXVI), et leurs cibles moléculaires sont en grande partie inconnues (Kaas et al., 2012). Enfin, chez les
serpents, deux familles structurales différentes ont été identifiées, les toxines avec le motif 310B de
l'omwaprin (Figure 24B) (Nair et al., 2007) et les toxines a 3 doigts qui représentent souvent les
structures les plus fréquentes trouvées dans les venins de serpents Elapidae. Ce dernier motif est
caractérisé par la présence de 3 doigts, chacun formé par 2 brins B antiparalleles reliés entre eux par
une boucle formant I'extrémité du doigt. Ces 3 boucles sont réticulées par 4 ponts disulfure
hautement conservés (ponts |-l ; [I-IV ; V-VI ; VII-VIII). Les toxines 3 doigts peuvent interagir avec une

grande diversité de cibles moléculaires étant donné leur grande diversité structurale (Figure 24C) et

71



ont été utilisées comme outils pharmacologiques et structuraux spécifiques (Kessler et al., 2017). Les
toxines 3 doigts peuvent bloquer une grande diversité de fonctions des canaux ioniques, comme la
calciseptine, qui bloque le canal calcique de type L (de Weille et al., 1991), la 6-calliotoxine, qui cible
sélectivement le canal sodique Na,1.4 (Yang et al., 2016) ou encore la mambalgine qui se caractérise
par sa capacité a bloquer les canaux ASIC (Diochot et al., 2012). Ces toxines sont aussi capables de
cibler les RCPG en particulier avec les récepteurs muscariniques et adrénergiques (Maiga et al., 2012;

Nareoja and Nasman, 2012; Servent et al., 2011; Servent and Fruchart-Gaillard, 2009).

Figure 24: Représentation schématique des toxines a 4 ponts disulfure et plus. (A) Représentation
d’une toxine a de scorpion, la LQH IIl (PDB 1fh3) (Leipold et al., 2004). (B) Représentation d’un motif
310B avec 'omwaprin (PDB 3ngg) (Nair et al., 2007). (C) Représentation d’un motif de toxine 3 doigts,
la cardiotoxine (PDB 1ug4) (Chen et al., 2005). (D) Représentation de la toxine dimérique DkTx (PDB
6cuc) (Bohlen et al., 2010).

Toxines a 5 ponts et plus

Historiqguement, les premieres cibles identifiées des toxines ont été les récepteurs nicotiniques de
I'acétylcholine (nAChRs) avec notamment I'a-bungarotoxine issue du venin Bungarus multicinctus qui
est une toxine 3 doigts longue contenant 5 ponts disulfure (Changeux et al., 1970).

Néanmoins, peu de toxines tres riches en cystéines, contenant plus de 5 ponts disulfure, ont été
décrites. Les conotoxines de la superfamille D (D-conotoxines) peuvent agir spécifiguement sur les
nNAChR. On y retrouve des peptides a 10 résidus cystéine avec des motifs trés variables ; notamment,
la Lt28.1 est une conotoxine de 5 ponts disulfure ciblant les nAChR a9a10 (Lu et al.,, 2017). La
conotoxine GVIIIA est un peptide de 41 acides aminés, composée de 5 ponts disulfure et cible les
récepteurs 5-HT3 (England et al., 1998). La toxine B issue du cobra Naja naja est une toxine de 71
acides aminés, structurée avec 5 ponts disulfure (Ota and Hayashi, 1973). La toxine DkTx (double-

knot toxin) est retrouvée dans le venin de la tarentule Ornithoctonus huwana. C'est une toxine
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contenant 12 cystéines formée par 2 motifs ICK reliés entre eux ciblant les récepteurs TRPV1 (Figure

24D) (Bohlen et al., 2010).

1.2.2.2 DES TOXINES COMME THERAPEUTIQUES

Le développement de nouveaux médicaments a partir de venin d’animal est une source prolifique

mais encore peu exploitée. Néanmoins, ce développement a permis I'accés au marché de quelques

toxines dont sont mentionnés ci-aprées les exemples les plus connus (Figure 25).

C'est en 1978 que le captopril, premier médicament inhibiteur de I'ECA, est mis sur le marché
pour ses effets antihypertenseurs et comme premiere intention dans le traitement de
I'insuffisance cardiaque. Il n'existe qu'une seule famille de toxines connues pour cibler le SRA:
ce sont les peptides potentialisateurs de la bradykinine issus du venin de Bothrops jararaca.
C’est I’étude de ces peptides qui a conduit au développement d’un dérivé, le captopril (Tipnis
et al., 2000). Il permet donc de diminuer les taux d’Angll pour diminuer la pression artérielle.
Aujourd’hui, c’est le chef de file des IEC et de nombreux dérivés sont sur le marché (cf 1.1.6).
Le ziconotide, est un analogue synthétique d’une conotoxine issue du venin de Conus magus,
composé de 3 ponts disulfure. C'est une des toxines médicaments les plus connues
approuvées par la FDA. C’est un bloqueur du canal calcique Cay2.2, utilisé comme antalgique
chez les patients résistants a la morphine (Williams et al., 2008).

L'exendine-4 est une toxine linéaire isolée de la salive du monstre de Gila, analogue du
glucagon-like peptide-1 (GLP-1) (Eng et al., 1990). L'exenatide est la version synthétique de
I'exendine-4. C’'est un agoniste du récepteur GLP-1 commercialisé pour le traitement du
diabéte de type 2 (Furman, 2012).

L'eptifibatide est un peptide cyclique dont la séquence est retrouvée dans la barbourine,
toxine issue du serpent Sistrurus miliarius. C'est un antiagrégant plaquettaire, bloquant les
récepteurs intégrines GP IIb/llla. Il est indiqué dans le traitement de I'angor instable et en cas
d’infarctus du myocarde (EMA, 2018h).

Le tirofiban, peptide linéaire dérivé de I'échistatine, toxine présente dans le venin de la vipére
Echis carinatus, a le méme mécanisme d’action que I'eptifibatide et est indiqué dans la prise

en charge de l'infarctus du myocarde (EMA, 2018i).

Méme s'il existe des toxines comme médicament, encore trés peu d’entre elles ciblent les RCPG alors

qu’ils représentent plus de 30% des thérapeutiques.
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Figure 25: Représentation des structures des principales toxines médicaments.

1.2.2.3 DEs couPLES RCPG-TOXINES

Les toxines interagissant avec les RCPG sont classées en 2 groupes, celles qui présentent une forte
homologie structurale avec un ligand endogéne et qui activent généralement le récepteur associé;
et celles qui ne présentent pas d’homologie structurale avec un ligand endogene mais qui ont des

profils pharmacologiques multiples sur les RCPG (Van Baelen et al., 2022).

1.2.2.3.1 Les toxines mimant un ligand endogéne

Les toxines présentes dans les venins présentent une grande diversité de séquences et de structures
chimiques et ont parfois une forte homologie avec des peptides produits chez des animaux non
venimeux pour mieux contréler plusieurs fonctions physiologiques. En effet, les animaux venimeux
ont su évoluer pour produire des toxines ciblant de facon spécifique leur proie. Cette évolution est
corroborée par 'existence de toxines produites par I'animal qui ressemblent fortement au peptide
agoniste endogéne de la proie et qui active le récepteur impliqué. Les couples majeurs caractérisés

sont détaillés.
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Exendine-4 et le récepteur GLP-1

Le glucagon-like peptide-1 (GLP-1) est une hormone incrétine impliquée dans I'homéostasie du
glucose, ciblant le récepteur GLP-1 et entrainant une augmentation de la sécrétion d'insuline
dépendante du glucose par les cellules B pancréatiques (Eng et al., 1990). C'est I'étude de la
composition et de l'activité du venin produit dans les glandes salivaires du monstre de Gila,
Heloderma suspectum, qui a permis d’isoler une toxine : I'exendine-4 est un peptide de 39 acides
aminés qui présente une homologie de séquence de 53 % avec le GLP-1. L'exendine-4 cible le
récepteur GLP-1 dans les cellules B pancréatiques (Eng et al.,, 1992) et partage un profil
pharmacologique similaire avec le GLP-1 (Raufman et al.,, 1982) (Figure 26A). Sa séquence a été
déterminée par spectrométrie de masse et séquencage de petits fragments peptidiques obtenus par
digestion a la trypsine : HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSSGAPPPS. Les modifications de
séquence présentent un intérét pour augmenter la résistance aux protéases et donc la demi-vie in

vivo (Eng et al., 1990).

Sarafotoxines et les récepteurs ETA et ETB

Les endothélines (ET1, ET2 et ET3), initialement décrites comme des effecteurs endogénes du
systeme cardiovasculaire, ciblent les récepteurs a 'endothéline ETA et ETB. Parmi les multiples effets
des endothélines, le plus documenté est cardiovasculaire et participe au contrdle du tonus vasculaire
au niveau des cellules musculaires lisses (Davenport et al., 2016). Les sarafotoxines forment une
famille de toxines isolées du venin de vipére du genre Atractaspis, serpents venimeux du Moyen-
Orient (Ducancel, 2005). Les premiéres sarafotoxines SRTX-6a, SRTX-6b, SRTX-6¢ ont été découvertes
par fractionnement de ces venins par HPLC et par analyse de la cardiotoxicité de chaque fraction chez
la souris (Kloog et al., 1988). Comme les endothélines, ils sont composés de 21 acides aminés de long
et contiennent 2 ponts disulfure conservés. Les sarafotoxines sont des mimes des endothélines et

sont des agonistes des récepteurs ETA et ETB (Figure 26B).
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Figure 26: Représentation de I'exendine-4 et de la SRTX-6b, avec leur ligand mime et leur récepteur
cible. (A) Superposition de la structure cryo-EM du GLP-1 en bleu foncé avec le récepteur GLP-1 en
gris clair (PDB 5vai), et de la structure cristalline de I'exendine-4 en rouge, avec le domaine
extracellulaire du récepteur GLP-1 en orange (PDB 3c5t). (B) Superposition de la sarafotoxine SRTX-
6b (PDB 5glh) en bleu, et de ET-1 (PDB 6lry) en rouge, en interaction avec le récepteur ETB en gris

clair. Figure adaptée de (Van Baelen et al., 2022).

Conopressine et les récepteurs a la vasopressine

La vasopressine est un ligand peptidique endogéne qui cible les récepteurs V1a, V1b et V2. V1a médie
les actions sur la vasoconstriction de la vasopressine ; la liaison de la vasopressine au récepteur V1b
permet d’augmenter la libération d’ACTH ; enfin, les récepteurs V2 médient I'action antidiurétique
de la vasopressine. A cause de la vasoconstriction médiée par Vl1a et de la rétention d'eau induite par
V2, ces récepteurs représentent une cible thérapeutique potentiellement intéressante pour les
maladies cedémateuses. Les conopressines sont des toxines mimes de la vasopressine, isolées des
venins de cbnes qui constituent une large famille de peptides, connus pour cibler la famille des
récepteurs a la vasopressine. Parmi elles, la conopressine-T (con-T) a été isolée du venin de Conus
tulipa par sa capacité a induire un effet de grattage aprées injection chez la souris. Sa séquence a été
déterminée par séquencage de spectrométrie de masse de novo : CYIQNCLRV. Con-T appartient a la
famille des peptides de type vasopressine et présente une homologie de séquence élevée avec les
hormones de mammiféeres, l'ocytocine et la vasopressine. Le profil pharmacologique des
conopressines est varié : la con-T est un antagoniste de V1a mais un agoniste partiel du récepteur a
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I"'ocytocine ; la conopressine-G est un agoniste des récepteurs a la vasopressine (Dutertre et al., 2008;

Giribaldi et al., 2020).

Contulakine-G et le récepteur a la neurotensine

La neurotensine, peptide hypotenseur isolé de [I'hypothalamus bovin, agit comme un
neurotransmetteur au niveau du systéme nerveux central, et également comme une hormone locale
au niveau de l'intestin gréle (Carraway and Leeman, 1973). Ce tridécapeptide est un agoniste des
récepteurs de la neurotensine avec une affinité sub-nanomolaire (Checler et al., 1986). En testant
des fractions du venin de Conus geographus sur la perte de contrdle moteur chez la souris, un peptide
nommeé contulakine-G, proche de la neurotensine a été isolé par HPLC. C'est un peptide linéaire de
16 acides aminés dont la séquence a été déterminée par séquencage d'Edman et hydrolyse de la O-
glycosidase et de la B-galactosidase : pESEEGGSNATKKPYIL, avec la O-glycosylation [B-D-Galp-(1-3)-
a-D-Gal pNAc-(1-) sur Thr10. Cette toxine est un agoniste sub-micromolaire des trois sous-types de

récepteurs de la neurotensine (Craig et al., 1999).

Conorphine-T et le récepteur opioide kappa

Le récepteur opioide kappa (KOR) est un RCPG connu pour moduler les effets de plusieurs
neurotransmetteurs tels que la dopamine et la sérotonine, et la libération de glutamate dans le
systeme nerveux central. Le ligand endogéene du récepteur opioide kappa est la dynorphine-A
(Goldstein et al.,, 1981). C'est un peptide neurotransmetteur impliqué dans plusieurs maladies
psychiatriques (Zhang et al., 2007). L'extraction de I'ARN total de Conus textile et le clonage et le
séquencage de I'ADNc ont conduit a l'identification de la séquence d'ADNc de la conorphine-T :
NCCRRQICC (Luo et al., 2006). La conorphine-T est un nouvel agoniste sélectif du KOR qui mime la
dynorphine-A (Brust et al., 2016).

Consomatine et les récepteurs a la somatostatine

La consomatine Rol a été récemment isolée du venin de C. rolani, c’est une toxine de 13 acides
aminés avec un pont disulfure mimant la séquence de la somatostatine et de I'octréotide (analogue
stable commercialisé). C'est un agoniste ciblant préférentiellement les récepteurs SST1 et SST4, avec
néamoins une affinité pres de 1000 fois moins bonne par rapport au ligand endogéne, la

somatostatine (Ramiro et al., 2022).
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1.2.2.3.2 Les couples toxines-RCPG sans homologie avec un ligand endogéene

Parmi les couples toxines-RCPG caractérisés, nombre de ces toxines ne présentent aucune analogie

avec le ligand endogene de leur récepteur cible. Quelques exemples sont décrits ci-dessous.

MT7 et le récepteur muscarinique M1

Les toxines 3 doigts isolées des venins de mamba font partie des ligands des récepteurs
muscariniques a l'acétylcholine les plus sélectifs. Au cours des 30 dernieres années, environ 10
toxines muscariniques différentes ont été purifiées et isolées a partir de venins de Dendroaspis en
utilisant une stratégie bioguidée. Ce sont des toxines a 4 ponts disulfure, comprenant environ 65
acides aminés (Adem et al., 1988; Karlsson et al., 1991; Servent et al., 2011). La MT7 est un ligand
tres affin du récepteur M1 avec une affinité sub-nanomolaire, et sélectif de ce sous-type de récepteur

(Figure 27A) (Max et al., 1993; Mourier et al., 2003).

p-TIA et les récepteurs adrénergiques

Les récepteurs adrénergiques constituent une famille de récepteurs sensibles a I'épinéphrine et a la
norépinéphrine et se divisent en trois familles (a1aR, a2aR et BaR), chacune d'elles comprenant trois
membres (Hein, 2006). Les trois récepteurs al-adrénergiques (alaAR, alsAR et alpAR) sont
largement exprimés dans le corps et sont impliqués dans le contréle du tonus des muscles lisses,
comme au niveau des vaisseaux, de la vessie ou de la prostate. La p-TIA a été découverte dans le
venin de Conus tulipa par stratégie bioguidée en suivant la réponse contractile biphasique du canal
déférent prostatique du rat stimulé électriqguement. La p-TIA est composée de 19 résidus
(FNWRCCLIPACRRNHKKFC) réticulés par deux ponts disulfure en organisation ‘ribbon’, et cible les
récepteurs alaAR, algAR et alpAR (Figure 27B) (Sharpe et al., 2001).
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alA

Atropine

Figure 27: Représentation des structures de MT7 et de p-TIA en présence de leur récepteur cible. (A)
Représentation de la liaison MT7 (PDB 2vlw) au récepteur M1 (PDB 6wijc) (Maeda et al., 2020). M1
est représenté en gris clair, MT7 est représentée en bleu clair avec les résidus critiques pour
I'interaction représentés par des sphéeres rouges. (B) Modele de algAR en interaction avec p-TIA (PDB
lien) (Ragnarsson et al.,, 2013). alsAR est représenté en gris clair et p-TIA en vert, les résidus
importants pour l'interaction dans le récepteur sont représentés en rouge. Figure adaptée de (Van

Baelen et al., 2022).

p-Dala et le récepteur adrénergique ala et p-Dalb et les récepteurs adrénergique a2

La p-Dala (anciennement nommé AdTx-1) a été découverte par une stratégie bioguidée dans le venin
du serpent mamba vert Dendroaspis angusticeps (Quinton et al., 2010). C'est une toxine a 4 ponts
disulfure, comprenant 65 acides aminés. La p-Dala offre une sélectivité élevée pour le récepteur
alaA par rapport aux autres sous-types d'adrénorécepteurs et plus largement par rapport aux autres
récepteurs aminergiques. La p-Dala agit comme un antagoniste non compétitif, réduisant I'action de
I'épinéphrine (Palea et al., 2013). Aussi, la p-Dalb est une toxine 3 doigts de 66 acides aminés,
antagonistes des récepteurs a2, avec une spécificité pour ce sous-type de récepteur adrénergique

(Rouget et al., 2010).

Mambaquaretine-1 et le récepteur V2 a la vasopressine

La mambaquaretine-1 (MQ1) a été découverte par une stratégie bioguidée dans le venin du mamba
vert Dendroaspis angusticeps (Ciolek et al., 2017). Cette toxine a une affinité nanomolaire pour le
récepteur V2 avec une forte sélectivité vis-a-vis des autres récepteurs a la vasopressine. La
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mambaquaretine-1 agit comme un antagoniste sur la voie V2/Gas et a un effet diurétique chez le rat
(Droctové et al., 2020) (Figure 28A). C'est une toxine de type Kunitz qui est composée de 57 résidus :
RPSFCNLPVKPGPCNGFFSAFYYSQKTNKCHSFTYGGCKGNANRFSTIEKCRRTCVG, réticulés par 3 ponts
disulfure (Ciolek et al., 2017). D’autres analogues a la mambaquarétine-1 ont été par la suite isolés
dans ce venin, a I'affinité nanomolaire pour le récepteur V2. Des essais de pharmacomodulations ont
permis de mettre en évidence la MQ1-K39A, variant plus puissant de la MQ1 a I'effet aussi diurétique

(Droctové et al., 2022).

N-TRTX-Pregla, N-BUTX-Ptrla et N-CTX-Ltgla et les récepteurs a la mélanocortine

Les récepteurs a la mélanocortine sont répertoriés en 5 sous-types et sont régulés entre autres par
la MSH (melanocyte stimulating hormone) et les hormones adrénocorticotropes. Ils participent a la
régulation de fonctions physiologiques comprenant I'obésité, l'inflammation, la pigmentation, la
stéroidogeneése... Deux toxines ont été isolées d’un criblage d’une banque de toxines sur le sous-type
MCA4. Il s’agit de la toxine d'araignée N-TRTX-Pregla (Figure 28B), a 3 ponts disulfure, présentant un
motif ICK, et la N-BUTX-Ptrla (Figure 28C), une toxine de scorpion a 3 ponts disulfure avec une
structure CSaf. N-TRTX-Pregla et N-BUTX-Ptrla ont des affinités micromolaires pour 4 sous-types:
MC1R, MC3R, MC4R et MC5R (Reynaud et al., 2020). Aussi, la N-CTX-Ltgla est une conotoxine avec
2 ponts disulfure antagoniste du récepteur MC4R avec une affinité nanomolaire. Son analogue
linéaire est encore en cours détude et présente un intérét majeur pour le développement

d’antagonistes du MC4R (Reynaud et al., 2022).

T-CnVa et le récepteur a la somatostatin SST3

La découverte de t-CnVa résulte de I'analyse du transcriptome de la glande a venin de Conus consors.
Le peptide de 14 acides aminés contenant deux paires cystéines vicinales (ECCHRQLLCCLRFV)
appartient a la famille T des conotoxines. La t-CnVa cible le récepteur SST3, récepteur impliqué dans

le relargage d’hormones, comme la TSH (Petrel et al., 2013).
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N-BUTX-Ptrla

Figure 28: Représentation des structures de la mambaquaretine-1, de N-TRTX-Pregla et de N-BUTX-
Ptrla en présence de leur récepteur cible. (A) La mambaquaretine-1 (PDB 5m4v) est représentée en
gris clair. Les résidus critiques pour la liaison au récepteur V2 sont indiqués en rouge. (B)
Représentation de N-TRT-Pregla (PDB 6saa). (C) Représentation de N-BUTX-Ptrla (PDB 6sab). N-TRT-
Pregla et N-BUTX-Ptrla sont représentés en gris clair. Les ponts disulfure sont représentés en jaune.

Figure adaptée de (Van Baelen et al., 2022).

Les poisons et venins d'animaux représentent une source de molécules avec une richesse structurale
et fonctionnelle importante, qui en font un réservoir inexploité avec un large éventail d'applications
pharmacologiques et thérapeutiques. Les toxines issues de ces venins se caractérisent entre autres
par une forte réticulation via des ponts disulfure qui jouent le réle de charpente conférant aux toxines
animales une grande stabilité. Des pressions de sélection sont a I'origine d’une grande efficacité et
sélectivité d’action des toxines animales sur leur cible moléculaire. Néanmoins, aujourd’hui, les
méthodes omiques renseignent surtout sur la diversité moléculaire et moins sur la diversité
d’activités biologiques. Ainsi seules 7000 toxines ont été caractérisées pharmacologiquement et
principalement sur les canaux ioniques, délaissant de potentielles cibles thérapeutiques importantes

comme les RCPG.
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1.3  OBIECTIFS

De nombreux travaux mettant en évidence le réle central de I’Angll et de AT1 dans la régulation du
SRA ont permis de mettre sur le marché des blockbusters anti-hypertenseurs. Néanmoins, il existe
d’autres récepteurs aux angiotensines comme AT2, Mas et MrgD, et d’autres peptides angiotensines.
Il a été établi qu’in vivo ils contrebalancaient les effets cardiodélétéres de I'axe Angll/AT1. Les
récepteurs Mas et MrgD ont un potentiel thérapeutique tres intéressant, mais leur fonction et leur
mode d’action sont encore mal compris, notamment en raison du manque d’outils pharmacologiques
disponibles pour leur étude. Aujourd’hui, une seule équipe a réussi a montrer in vitro une liaison de
I’Ang1-7 au récepteur Mas (Santos et al., 2003). Les autres arguments en faveur de ’Ang1-7 comme
agoniste endogene du récepteur Mas proviennent d’études in vivo, par exemple sur des modeles
souris KO pour Mas ou dans la médullaire ventrolatérale du rat (Becker et al., 2007; Botelho-Santos
etal., 2012; Silva et al., 1993; Xu Ping et al., 2008). Concernant MrgD, nous disposons d’encore moins
d’informations dans la littérature. Les suppositions sur ces récepteurs sont qu’ils ont comme ligand
respectivement I’Angl-7 et l'alamandine et que ces axes annexes du SRA auraient un réle
cardiobénéfique contrebalancant les effets de la suractivation de I'axe classique Angll/ECA/AT1.
L’activation du récepteur AT2 par I’Angll contrebalancerait aussi les effets de I'axe Angll/ECA/AT1.
Néanmoins, il y a encore de nombreuses zones d’ombre quant aux voies de signalisation
intracellulaires impliquées apres I'activation, remettant méme en cause sa dénomination de RCPG
par sa potentielle absence de couplage aux protéines G. Concernant ces récepteurs aux
angiotensines, les questions sur leur mode d’action et les mécanismes intracellulaires impliqués ne

sont pas élucidées, et ce, notamment a cause du manque d’outils pharmacologiques pour leur étude.

Quels seraient ces outils ? Le réservoir estimé des 40 millions de toxines est aujourd’hui tres peu
exploité. De nombreux animaux venimeux ont développé des systemes sophistiqués afin de
sélectionner des toxines qui interferent spécifiguement avec les systemes physiologiques de leurs
proies. Outre les effets toxiques les plus connus et les plus puissants associés a l'inhibition de divers
canaux ioniques ou enzymes, chez leur proie, d'autres stratégies semblent avoir été développées
telles que celles ciblant des RCPG. De plus, toutes les toxines ne sont pas forcément responsables
d’effets toxiques déléteres chez 'homme. La toxicité observée chez la proie naturelle vs. I'absence
d'effet toxique chez les mammiferes pourrait étre expliquée justement par cette extréme sélectivité
de cible, par I'injection a haute dose du venin chez la proie ou encore par le mécanisme évolutif des

toxines.
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Allier une absence de toxicité de ces toxines, avec une haute affinité, sélectivité, stabilité habituelle
de ces peptides et des profils pharmacologiques multiples pourrait alors étre largement exploité pour
le développement d’outils pharmacologiques pour I'étude de ces récepteurs. Nous pouvons aussi
supposer qu’il doit exister dans ces venins une/des toxines ayant pour cible des récepteurs exprimés
au niveau cardiovasculaire, comme les récepteurs aux angiotensines, étant donné le tropisme naturel
des venins pour les systémes cardiovasculaire et cérébral. Enfin, méme si I’'étude des RCPG avec
I"utilisation de toxines prend de I'essor, il y a encore peu de couples toxine-RCPG décrits, et méme

aucun couple décrit toxines-récepteurs aux angiotensines.

L"équipe ‘Toxines, récepteurs et canaux ioniques’ au sein de laquelle j’ai réalisé mon projet de these
est spécialisée dans I'étude des toxines comme outils pharmacologiques. Nous avons déja mis en
évidence |'existence de nombreux couples toxines/RCPG. Ces toxines découvertes au sein du
laboratoire ont permis de mieux caractériser leur récepteur cible et dans certains cas d’envisager leur
exploitation thérapeutique. C'est le cas notamment de la mambaquarétine, antagoniste sélectif et
de haute affinité du récepteur V2 de la vasopressine en cours de développement pour le traitement
de pathologies rénales (Ciolek et al., 2017; Droctové et al., 2020). Il en va de méme pour la MT9, qui
est une toxine 3 doigts issue du venin du mamba noir antagoniste des récepteurs muscariniques M2
(Ciolek et al., 2022). Récemment, I’équipe a aussi mis en évidence la toxine N-CTX-Ltgla, antagoniste

des récepteurs a la mélanocortine MC4 (Reynaud et al., 2022).

Face a ces problématiques et compte tenu de I'expertise de I'équipe, I'objectif de mon projet a alors
été d’identifier des toxines animales innovantes pour |'étude fonctionnelle des récepteurs aux
angiotensines. Ces toxines serviraient d’outils pharmacologiques pour mieux comprendre les voies
de signalisation impliquées aprés activation du récepteur, mais aussi d’outils utilisables en imagerie,
voire en thérapeutique. Ces ligands ont été recherchés dans la banque Venomics constituée de 900

toxines synthétiques produites au sein du laboratoire (Gilles and Servent, 2014).

Le projet de thése s’articule ainsi en plusieurs points :

a) Nous devrons tout d’abord identifier des « hits » par criblage d’une banque de toxines

synthétiques sur les récepteurs d’intérét (Mas, MrgD, AT2). Ces hits seront sélectionnés sur

la base de leur capacité a bloquer la liaison du ligand endogéne.
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b)

Des tests de liaison préliminaires de ces hits sur le récepteur seront menés pour mettre en
évidence leur affinité. La sélection des meilleurs hits sera appuyée par une analyse de leur
séquence. Les hits offrant la meilleure affinité pour le récepteur, présentant une originalité
structurale et n’ayant pas encore été décrits dans la littérature seront alors produits pour étre

caractérisés.

Pour une caractérisation compléte, les hits les plus intéressants seront synthétisés
chimiquement par synthése peptidique en phase solide puis oxydés thermodynamigquement.
Des stratégies de pontage dirigé pour former spécifiguement une forme finale repliée
pourront étre mise en ceuvre pour certaines toxines. Suivra une caractérisation des toxines

synthétisées par HPLC et par spectrométrie de masse adéquate.

Ces toxines seront caractérisées in vitro, sur des modeles cellulaires adaptés. Nous étudierons
le profil pharmacologique de ces toxines en mettant en évidence leur mode d’action sur le
récepteur d’intérét. Cette caractérisation comprendra l'impact de ces toxines sur
I'engagement dans des voies de signalisation intracellulaires du récepteur, protéines G
dépendantes et protéines G indépendantes. L'analyse sera complétée par I'étude de la

cytotoxicité et de la sélectivité des toxines.
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2 Reésultats : Criblage d’une banque de toxines sur les récepteurs

aux angiotensines

La premiere étape a été de mettre en place un test de criblage d’une banque de toxines synthétiques
sur les récepteurs aux angiotensines. Il existe plusieurs méthodes de criblage : par des tests de liaison
par compétition, par des tests fonctionnels sur cellules ou encore par des tests in vivo.

La méthode de criblage la plus couramment utilisée est par tests de liaison par compétition avec un

radioligand. C’est cette méthode de criblage que nous avons voulu mettre en place.

Pour ce criblage, nous devons ainsi disposer d’'une banque de toxines synthétiques, de membranes
contenant les récepteurs aux angiotensines (Mas, MrgD, AT2 ou encore AT1) et d’un radioligand.
1) Labanque de toxines a été développée au sein du laboratoire comme expliqué ci-apres (Gilles
and Servent, 2014; Reynaud et al., 2020).
2) Nous avons produit des membranes contenant les récepteurs aux angiotensines d’intérét.
3) Nous avons produit le radioligand permettant la mise en place des tests de liaison par

compétition.

89



2.1 MISE EN PLACE DES TESTS DE LIAISON SUR LES RECEPTEURS AUX ANGIOTENSINES PAR L"UTILISATION DE

RADIOLIGAND

2.1.1 PRINCIPE ET MISE EN PLACE

'utilisation de radioligands pour la mesure d’interactions protéine-ligand est une technique
répandue pour caractériser les constantes cinétiques et d’affinité de ces interactions. Le choix du
radioligand est primordial et il faut s’assurer que le radiomarquage n’impacte pas la liaison du ligand
marqué a son récepteur. Les principaux avantages que posseéde cette approche par radiomarquage
sont la haute sensibilité de la mesure et le fait que I’'on modifie peu le ligand lors de I'ajout d’'un atome
radioactif minimisant les effets de cet ajout sur l'interaction ligand-récepteur. L'iode 125 est un
isotope radioactif de I'iode couramment utilisé en pharmacologie pour ces études de liaison. C'est
un radionucléide émetteur X (rayonnement a 27 KeV) et émetteur y (rayonnement a 35 KeV). Son
introduction dans les biomolécules est aisée en particulier sur les chaines latérales des acides aminés
comme la tyrosine (oU il est introduit en position ortho de I"hydroxyle). L’avantage de I'utilisation de
I'iode 125 par rapport au tritium est qu’il possede une meilleure activité spécifique ce qui augmente
la sensibilité des mesures. Sa demi-vie courte (60 j) empéche une conservation longue mais permet

une meilleure gestion des déchets radioactifs.

Concretement, dans le cas d’un criblage de molécules sur un récepteur avec l'utilisation d’un
radioligand, une suspension de membranes cellulaires contenant le récepteur d’'intérét est incubée
en présence du radioligand et d’'une des molécules a cribler (compétiteur potentiel). Apres
incubation, ce mélange est filtré pour conserver les membranes sur le filtre (contenant les couples
radioligands-récepteurs) et éliminer le radioligand non lié. La radioactivité retenue sur le filtre est
alors mesurée. Si le compétiteur potentiel se fixe sur le récepteur il y aura alors une diminution de la
radioactivité signe d’une diminution de la liaison du radioligand par rapport a la condition contréle

réalisée en absence de compétiteur.
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2.1.2  LIAISON DE 12°|-SAR1, ILES-ANGI| SUR LES RECEPTEURS AUX ANGIOTENSINES

Nous avons souhaité savoir si notre test de liaison était réellement fonctionnel et si notre méthode
de production des membranes était satisfaisante. Nous avons donc commencé |'étude des
récepteurs aux angiotensines en mettant en place une méthodologie de tests de liaison avec un
radioligand sur un systéme bien décrit : tester la liaison d’un analogue de I'’Angll, la Sarl, lle8-Angl|
(Sar-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-lle) sur les récepteurs AT1 et AT2. Cet analogue est classiquement utilisé
dans les tests de caractérisation des récepteurs AT1 et AT2 et il est décrit que ce ligand a une affinité

nanomolaire pour ces récepteurs.

Nous avons produit le radioligand *?°I-Sar1, Ile8-Angll avec I'utilisation d’un oxydant dit « doux », le
iodogene dont le mécanisme d’action est décrit Figure 29. Nous avons donc incorporé un atome
d’iode 125 au niveau de la Tyr4 du peptide. Avec cette méthode nous avons réussi a produire la 2|
Sarl, lle8-Angll, et le produit monoiodé est présent en quantité suffisante pour pouvoir poursuivre
les tests de liaison. Les analyses par MALDI-TOF de la production de ce radioligand sont données en
annexe.
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Figure 29: Mécanisme d’incorporation d’iode 125 en ortho de la fonction hydroxyle de la tyrosine par

la méthode utilisant le iodogene.

Nous avons aussi produit les membranes contenant nos récepteurs d’intérét. Pour cela, nous avons
transfecté des cellules HEK293T avec le plasmide codant pour le récepteur d’'intérét pour ensuite

obtenir une suspension de membranes cellulaires contenant les récepteurs AT1 ou AT2.

Pour mettre au point le test de liaison il faut optimiser (a) la quantité de membrane a utiliser, (b) la
quantité / concentration de radioligand, (c) le temps d’incubation, pour obtenir un rapport liaison

totale / liaison non spécifique (mentionné comme LT/LNS ci-aprées) optimal (on estime que ce rapport
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doit étre au moins supérieur a 5). La LT est mesurée en absence de tout compétiteur, la LNS est

mesurée en présence d’un large exces de ligand compétiteur froid (Angll 1uM).

Nous avons alors caractérisé les propriétés du radioligand *?°1-Sar1, lle8-Angll (12°1-S118-Angll) que
nous avons synthétisé sur les récepteurs AT1 et AT2 (Figure 30) en réalisant des expériences de
compétition dans des conditions a I'équilibre en présence d’Angll non marquée (cf annexe 13).
L'analyse des courbes de compétition permet de déduire des valeurs d’IC50 qui sont ensuite
converties en constantes d’affinité (Ki) grace a I’équation de Cheng et Prussof (Cheng and Prusoff,
1973) :
Ki — IC50
O
Kd
Avec IC50 : concentration de ligand inhibant 50% de la liaison spécifiques de 1%°I-Sar1, lle8-Angll ; L,
la concentration en '2°|-Sarl, lle8-Angll utilisée dans I'expérience (entre 0,3 et 0,5 nM) ; Kd, la
constante de dissociation de ?°I-Sarl, lle8-Angll (1 nM) (Healy et al., 1986; Katugampola and
Davenport, 2002). Les expériences de saturation nécessaires a la détermination du Kd utilisent une
guantité importante de radioligand. Or, notre quantité de radioligand produite n’était pas suffisante
pour effectuer ces tests. Nous nous sommes donc basés sur les valeurs de Kd du radioligand obtenues

dans la littérature.

En faisant varier les quantités de membranes et de radioligand, nous avons déterminé les meilleures
conditions pour effectuer les tests de liaison : nous utilisons 0,3 pL de membranes et 30 000 coups
par minute (CPM) proposés. 30 000 CPM correspondent a environ 67 000 désintégrations par minute
(DPM), le rendement du compteur gamma étant de 45%. Nous utilisons aussi 1 uM d’Angll pour
calculer la LNS et les plaques sont incubées sur la nuit. Comme montré Figure 30A nous observons
une différence significative entre la LT et la LNS pour le récepteur AT1, avec un rapport LT/LNS de 6,
ainsi que pour le récepteur AT2 avec un rapport LT/LNS de 12 (Figure 30A). La ?°-Sar1, lle8-Angll se
fixe donc sélectivement sur les membranes contenant les récepteurs AT1 et AT2, liaison bloquée par
I'ajout de 1 uM de ligand froid. Ces rapports satisfaisants nous permettent de valider les conditions
expérimentales.

Ensuite, les courbes de liaison de la '%°I-Sarl, lle8-Angll en présence de doses croissantes d’Angl|
montrent que I’Angll se fixe sur les récepteurs AT1 et AT2 de facon dose-dépendante. Les Ki de I’Angl|

mesurés pour ces récepteurs sont de 1,5 nM et 2,4 nM respectivement pour les récepteurs AT1 et
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AT2 (Figure 30B) et sont cohérents avec ce qui est décrit dans la littérature (Bosnyak et al., 2011;
Connolly et al., 2019).

Ainsi, les membranes cellulaires contenant les récepteurs AT1 et AT2 ainsi que le radioligand 1%°I-
S118-Angll préparés selon nos protocoles sont donc fonctionnels et exploitables dans le cadre du

criblage d’une banque de ligands et de la caractérisation pharmacologique de ligands.
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Figure 30: Liaison de la *?°I-Sar1, lle8-Angll et compétition avec I’Angll sur les récepteurs AT1 et AT2.
(A) Liaison totale et liaison non spécifique (en présence de 1 uM d’Angll) de la *2°-Sar1, lle8-Angll sur
des membranes HEK293T contenant les récepteurs AT1 et AT2. (B) Courbes de liaison par
compétition de la *?°I-Sarl, lle8-Angll sur des membranes HEK293T contenant AT1 (beige) ou AT2
(rouge) en présence de concentrations croissantes d’Angll. Le tableau recense les constantes
d’affinité (Ki) de I’Angll pour les récepteurs AT1 et AT2. Les données sont exprimées en % de liaison
spécifique de 12°I-Sar1, Ile8-Angll en I'absence d’Angll. La LNS est calculée par rapport au plateau bas

de la courbe. Les valeurs sont des moyennes (%) + SEM (n = 5).

Nous avons aussi testé ce radioligand sur les récepteurs Mas et MrgD. Les membranes exprimant ces
récepteurs ont été produites dans les mémes conditions que les membranes exprimant les
récepteurs AT1 et AT2. Dans ce cas nous n’avons observé aucune liaison du radioligand, signe que le

radioligand est bien spécifique des récepteurs AT1 et AT2 (Figure 31).
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Figure 31: Liaison totale et liaison non spécifique de la *?°I-Sarl, lle8-Angll sur des membranes
HEK293T contenant les récepteurs AT1, AT2, Mas ou MrgD. Les conditions sont les mémes que pour
Figure 30. Les résultats sont obtenus en moyennant les valeurs en désintégrations par minute (DPM)

des LT et LNS (n=2). *<0,05.

2.1.3  LIAISON DE *?°|-ANG1-7 SUR LES RECEPTEURS AUX ANGIOTENSINES

Puisque nous avons réussi a valider notre méthodologie de test de liaison sur membrane contenant
les récepteurs AT1 ou AT2 avec l'utilisation du radioligand '?°I-Sar1, Ile8-Angll, nous avons voulu
mettre en place un test de liaison fonctionnel de I’Ang1-7 sur le récepteur Mas en utilisant la méme

stratégie.

L’Ang1-7 (Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro) possede aussi un résidu tyrosine en position 4 permettant le
marquage par un atome d’iode 125. Nous avons donc utilisé le iodogene avec la méme méthode que
pour la production de *?°|-Sar1, Ile8-Angll. Avec cette méthode nous avons réussi a produire la -
Angl-7 et le produit monoiodé est présent en quantité suffisante pour pouvoir poursuivre les tests
de liaison.

Néanmoins, Santos et al. utilisent la chloramine T qui, en présence de Nal, permet théoriquement
d’incorporer I'iode au sein de I’Ang1-7. Nous avons voulu utiliser cette technique pour la comparer
avec la méthode de iodation au iodogene (Santos et al., 2003). Cependant, cette technique n’a pas
été concluante pour produire assez de '°I-Ang1-7. L’analyse par spectrométrie de masse par MALDI-
TOF montre que le profil de pureté est médiocre, et le peptide monoiodé n’est présent qu’a I'état de
traces.

Les chromatogrammes et les analyses de masse par MALDI-TOF des 2 technigues sont donnés en

annexe.
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Comme montré Figure 32, a partir du lot de 12°I-Ang1-7 produit avec I'utilisation de iodogéne nous
avons testé la liaison du radioligand sur les membranes contenant 1 des 4 récepteurs aux
angiotensines, en présence ou en absence d’Angl-7 non marquée en exces. Quel que soit le
récepteur testé, nous n’avons pas pu observer de différence significative entre la LT et la LNS et donc

de liaison spécifique de la 1%°I-Ang1-7 sur le récepteur Mas dans notre modéle d’étude (Figure 32).
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Figure 32: Liaison totale et liaison non spécifique de la 1%°I-Ang1-7 sur des membranes contenant les
récepteurs AT1, AT2, Mas ou MrgD. Les résultats sont obtenus en moyennant les valeurs en
désintégrations par minute (DPM) des LT et LNS (n=2). Les puits dédiés a la mesure de la LT
contenaient : 0,7 uL de membranes, 50 000 CPM proposés ; les puits dédiés a la LNS contenaient :

0,7 uL de membranes, 50 000 CPM proposés, 20 uM de compétiteur froid.
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En conclusion de cette partie, les expériences réalisées montrent que nous sommes capables de
produire le radioligand '%°I-Sar1, lle8-Angll fonctionnel et de mettre en évidence sa liaison spécifique
sur les récepteurs AT1 et AT2. Ces résultats permettent aussi de valider notre méthode d’expression
des récepteurs AT1 et AT2 et notre méthode de production des membranes cellulaires pour I'étude
de la liaison.

Par contre, nous n’avons pas été en mesure de mettre au point un test de liaison avec I'utilisation
d’un radioligand (?°I-Ang1-7 ou '%°|-Sar1, Ile8-Angll) se liant sur les récepteurs Mas (et MrgD).

Il est possible que le récepteur Mas ne soit pas assez exprimé lors des transfections et que les
membranes produites ne contiennent pas assez de récepteur. Nous tenterons de répondre a cette
problématique ci-apres. Il est aussi possible que I'incorporation d’un atome d’iode gene la liaison de
I’Angl1-7 au récepteur Mas. Pour répondre a cette problématique, nous avons décidé d’utiliser un
ligand marqué avec un fluorophore a I'extrémité N-ter du peptide. Enfin, il est aussi possible que
I’Ang1-7 ne soit pas le ligand du récepteur Mas : aucun couplage a Gaq, ni a Gai, ni de recrutement
de B-arrestine, ni d’activation de ERK1/2 n’a été observé sur des cellules HEK293T transfectées avec

le récepteur Mas (Gaidarov et al., 2018).
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2.2 MISE EN PLACE DES TESTS DE LIAISON SUR LES RECEPTEURS AUX ANGIOTENSINES PAR L"UTILISATION DE

LIGAND FLUORESCENT

Etant donné que nous n"avons pas été en mesure de mettre en évidence la liaison de la *?°I-Ang1-7
sur les récepteurs Mas et MrgD, nous avons tenté une autre approche basée sur 'utilisation d’un

ligand fluorescent.

2.2.1 METHODOLOGIE

2.2.1.1 PRINCIPEDU FRET

Le FRET (transfert d'énergie par résonance de Forster) consiste en un transfert d’énergie entre un
fluorophore donneur et un fluorophore accepteur d’énergie. Ce transfert d’énergie n’a lieu que si les
deux molécules sont suffisamment proches I'une de l'autre (a moins de 10 nm). L’excitation du
donneur par une source d’énergie lumineuse (par exemple un laser) déclenche un transfert d’énergie
vers I"accepteur, qui a son tour émet un signal spécifique a une longueur d’onde donnée (Figure 33A).
La longueur d’onde d’émission du donneur coincide avec la longueur d’onde d’absorption de
I’accepteur qui réémet a une autre longueur d’onde. S’il y a FRET nous pouvons alors détecter une
augmentation du signal de fluorescence a la longueur d’onde d’émission de I'accepteur. Le donneur
et I'accepteur peuvent étre greffés de maniére covalente sur de multiples partenaires comme par

exemple un ligand et son récepteur.

2.2.1.2 PRINCIPEDU TR-FRET

Un des problémes liés a cette technologie du FRET est la présence d’une fluorescence intrinseque
des composants de I"échantillon lors de I'excitation. Ce type de fluorescence est extrémement
transitoire et peut étre éliminé a 'aide de technologies de FRET dites en temps résolu : le TR-FRET
(Time-Resolved FRET) est une technologie de détection qui combine la fluorescence en temps résolu
(TR) avec le FRET. Cela permet de s’affranchir de la fluorescence de fond de courte durée due a

I’excitation en mesurant la fluorescence plus tardivement.
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Figure 33 : Représentation schématique du FRET. (A) Principe du FRET entre un donneur d’énergie et
un accepteur d’énergie. (B) Spectres d’émission de fluorescence associés aux accepteurs d’énergie

et aux donneurs d’énergie (cryptates), image adaptée du guide d’application HTRF, Agilent.

La technologie HTRF (homogeneous time-resolved fluorescence) développée par la compagnie
Cisbio, est une technologie basée sur le FRET et sur I'utilisation d’un cryptate d’europium (Eu®*) ou
de terbium (Tb?*) (donneur d’énergie) et d’'une molécule fluorescente (accepteur d’énergie). Ces
cryptates émettent une fluorescence dont le temps de demi-vie est long, qui permet alors de faire
une mesure une fois que la fluorescence de fond due a I'excitation, bréve, s’est atténuée. Un lecteur
de fluorescence est alors capable de détecter simultanément la fluorescence a deux longueurs
d’onde (longueur d’onde d’émission des cryptates et longueur d’onde d’émission de la molécule
fluorescente). L'HTRF présente des niveaux de performance en termes de stabilité et de spécificité
particulierement intéressants. Le choix du couple donneur-accepteur et de la longueur d’onde de

lecture réside dans I'étude du chevauchement entre les spectres (Figure 33B).

2.2.1.3 TECHNOLOGIE TAG-LITE

Le Tag-lite est une technologie développée par Cisbio qui permet d'étudier les interactions ligands-
récepteurs, en combinant 'HTRF avec la technologie SNAP-tag. Le SNAP-tag est une petite protéine
qui peut étre fusionnée a I'extrémité N- ou C-ter d’une protéine d'intérét. En pratique, pour les RCPG,
le domaine SNAP-tag est fusionné a I'extrémité N-ter du récepteur afin d’étre positionné au voisinage
du site de liaison des ligands. Le SNAP-tag réagit avec le groupement benzylguanine porté par une
molécule d’intérét, un cryptate de terbium dans notre cas. Cette réaction entraine le départ du
groupement guanine et créé une liaison covalente entre une cystéine du site catalytique du SNAP-

tag et la molécule de cryptate (Figure 34).
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Figure 34: Marquage des RCPG au SNAP-tag et lien covalent avec le cryptate de Tb?*.

Nous pouvons utiliser cette méthode pour étudier la liaison de ligand au récepteur. Cette méthode a
déja été utilisée pour I'étude de RCPG comme pour le récepteur a la vasopressine V2 (Loison et al.,
2012), a I'apeline APJ (Valencia et al., 2017) ou encore a la dopamine D3 (Hounsou et al., 2015). Dans
ce cas, il faut aussi greffer au ligand un fluorophore accepteur d’énergie. S’il y a liaison, il y aura
transfert d’énergie entre le cryptate et le fluorophore, alors détectable par mesure de la fluorescence

aux longueurs d’onde adéquates (Figure 35).
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Figure 35: Exemple de TR-FRET entre le cryptate de Th?* et la 5-carboxyfluorescéine. La liaison du
peptide a son récepteur provoque le rapprochement stérique entre le cryptate de Th?* et la 5-

carboxyfluorescéine. Une source excite le donneur d’énergie cryptate de Th?* & 340 nm qui émet a
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495 nm. L'accepteur d’énergie 5-carboxyfluorescéine absorbe a 495 nm pour émettre un signal

détectable a 520 nm.

Nous avons choisi d’appliquer cette technologie pour I'adapter a I'étude des récepteurs Mas et MrgD.
Pour cela, nous avons construit les plasmides codant pour les récepteurs d’intérét fusionné a un

domaine SNAP-tag a leur extrémité N-ter et produit le ligand portant le fluorophore correspondant.

2.2.2  MISE EN PLACE DE LA TECHNIQUE SNAP-TAG

Dans un premier temps, nous avons utilisé les plasmides codant pour les SNAP-tag-RCPG. Le SNAP-
tag est introduit dans le plasmide codant pour notre RCPG d’intérét au niveau N-ter du récepteur.
Nous avons au laboratoire : SNAP-tag-AT1, SNAP-tag-AT2, SNAP-tag-Mas et SNAP-tag-MrgD. Ces

plasmides seront transfectés dans les cellules HEK293T avant marquage au Tb?".

Nous avons tout d’abord voulu controler I'expression a la membrane des récepteurs SNAP-tag. Pour
cela, apres avoir transfecté des cellules HEK293T avec chaque récepteur portant ou non un domaine
SNAP-tag, nous les avons marquées avec le réactif SNAP-Lumi4-Tb qui permet la liaison d’un cryptate
de Tb?* au récepteur, puis mesuré la fluorescence a 620 nm (longueur d’onde d’émission de
référence pour le cryptate de Tb?*). Pour chaque récepteur, nous observons une forte fluorescence
au moins 10 fois plus intense pour la version SNAP-tag que pour la version sans SNAP-tag (Figure 36).
Ces résultats montrent que les 4 récepteurs possédant le domaine SNAP-tag peuvent étre marqués
au cryptate de Th?* et qu’ils le sont de maniére équivalente. Le SNAP-Lumi4-Tb ne pouvant pas
pénétrer dans une cellule, ces résultats indiquent que les 4 récepteurs SNAP-tag sont bien exprimés

a la surface des cellules de maniere identique.
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Figure 36: Contrdle du marquage au cryptate de Th?* des récepteurs SNAP-tag-AT1, SNAP-tag-AT2,
SNAP-tag-Mas ou SNAP-tag-MrgD et des versions sans SNAP-tag. Les résultats sont obtenus en
moyennant les valeurs du signal a 620 nm (n=2). ****<0,00001, par rapport a I’équivalent sans SNAP-

tag.

Néanmoins, il fallait aussi vérifier que ce groupement SNAP-tag n’'empéchait pas la liaison du ligand.
Pour cela, nous avons testé le radioligand '2°-Sar1, Ile8-Angll, que nous avons caractérisé auparavant
sur les récepteurs sans groupement SNAP-tag, pour sa capacité a se fixer sur le récepteur possédant
un SNAP-tag. Les résultats montrent que la *2°1-Sar1, Ile8-Angll se fixe de maniére spécifique sur les
récepteurs SNAP-tag-AT1 (LT/LNS = 7) et sur les récepteurs SNAP-tag-AT2 (LT/LNS = 5). Ces résultats
permettent de conclure que le groupement SNAP-tag n’affecte pas la liaison du ligand sur AT1 et AT2,
en 'occurrence ici de la *?°1-Sar1l, Ile8-Angll (Figure 37). Cela est corroboré par le fait que I’Angll
s’enfouit dans le site orthostérique du récepter donc a priori le SNAP-tag n’affecterait pas la liaison.
Comme pour les récepteurs sans groupement SNAP-tag, la 12°I-Sarl, lle8-Angll ne se fixe pas sur

SNAP-tag-Mas ni sur SNAP-tag-MrgD.
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Figure 37: Liaison totale et liaison non spécifique de la *?°I-Sarl, lle8-Angll sur des membranes
HEK293T contenant les récepteurs SNAP-tag-AT1, SNAP-tag-AT2, SNAP-tag-Mas ou SNAP-tag-MrgD.
Les conditions sont les mémes que pour Figure 30. Les résultats sont obtenus en moyennant les

valeurs en désintégrations par minute (DPM) des LT et LNS (n=2). **<0,001 ; ***<0,0001.

Synthése de ligands fluorescents

Le choix du fluorophore a greffer sur le ligand s’est porté sur la 5-carboxyfluorescéine (A x environ
495 nm et A ¢m environ 520 nm), composé fluorescent couramment utilisé pour marquer les peptides
et dont le spectre d’excitation/émission est compatible avec son utilisation comme accepteur
d’énergie dans les expériences de TR-FRET avec le cryptate de Tb?* comme donneur. Le mode de
fixation de I’Angll sur les récepteurs AT1 et AT2 est connu (cf 1.1.1.3). C’est la partie C-ter du peptide
qui s’enfonce dans le coeur des récepteurs, laissant la partie N-ter du peptide plus en surface : la
fonction amine de I'’Asp1 de I'Angll est exposée en dehors du site de liaison du récepteur AT1 (Figure
38). C'est pourquoi nous avons produit dans un premier temps le peptide fluorescent avec la 5-
carboxyfluorescéine (ci-aprés nommeée aussi FLUO) en position N-ter du peptide pour limiter une

possible diminution d’affinité causée par I'encombrement de ce fluorophore.

102



Figure 38: Structure cristallographique du récepteur AT1 en bleu, représenté en surface, et liaison

avec I’Angll en rose pale (PDB 60s0) (Wingler et al., 2020).

Pour I'étude des récepteurs SNAP-tag-Mas et SNAP-tag-MrgD nous avons produit respectivement la
FLUO-Angl-7 et la FLUO-Alamandine. Nous avons aussi étudié la liaison de la FLUO-Angll sur les
récepteurs SNAP-tag-AT1 et SNAP-tag-AT2 (Figure 39).
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Figure 39: Angll marquée a la 5-carboxyfluorescéine en N-ter. La 5-carboxyfluorescéine est entourée

en vert. Le méme marquage a été effectué pour I’Angl-7 et I'alamandine.

La synthese des peptides linéaires angiotensines Angll (DRVYIHPF), Ang1-7 (DRVYIHP) et alamandine
(ARVYIHP) est réalisée par synthese peptidigue sur phase solide (SPPS) (méthode détaillée au chapitre
3). Le principe est de greffer la 5-carboxyfluorescéine sur I'lamine terminale libre (donc sur le résidu
D ou A). Pour cela, a la fin de la synthése du produit linéaire, nous clivons le dernier groupement
‘Fmoc’ du résidu D ou A, libérant ainsi 'amine terminale. Les groupements protecteurs des chaines
latérales des acides aminés, sensibles en conditions acides, sont encore protégés puisque le Fmoc a

été clivé par une solution de pipéridine. Il n’y a donc qu’une seule amine libre avec laquelle la 5-
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carboxyfluorescéine peut réagir. Cette réaction s’effectue en milieu basique en présence d’un agent
activateur (I'HCTU), permettant de modifier I'acide carboxylique de la 5-carboxyfluorescéine en ester,
groupe plus réactif pour le couplage peptidique avec I'amine terminale du peptide. Apres greffage
du fluorophore, un test de Kaiser est réalisé pour vérifier I'absence d’amine libre. Le peptide est alors
clivé de son support solide et les groupements protecteurs des chaines latérales d’acides aminés
déprotégés en milieu acide (Figure 44A). Une purification finale par HPLC permet d’obtenir le produit
final pur. Les profils d’"HPLC analytique et les spectres de masse des 3 peptides marqués décrits ci-

dessus sont répertoriés en annexes.

2.2.3  RESULTATS

Afin de tester la liaison des peptides fluorescents aux récepteurs, nous avons incubé les 3 peptides
fluorescents (FLUO-Angll, FLUO-Angl1-7 et FLUO-Alamandine) en présence de cellules exprimant les
SNAP-tag-RCPG marqués au Tb?* (SNAP-tag-AT1, SNAP-tag-AT2, SNAP-tag-Mas, SNAP-tag-MrgD).
Pour la détermination de la liaison non spécifique, un exces de ligand (1 M) non marqué a été ajouté.
Aprés 1 h d’incubation, la fluorescence est mesurée a 520 nm (peptides couplés a la fluoresceine) et
a 620 nm (cryptate de Tbh?*) et le rapport d’"HTRF (520/620) est calculé. Si celui-ci augmente, cela
signifie qu’il y a un rapprochement stérique entre le cryptate de Tb?* et la 5-carboxyfluorescéine donc

que le ligand fluorescent est fixé au récepteur.

Pour les récepteurs AT1 et AT2, nous observons une augmentation significative du rapport d’"HTRF
en présence de FLUO-Angll, significativement différent de la LNS. La FLUO-Angll se lie donc de
maniéere spécifique sur les récepteurs AT1 et AT2. Le ligand FLUO-ANngll que nous avons synthétisé
est donc fonctionnel et sa liaison aux récepteurs AT1 et AT2 peut étre mesurée. En revanche il n'y a
pas d’augmentation du rapport d’HTRF en présence de I’Angl-7 et alamandine marquées : ces 2
peptides ne semblent donc pas se fixer sur les récepteurs AT1 et AT2, du moins a la concentration
utilisée (Figure 40). Ceci est cohérent avec certaines données de la littérature. En effet, la co-injection
d’Angl-7 et d’Angll limite les effets biologiques de I'Angll. Ces effets ne sont pas bloqués par le
losartan (antagoniste de AT1) ou le PD123319 (antagoniste de AT2), démontrant que I’Angl1-7 n’agit
pas sur les récepteurs AT1 ni AT2 (Xue et al., 2012). Concernant I'alamadine, il n’y a pas de preuve

réelle de sa liaison a MrgD in vitro.

Concernant les récepteurs Mas et MrgD, I'ajout d’Angll ou d’Angl-7 ou d’alamandine marquées

nentraine pas d'augmentation du rapport d’HTRF. Les valeurs de liaison non spécifiques sont
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obtenues par I'ajout d’Angl-7 et d’alamandine non marquées pour les récepteurs Mas et MrgD
respectivement. La LT avec I'’Angl-7 ou l'alamandine ou I'Angll fluorescente n’est pas
significativement différente de la LNS pour les récepteurs Mas et MrgD. Dans ce systeme nous
n’observons pas de transfert d’énergie suggérant que ces peptides ne se lient pas sur les récepteurs
Mas et MrgD (Figure 40) ou qu’ils le font d’'une maniere telle que la fluorescéine ne se trouve pas

dans une position suffisamment proche du cryptate de Tb?* pour que le FRET soit efficace.
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Figure 40: Liaison des peptides angiotensines marqués a la 5-carboxyfluorescéine en N-ter aux SNAP-
tag-RCPG. Les cellules HEK293T transfectées avec le plasmide d’intérét sont marquées au Tb?*
pendant 1h puis incubées avec le peptide marqué (100 nM) en présence ou non du peptide non
marqué (10 uM). Les résultats sont obtenus en moyennant les rapports d’HTRF (n=2). FLUO : 5-

carboxyfluorescéine ; LNS : liaison non spécifique.

Plusieurs hypotheses sont possibles pour expliquer ces résultats : (a) ces peptides ne sont
effectivement pas des ligands de ces récepteurs, (b) le groupement SNAP-tag empéche la liaison des
peptides (méme s’il n"empéche pas la liaison de I"Angll sur les récepteurs AT1 et AT2), (c) le

groupement 5-carboxyfluorescéine empéche la liaison des peptides.

2.2.4  SYNTHESES D’ANALOGUES PEPTIDIQUES FLUORESCENTS

Pour savoir si la position du fluorophore a un impact sur la liaison du peptide a son récepteur et donc
pour répondre a I’hypothése (c), nous avons produit plusieurs analogues fluorescents de I’Angl-7 et
de I'alamandine (Figure 41). Le mode de liaison de I’Angl-7 et de I'alamandine a leur récepteur
respectif n’est pas connu a I'heure actuelle. Il est possible que la présence de la 5-
carboxyfluorescéine, trop encombrée, puisse empécher ce mode de liaison. C’est pourquoi nous
avons décidé « d’éloigner » cette 5-carboxyfluorescéine en ajoutant en N-ter des peptides, un ou 2

résidus B-alanine (B-Ala) pour réduire la géne stérique potentielle. Nous avons donc produit les B-
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Ala-Angl-7, (B-Ala);-Angl-7 et B-Ala-Alamandine. Nous avons ensuite greffé la carboxyfluorescéine
en N-ter par le méme protocole que celui mentionné ci-dessus (Figure 44A). Une purification finale
par HPLC permet d’obtenir le produit final pur. Les profils d’"HPLC analytique et les spectres de masse

des peptides marqués décrits ci-dessus sont répertoriés en annexes.
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Figure 41: B-Ala-Angl-7 et B-Ala-Angl-7 marquées a la 5-carboxyfluorescéine en N-ter. Le méme

marquage a été effectué pour la B-Ala-alamandine.

La liaison de ces peptides aux récepteurs Mas et MrgD a été testée comme pour la Figure 40.
Concernant les récepteurs AT1 et AT2, nous observons comme précédemment une augmentation
significative du rapport d’'HTRF en présence de FLUO-Angll. En revanche il n’y a pas de modification
de ce rapport en présence des analogues B-Ala de I'’Angl-7 et de I'alamandine marquées quel que
soit le récepteur testé (Figure 42). Ces peptides angiotensines fluorescents ne se fixent sur aucun des

récepteurs SNAP-tag-AT1, -AT2, -Mas et -MrgD.
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Figure 42: Liaison des peptides angiotensines analogues marqués a la 5-carboxyfluorescéine aux
SNAP-tag-RCPG. Les cellules transfectées avec le plasmide d’intérét sont marquées au Th?* pendant
1h puis incubées avec le peptide marqué (100 nM) en présence ou non du peptide non marqué (10
UM). Les résultats sont obtenus en moyennant les rapports d’HTRF (n=2). FLUO: 5-

carboxyfluorescéine ; LNS : liaison non spécifique.

Il est néanmoins probable que le mode de liaison de ’Ang1-7 sur Mas et de I'alamandine sur MrgD
ne soit pas similaire a celui de I’Angll sur AT1 et AT2. C’est pourguoi nous avons voulu produire ces
peptides avec le fluorophore en C-ter au lieu du N-ter.

Nous avons donc produit par SPPS les peptides Angl-7 et alamandine en remplacant 'acide aminé
en C-ter (la Phe) par une Lysipde: Angl-7- K-iypde (DRVYIH-Kivpde) €t alamandine-Kivpde (ARVYIH-Kiypde).
La Lys est ici greffée possede un groupement ivDde, groupement orthogonal clivé par I’hydrazine
(Figure 43). L'acide aminé en N-ter (Ala ou Asp) est dans ce cas protégé par un groupement Boc et

non Fmoc, labile en conditions acides.
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Figure 43: Représentation de la Fmoc-Lysiwpge-OH et de K7-Angl-7 marquée a la 5-

carboxyfluorescéine en C-ter entourée en vert. Le méme marquage a été effectué pour I'alamandine.
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La stratégie de synthése est de libérer une amine en C-terminal pour y greffer le groupement FLUO.
Pour cela, a partir du peptide linéaire brut encore greffé a son support nous ajoutons I’hydrazine qui
clive sélectivement le groupement ivDde de la Lys. L'amine N-terminale est toujours protégée par le
Boc et les chaines latérales encore protégées. Nous ajoutons alors la 5-carboxyfluorescéine en
présence d’"HCTU pour permettre son incorporation au niveau de I'amine libre de la Lys. Un test de
Kaiser nous permet de vérifier I'absence d’amine libre. Nous pouvons alors éliminer le groupement
Boc, cliver le peptide de son support et déprotéger les chaines latérales en milieu acide (Figure 44B).
Une purification finale par HPLC permet d’obtenir le produit final pur. Les profils d’"HPLC analytique

et les spectres de masse des 2 peptides marqués décrits ci-dessus sont répertoriés en annexes.

Ces 2 peptides K7-Ang1-7-FLUO et K7-Alamandine-FLUO ont aussi été testés sur les 4 SNAP-tag-RCPG.
Malheureusement, comme pour les autres dérivés testés nous n’avons observé aucune liaison de ces

peptides quel que soit le récepteur (Figure 42).
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Figure 44: Principe du marquage a la 5-carboxyfluorescéine en (A) N-ter et (B) C-ter des peptides

angiotensines.
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Bilan

Nous avons pu metre au point une méthode de liaison de I’Angll sur les récepteurs AT1 et AT2 basée
sur le principe du TR-FRET : I’Angll fluorescente se fixe de facon spécifique aux récepteurs AT1 et AT2.
Pour cela nous avons modifié les récepteurs AT1 et AT2 par I'ajout d’un domaine SNAP-tag en N-ter
et nous avons synthétisé I’Angll modifiée avec I'ajout d’un groupement 5-carboxyfluorescéine en N-

ter.

Concernant les récepteurs Mas et MrgD nous avons utilisé cette méme approche mais qui n’a pas
été concluante. Malgré la synthese d’autres types de dérivés fluorescents (avec l'ajout d’un
groupement 5-carboxyfluorescéine en C-ter, ou en N-ter, avec I'ajout de résidus B-alanine pour
éloigner le fluorophore en N-ter) de I’Ang1-7 et de I'alamandine aucune liaison spécifique n’a pu étre
mise en évidence sur les récepteurs SNAP-tag-Mas et SNAP-tag-MrgD, ni sur les récepteurs SNAP-
tag-AT1 et -AT2 d’ailleurs.

Compte tenu de ces résultats, il sera donc impossible de cribler une banque de toxines sur ces

récepteurs Mas et MrgD.

Néanmoins, nous restions confiants quant a I'idée de pouvoir utiliser les toxines de notre base de
données pour I'étude du systéme rénine angiotensine. Le point le plus délicat du projet étant de
trouver un test de liaison fiable, donc d’avoir des certitudes quant a la liaison d’un ligand sur sa cible
RCPG, nous avons cherché a étudier un récepteur pour lequel la caractérisation de la liaison du ligand

endogene est bien décrite.
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2.3 CRIBLAGE DE LA BANQUE VENOMICS SUR LE RECEPTEUR AT2

2.3.1 INTRODUCTION

Le récepteur AT2 et son ligand endogéene Angll est un couple caractérisé de longue date. L'Angll a
une affinité similaire pour AT1 et pour AT2 (Bosnyak et al., 2011). Notre intérét s’est d’autant plus
tourné vers ce récepteur qui aurait des effets physiologiques opposés a ceux du récepteur AT1.
Néanmoins, contrairement a AT1, sa caractérisation pharmacologique parait peu classique, la
littérature est encore pauvre concernant sa caractérisation fonctionnelle et les voies de transduction
du signal impliquées. De plus, il n’existe a ce jour pas d’autres ligands peptidiques que les

angiotensines, décrits pour ce récepteur.

Bien que nous ayons mis au point 2 méthodes de mesure de liaison pour le récepteur AT2 (par
I"utilisation de ligand fluorescent et de radioligand), nous avons décidé d’utiliser la méthode classique
faisant appel au radioligand : '?°-Sar1, lle8-Angll. En effet cette méthdode est plus facilement
adaptable a un criblage comprenant un tres grand nombre de points expérimentaux. Nous avons
donc décidé de cribler la banque de toxines synthétiques Venomics, grace au test de liaison de la ?°I-

Sarl, lle8-Angll sur le récepteur AT2.

Le projet Venomics a été développé par un consortium européen dont N. Gilles, au sein de notre
équipe, a été coordinateur. L’objectif était de mettre en place une banque riche de toxines animales
synthétiques représentative de la diversité moléculaire des venins. Il était ensuite nécessaire que
cette banqgue soit techniqguement facilement criblée sur nos cibles d’intérét. L’analyse des venins de
prés de 200 espéces par des approches protéomique et transcriptomique a permis d’identifier plus
de 20 000 toxines. Ces toxines ont été ensuite produites par voie recombinante (celles de plus de 35
acides aminées) ou par SPPS (celles de moins de 35 acides aminés) (Gilles and Servent, 2014; Reynaud
et al., 2020). La partie de la banque de toxines produites par SPPS contient environ 900 toxines, c’est

cette partie que nous avons criblée sur le récepteur AT2.

L’'ensemble de ces toxines a été synthétisé par SPPS pour obtenir un produit linéaire qui a été oxydé
pour former la forme finale tridimensionnelle fonctionnelle (les détails de synthése des toxines sont
détaillés dans le chapitre suivant). Chaque toxine a été déposée dans un puits de plaque 96 pour
conservation. Pour ce criblage nous avons utilisé 11 plagues de 96 puits comprenant chacune 80
toxines différentes a cribler.
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2.3.2  MISE AU POINT DES CONDITIONS DE CRIBLAGE

Nous avons mis au point les conditions de criblage en utilisant des membranes de cellules HEK293T
exprimant le récepteur AT2 et le radioligand '?°I-Sar1, lle8-Angll produit et purifié au laboratoire. |l
fallait s’assurer des conditions pour le criblage : quelle quantité de membranes par puits, quelle
quantité de radioligand introduite, quel temps d’incubation du radioligand pour obtenir un rapport
LT/LNS optimal. Nous avons mis au point des conditions avec des tests a petite échelle, par mesure
de LT et de LNS. L'analyse des puits dédiés a la mesure de la liaison totale et de la liaison non
spécifique permet de calculer la médiane associée ainsi que le MAD (median absolute deviation). Ces
valeurs sont ensuite nécessaires au calcul du facteur Z qui est une mesure statistique de I'effet de
taille. Ce facteur permet de quantifier I'aptitude des parametres d'un test a petite échelle a étre
utilisés dans un test de criblage a plus grande échelle. Il comprend 4 parametres : les médianes et les

MAD associées. Le facteur Z est considéré comme trés bon s’il est > 0,5.

3 MAD LT + 3 MAD LNS
médiane LT-médiane LNS

AvecZ=1—

Les conditions suivantes: 0,3 uL de membranes contenant le récepteur AT2, 30 000 CPM de
radioligand introduit nous ont permis d’obtenir un facteur Z de 0,72 et un rapport LT/LNS de 6,5 et

ont été validées pour le criblage (Figure 45).
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Figure 45: Résultats des tests préliminaires pour le criblage sur le récepteur AT2. La radioactivité est
mesurée en désintégrations par minute (DPM). LT : liaison totale ; LNS : liaison non spécifique ; MAD

median absolute deviation.
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2.3.3  CRIBLAGE DE LA BANQUE DE TOXINES

Nous avons donc effectué le criblage de cette partie de la banque Venomics de toxines synthétiques
sur le récepteur AT2 par inhibition de |a liaison de *?°|-Sar1, lle8-Angll.

Chaque puits de criblage contient entre 1 et 10 uM de peptides oxydés. Une colonne par plaque est
dédiée ala mesure de la LT et une colonne dédiée a la mesure de la LNS. Aprés incubation, les plaques
sont filtrées et la radioactivité résiduelle est mesurée avec un compteur gamma. Nous avons calculé
la médiane des valeurs de radioactivité de chaque puits, ainsi que la MAD. Nous avons sélectionné
les peptides pour lesquels la valeur de liaison était en dehors de I'intervalle de +/- 3MAD autour de
la médiane. Sur les 880 toxines criblées, 26 donnent des valeurs s’écartant de la médiane +/- 3 MAD.
Ces toxines appelées « hit » représentent donc 3% des peptides testés (Figure 46). De plus, ces hits

sont répartis dans des plaques différentes, nous n’observons pas « d’effet de plaque ».
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Figure 46: Résultats du criblage de la banque Venomics sur le récepteur AT2. Toutes les valeurs de
radioactivité de chaque puits sont répertoriées. En rose, sont représentés les hits sélectionnés pour

la suite de la caractérisation. La radioactivité est mesurée en désintégration par minute (DPM).

2.3.4  CARACTERISTIQUES DE LIAISON DES TOXINES

Le criblage de la banque Venomics sur AT2 a permis de mettre en évidence 26 hits. Parmi ces hits et
en plus d’'une analyse détaillée des séquences des zones proches des 3 MAD, nous avons sélectionné
20 toxines pour les synthétiser et effectuer une confirmation et une premiere caractérisation de leur
liaison sur les récepteurs aux angiotensines. Ces hits ont été sélectionnés pour les raisons suivantes :
(a) leur séquence n’était renseignée dans aucune banque peptidique, (b) ils n’avaient pas
d’homologie de séquence entre eux ni avec d’autres peptides connus, (c) ils sont issus d’organismes

multiples et offrent des motifs de cystéines variés (Tableau 3).
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N° Motifs de
Organisme Séquence

Venomics cystéines
P010342 Conus miliaris CCPRRPVCCFP CC-CC
P010343 Conus miliaris LQTHWNKRCCPRRPVCCFP CC-CC
P010658 Conus lividus CGHSGAGCYRRPCCPGLHCSGGHAGGLCV C-C-CC-C-C
P011105 Hadrurus arizonensis SGTKCSSSNQCTRPCRYGGGTHGKCMNGRCRCYG | C-C-C-C-C-C
P011298 Hottentotta trilineatus DFCSKCSSICRGRKKGVKVCRPPYSCKCTHG C-C-C-C-C-C
P011726| Parabuthus transvaalicus RCPFSSSRCVLHCRDNGFSNGKCRWFKCKCL C-C-C-C-C-C
P011881 Poecilotheria regalis CSQLLGSCTKDSDCCSLMSCPPNWPRYCSWYSVF C-C-CC-C-C
P014565 Conus miliaris CHFWVCP C-C
P014704 Conus canonicus CCSWDHDCVSDGECGM CC-C-C
P014781 Conus litoglyphus FHYCQCECPPGFKGKFCQFKLRPP C-C-C-C
P014822 Conus arenatus GCCSMKYCDFMCDCC CC-C-C-CC
P016638 Centruroides gracilis CRSHRDCRYCGPFGGRCTGYRQCLCNYGR C-C-C-C-C-C
PO17577 Poecilotheria ornata CRRFWGGCSRDSDCCKHLSCKRKWPNICL C-C-CC-C-C
P018689 Avicularia avicularia ACRWMFGGCTVDADCCKHLHCVGKSSCLWSLTV C-C-CC-C-C
P018826 Avicularia avicularia DCATFWSSCTKHNCCGSLKCSRRGGVCKFG C-C-CC-C-C
P018857 Avicularia avicularia RGCFREGHACTKSAPCCRPMKCKERKCTKT C-C-CC-C-C
P018868 Avicularia avicularia DNCIHGGQFCGLPQYGPLCCSGFCAGACL C-C-CC-C-C
P020670 Lasiodora parahybana FCFPEGRPCTTSARCCIPMVCKQRKCLRS C-C-CC-C-C
P020701 Lasiodora parahybana ASALMAQADLRGCCSNPPCSYLNPACG CC-C-C
P021763 Phoneutria pertyi KEIIVPVLRQNRNSDEEECCIYPWCDGGCRCC CC-C-C-CC

Tableau 3: Liste des 20 peptides sélectionnés lors du criblage sur le récepteur AT2.

Dans un premier temps, ces 20 peptides ont d( étre synthétisés en quantité suffisante pour leur
étude. IIs ont été produits selon la méthode détaillée ci-apres : synthése du peptide linéaire par SPPS,
purification par HPLC, oxydation du peptide pour former les ponts disulfure, purification par HPLC de
la forme oxydée (Chapitre 3).

Dans un second temps, afin de confirmer ou infirmer la potentialité de chaque peptide a se lier au

récepteur AT2, des tests de liaison par compétition ont été réalisés dans des conditions similaires a
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celles utilisées pour le criblage mais en testant I'effet dose-dépendant pour chacun d’entre eux. Nous
avons testé chaque toxine a des doses allant de 45 nM jusqu’a 100 uM en présence de 0,5 nM de
radioligand '%°1-S118-Angll. Dans ces conditions un effet dose-dépendant d’inhibition de la liaison du
radioligand doit étre observé pour que le peptide testé soit confirmé comme hit. De plus, cet effet
dose-dépendant permet de déterminer son affinité. Nous avons observé cet effet dose-dépendant
pour 3 toxines (hits confirmés, Figure 48), les 17 autres ne montrant pas d’effet sur la liaison du
radioligand au récepteur AT2 (Figure 47) ont été qualifiés de faux positifs. Ce taux de faux positif de
85% est exceptionnellement élevé. Des explications sont possibles :

(a) Chaque puits criblé contient le brut de synthese peptidique, et non la toxine purifiée. Il est
donc possible que I'activité trouvée lors du criblage soit due a un dérivé de synthése plutot
qu’a la toxine elle-méme.

(b) La concentration de produit dans chaque puits criblé n’est pas mesurée de facon précise. Il
est possible que cette concentration soit sous-évaluée et qu’elle ne soit pas atteinte en test

de compétition.
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Figure 47: Courbes de liaison par compétition de *?°I-Sar1, Ile8-Angll sur des membranes contenant
le récepteur AT2 en présence de 4 peptides issus du criblage primaire : P020701 P010658, P011105,

P021763. Les données sont exprimées en DPM.

Comme montré par 'analyse des courbes de compétition avec la *2°I-Sarl, Ile8-Angll, les 3 toxines
retenues montrent une affinité de I'ordre du micromolaire pour le récepteur AT2 (Figure 48). Elles
ont été nommeées selon la nomenclature suivante :

-La premiere lettre fait référence au systéme physiologique ciblé par la toxine : A pour angiotensine.

114



-Les 3/4 lettres suivantes font référence a la famille de toxine : CTX pour conotoxine, TRTX pour toxine
ICK.
-La derniére partie concerne I'organisme dans lequel la toxine a été isolée : cMila et MilVa pour Conus

miliaris, Porla pour Poecilotheria ornata. Le ¢ minuscule correspond a ‘cyclique’.

Ces toxines correspondent aux peptides (Tableau 3) :
-P014565: A-CTX-cMila : CHFWVCP
-P010343: A-CTX-MilVa : LQTHWNKRCCPRRPVCCFP

-P017577: A-TRTX-Porla : CRRFWGGCSRDSDCCKHLSCKRKWPNICL

A B
Toxine Ki AT2
100 -o- A-CTX-cMila -
+ A-CTX-MilVa A-CTX-cMila 28uM £2,1 uM
- A-TRTX-Porla A-CTX-MilVa 11uM 1,6 uM
50 ] A-CTX-Porla 5,2uM 0,7 uM

Liaison
[1251]-5118-Angll
(% liaison spécificique max)

8 6 4
log(toxines) [M]
Figure 48: Caractérisation de la liaison des toxines sur le récepteur AT2. (A) Courbes de liaison par
compétition de 1?°-Sar1, Ile8-Angll sur des membranes contenant les récepteurs AT2 en présence de
A-CTX-cMila, A-CTX-MilVa, A-TRTX-Porla. Les données sont exprimées en % de liaison spécifique de
1251-Sar1, lle8-Angll en I'absence de toxine. Les valeurs sont des moyennes (%) + SEM (n =33 5). (B)
Tableau récapitulatif des Ki pour les 3 toxines testées sur le récepteur AT2. Les valeurs sont des

moyennes (%) £ SEM (n=3a5).

Afin d’étudier leur sélectivité de cible, ces toxines ont aussi été testées sur le récepteur AT1, qui
présente plus de 30% d’homologie de séquence avec le récepteur AT2 et partage le méme ligand
endogéne. Comme le montrent les courbes de compétition, A-CTX-MilVa et A-TRTX-Porla se lient
aussi au récepteur AT1 avec des affinités micromolaires comparables a celles mesurées sur le
récepteur AT2 (Figure 49).

Cependant, de maniere intéressante, A-CTX-cMila montre une affinité 100 fois plus importante pour

le récepteur AT1 que AT2, avec un Ki d’environ 300 nM pour le récepteur AT1.

115



100 . .
— Toxine Ki AT1
) -o- A-CTX-cMila
-CTX-cMi +

< -+ A-CTX-MilVa A-CTx-cMila 0,32 UM 0,14 M
S ® ~ A-TRTX-Porla A-CTX-MilVa 1,4 UM £ 0,2 uM
o
g 3 50 A-CTX-Porla 6,0 UM £ 2,8 pM
-y

[Tp])

(o]

=,

(% liaison spécificique max)

0 T T I
-8 -6 -4

log(toxines) [M]

Figure 49: Caractérisation de la liaison des toxines sur le récepteur AT1. (A) Courbes de liaison par
compétition de 1?°-Sar1, Ile8-Angll sur des membranes contenant les récepteurs AT1 en présence de
A-CTX-cMila, A-CTX-MilVa, A-TRTX-Porla. Les données sont exprimées en % de liaison spécifique de
1251-Sar1, lle8-Angll en I'absence de toxine. Les valeurs sont des moyennes (%) + SEM (n =33 5). (B)
Tableau récapitulatif des Ki pour les 3 toxines testées sur le récepteur AT1. Les valeurs sont des

moyennes (%) £ SEM (n=3a5).
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2.4 CONCLUSION — DISCUSSION

2.4.1  MISE EN PLACE DE TESTS DE LIAISON SUR LES RECEPTEURS MAS ET MRGD

Le but initial était de cribler la banque de toxines Venomics afin d’identifier des ligands des récepteurs
Mas et MrgD. Pour cela nous avons choisi d’utiliser un test qui repose sur le principe de compétition
entre un ligand marqué et les compétiteurs testés pour la liaison au récepteur cible: si les
compétiteurs se fixent sur le récepteur, nous devons observer une diminution de la liaison du ligand
marqué. Pour que cette approche soit applicable, il faut disposer d’un ligand marqué et de cellules
exprimant le récepteur d’intérét. Nous avons synthétisé de nombreux ligands des récepteurs Mas et
MrgD (radiomarqués ou fluorescents) et exprimé les récepteurs dans des cellules HEK293T.
Malheureusement, aucun des tests de liaison que nous avons réalisés n’a permis de détecter une

liaison spécifique des ligands synthétisés sur les récepteurs Mas et MrgD.

Nous avons axé nos efforts sur la mise en place de tests de liaison avec des ligands radioactifs ou
fluorescents, en tentant d’optimiser les conditions, de trouver le meilleur ligand, de s’assurer de la
bonne fonctionnalité du récepteur. Comme de nombreuses équipes, nous avons aussi été confrontés
a ce probléme : dans notre modele d’étude nous n’avons pas observé de liaison de I"’Angl1-7 (ni
d’autres peptides angiotensines) sur le récepteur Mas, ni de liaison de I"alamandine (ni d’autres
peptides angiotensines) sur le récepteur MrgD. Nous sommes parvenus a cette conclusion a la fois
grace a l'utilisation de ligands radioactifs (**°I-Angl-7 et '?°I-Sarl, lle8-Angll) et de ligands

fluorescents.

Quelles hypotheses ?
Il est fort possible que I’Angl1-7 ne soit tout simplement pas le ligand préférentiel du récepteur Mas

et que les effets observés in vivo soient expliqués par :

L’Angl-7 ne serait effectivement pas un ligand de Mas

L'idée que I’Angl-7 est le ligand préférentiel du récepteur Mas a été proposée a la suite d’études sur
des modeéles ex vivo et in vivo. En effet, la plupart des effets observés chez I'animal apres
administration d’Angl-7 sont absents chez le modele KO Mas, argument le plus convaincant en
faveur de I’Ang1-7 comme ligand du récepteur Mas (Wiemer et al., 2002).

Une seule équipe, Santos et al., a mis en évidence la liaison de I’'Ang1-7 a Mas in vitro. lls ont montré

que la ?°I-Angl-7 se liait a Mas avec une haute affinité (Kd = 0,83 nM) dans des cellules CHO
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transfectées surexprimant Mas. De plus, la liaison du radioligand était inhibée par I'’Angl-7 et
I’antagoniste de Mas A-779 avec une affinité de I'ordre du nM. Cependant, I'inhibition de la liaison
de 2°I-Ang1-7 n’est pas totale, on observe un maximum d’inhibition de 60% a partir de 1 uM d’Ang1-
7 indiquant que la liaison spécifique de la 12°I-Ang1-7 n’est que de 40% de la liaison totale. Par ailleurs,
les auteurs observent une trés faible liaison totale d’environ 60 fmol/mg (Santos et al., 2003). Ces
conditions expérimentales ne sont de toute facon pas favorables a la mise en place d’un test de
criblage.

L'interaction directe entre Angl-7 et le récepteur Mas est trés controversée et n’a pas été
définitivement démontrée. De nombreuses équipes ont tenté de caractériser la liaison de 'Ang1-7
sur Mas, en vain. Par ailleurs, des travaux suggérent que I’Ang1-7 ne serait pas le ligand préférentiel
du récepteur Mas (Gaidarov et al., 2018; Stoyell-Conti et al., 2021; Tirupula et al., 2014). Gaidarov et
al. vont méme jusqu’a intituler leur étude “Angiotensin (1-7) does not interact directly with MAS1,

but can potently antagonize signaling from the AT1 receptor”.

Une liaison de ’Ang1-7 au récepteur AT1 ?

Gaidarov et al. ont aussi montré que I’Ang1-7 avait plutdt un effet antagoniste sur le récepteur AT1
sans aucun effet sur le récepteur Mas (Gaidarov et al., 2018). Teixeira et al. ont aussi montré que
I’Ang1-7 est un ligand du récepteur AT1, déplacant la liaison de I'’*H-Angll avec un Ki de plus de 200
nM. lls ont méme montré un effet agoniste biaisé B-arrestine sur le récepteur AT1 sans aucun effet

sur la voie Gq de AT1 (Teixeira et al., 2017).

Une hétérodimérisation avec un autre récepteur/partenaire ?

Il est possible que ces récepteurs Mas aient besoin d’un partenaire pour médier leurs actions et que
les effets in vivo observés soient expliqués par une hétérodimérisation avec un autre récepteur. Il a
été suggéré en effet que Mas pouvait former des hétérodiméres notamment avec les récepteurs AT1
et AT2 (Lyngsg et al, 2009; Patel and Hussain, 2018). Cela pourrait expliquer les effets
contrebalangant ceux dus a I'activation de AT1, par action synergique avec le récepteur AT2 et/ou

par un mécanisme agoniste biaisé B-arrestine sur le récepteur AT1 évoqué ci-dessus.

Une liaison due a un autre métabolite des peptides angiotensines ?
Les peptides angiotensines dérivés de I’Angll sont multiples. Il est aussi possible que les effets des
récepteurs Mas et MrgD soient plutdot médiés par un peptide métabolite autre que I'’Angl-7 et

I'alamandine respectivement. En effet, comme montré dans l'introduction, de part leur nature
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peptidique ces angiotensines peuvent étre clivées par des protéases. In vivo, il est donc possible que
ces peptides agissent différemment/indirectement car ils seraient métabolisés en d’autres peptides
angiotensines. Ainsi, les effets montrés in vivo sur des souris KO Mas ou MrgD ne seraient pas visibles
in vitro. Cette hypothese est renforcée par le fait qu’il a été montré que I’Angl-7 se fixe sur des

métalloprotéases (Stoyell-Conti et al., 2021) et pourrait donc étre substrat de ces enzymes.

Pour le récepteur MrgD, personne n’a véritablement montré la liaison de I'alamandine sur le
récepteur. Néanmoins, comme pour Mas, les effets physiologiques de I'alamandine et de MrgD ont
été observés chez le modeéle murin, sans pouvoir mettre en évidence de liaison effective de

I"alamandine sur MrgD in vitro (Qaradakhi et al., 2016).

2.4.2  CRIBLAGE DE TOXINES SUR LE RECEPTEUR AT2

Nous n’avons pas pu mettre en place le criblage de toxines sur le récepteur Mas, ni par I'utilisation
de ligand fluorescent ni de radioligand. En revanche, nous avons pu cribler la banque Venomics de
900 toxines sur le récepteur AT2 par test de compétition avec la 12°I-Sar1, lle8-Angll.

Ce criblage a permis de mettre en évidence 3 toxines aux affinités micromolaires pour le récepteur
AT2. Ces trois toxines se lient également au récepteur AT1, 2 d’entre elles ont une affinité

micromolaire pour ce récepteur et la troisieme possede une affinité submicromolaire.

Ces toxines sont :

- A-TRTX-Porla : Elle est issue de I'araignée Poecilotheria ornata et a un Ki de 5,2 uM pour AT2 et de
6,0 UM pour AT1. Sa séquence CRRFWGGCSRDSDCCKHLSCKRKWPNICL de 29 acides aminés contient
6 résidus Cys permettant la formation de 3 ponts disulfure. La disposition des cystéines est
classiqguement la signature d’une toxine de type ICK (Inhibitory cysteine knot), tres répandues et
caractérisées par la présence du motif -C-C-CC-C-C- (ponts I-IV; II-V; IlI-VI). Les toxines ICK sont
généralement composées de 23-35 acides aminés, se trouvent chez de nombreux animaux venimeux,
araignées, scorpions, cones et anémones de mer, et sont principalement associées a l'inhibition des
canaux ioniques voltage-dépendants. La toxine N-TRTX-Pregla, déja caractérisée au laboratoire,
posséde aussi une structure de type ICK et cible les sous-types du récepteur a la mélanocortine MC1R,
MC3R, MC4R et MC5R (Reynaud et al., 2020). A notre connaissance, A-TRTX-Porla et N-TRTX-Pregla

sont les seules toxines ICK décrites qui ciblent des RCPG.
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- A-CTX-MilVa : Elle est issue du cone marin Conus miliaris et a un Ki de 11 uM pour AT2 et de 1,4 uM
pour AT1. Elle contient 19 acides aminés dont 4 résidus Cys. Sa séquence LQTHWNKRCCPRRPVCCFP
montre 2 paires de cystéines vicinales pouvant former 2 ponts disulfure, motif structural peu
fréquent. C'est le motif CC-C-C qui est le plus courant dans cette classe de conotoxines. Néanmoins
le motif CC-CC contient des membres appartenant a la superfamille T, comme la t-CnVa
(ECCHRQLLCCLRFV) interagissant avec les récepteurs de la somatostatine mais qui n’a pas

d’homologie de séquence avec A-CTX-MilVa (Petrel et al., 2013).

- A-CTX-cMila : Elle est aussi issue du cone Conus miliaris. Son Ki pour AT2 est de 28 uM et pour AT1
de 300 nM. Elle est donc environ 100 fois plus affine pour le récepteur AT1, présentant ainsi une
|égere sélectivité envers AT1. C'est une conotoxine cyclique de seulement 7 acides aminés dont 2
Cys, ce qui en fait une toxine cycligue (CHFWVCP). La nature cyclique de A-CTX-cMila n'est pas
commune dans la famille des conotoxines et se trouve seulement dans les familles des contryphans
qui ciblent des canaux ioniques et les conopressines qui ciblent la famille des récepteurs de la

vasopressine et de I'ocytocine.

= Nous avons donc découvert les 3 premieres toxines ciblant les récepteurs de I’Angll, AT1 et
AT2. Ces toxines n’ont pas d’homologie de séquence avec d’autres peptides connus et leur
séquence n’est renseignée dans aucune base de données publique.

= Apres avoir caractérisé en liaison ces toxines, il est nécessaire de déterminer leur mode
d’action sur les récepteurs cibles, mais pour cela, une production a plus grande échelle est

nécessaire.
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3 Résultats : Production des toxines

3.1 PRODUCTION DE PEPTIDE LINEAIRE PAR SPPS

Principe général :

La synthese peptidique sur phase solide (SPPS) a été développée en 1963 par Merrifield lui offrant le
prix Nobel de chimie en 1984 (Merrifield, 1963). La synthése des peptides s’effectue en ajoutant un
a un chaque acide aminé (AA) et I'élongation de la chaine peptidique se fait par création d’une liaison
amide entre I'acide carboxylique d’un AA a greffer et la fonction amine de I’AA greffé, c’est-a-dire de
I'extrémité C-ter vers l'extrémité N-ter du peptide final. Elle s’effectue sur support solide: le
carboxylate du premier acide aminé est greffé sur une résine. Nous utilisons la stratégie Fmoc (9-
fluorénylméthoxycarbonyle). Dans ce cas, la fonction NH, de 'acide aminé a greffer est protégée par
un groupement Fmoc, n’autorisant ainsi que la réaction entre I'amine terminale de I'acide aminé
greffé au peptide au cycle précédent et I'acide carboxylique terminal activé de I'acide aminé a greffer.
Les fonctions réactives des chaines latérales sont aussi protégées pendant toute la synthése. Cette
synthése par stratégie Fmoc repose sur l'orthogonalité entre ce groupement Fmoc, labile en
conditions basiques, et les groupements protecteurs des chaines latérales, labiles en conditions
acides. La synthese va donc s’effectuer par alternance d’étapes de déprotection du Fmoc de I'AA
greffé, activation de I'acide carboxylique de I'AA a greffer, couplage de I'AA sur la chaine déja
existante, suivies d’un clivage du dernier groupement Fmoc. A I'étape finale, les groupements
protecteurs des chaines latérales ainsi que le lien a la résine seront déprotégées libérant ainsi le

peptide synthétisé (Figure 50). Les détails des étapes de la SPPS sont donnés en annexe.
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Figure 50: Synthese peptidique sur phase solide.
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Résultats :

Les 20 peptides issus du criblage ont été synthétisés au laboratoire en vue de I'analyse de leurs
caractéristiques pharmacologiques. Nous détaillons ici la production des 3 toxines sélectionnées a
I'issue de cette analyse, la production des 17 autres peptides initialement choisis ayant été conduite
de la méme facon.

Nous avons pour objectif de caractériser pharmacologiquement ces 3 toxines. Pour cela, il est
nécessaire de les synthétiser en quantité importante pour effectuer des tests pharmacologiques. Le
Tableau 4 récapitule les séquences peptidiques des 3 toxines issues du criblage sur le récepteur AT2

gue nous avons produites chimiguement.

Nombre de
Toxine Séquence Espéce
ponts disulfure
A-CTX-cMila CHFWVCP 1 Conus miliaris
A-CTX-MilVa LQTHWNKRCCPRRPVCCFP 2 Conus miliaris
A-TRTX-Porla | CRRFWGGCSRDSDCCKHLSCKRKWPNICL 3 Poecilotheria ornata

Tableau 4 : Caractéristiques des 3 toxines produites.

Nous avons réalisé la synthése des toxines sur phase solide sur un synthétiseur de peptides
automatisé « Prelude » (Gyros) a une échelle de 25 umoles par réacteur de synthése, avec une résine
Wang pré-greffée avec le premier AA de la séquence, en répétant chaque étape de couplage d’AA 2
fois (2x10 min ; 10 éq AA et 10 éq HCTU). Pour chaque toxine, le peptide brut de synthése obtenu est
analysé par LC-MS afin d’identifier le pic correspondant au peptide d’intérét. Ce peptide est ensuite
purifié par HPLC (en phase inverse) et son identité et sa pureté controlées par HPLC analytique (en
phase inverse) et par spectrométrie de masse de type MALDI-TOF. Les chromatogrammes de
purification, ainsi que les analyses LC-MS du produit brut de synthése sont répertoriés en annexe.

Tous les chromatogrammes et spectres sont représentatifs de tous les lots produits.

La toxine A-CTX-cMila est un peptide de 7 AA. La synthese de la forme linéaire s’est déroulée sans
difficulté (cf annexe 4). A partir d'une quantité initiale de résine de 25 umoles, nous obtenons en
moyenne 9 mg (10 umoles) de peptide linéaire purifié soit 40% de rendement. La forme linéaire du
peptide élue a 33% d’ACN (Figure 51A). L'analyse du produit final par spectrométrie de masse de type
MALDI-TOF montre une masse unique expérimentale [M+H]* : 891,2507 (Figure 51B) correspondant

au peptide linéaire (M théorique = 890,346 Da).
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Figure 51: Controle qualité de la forme linéaire de A-CTX-cMila. (A) HPLC analytique du produit
linéaire purifié. Colonne XBridge Peptide BEH C18 300A 3,5 um 4,6 x 150 mm ; 0-60 % d’ACN & 1%
d’ACN/min ; débit : 1 mL/min. (B) Analyse par spectrométrie de masse MALDI-TOF du produit linéaire
purifié. La masse notée correspond a la masse monoisotopique. L'encard est un zoom sur le massif

isotopique correspondant a la masse majoritaire. AU : absorbance unit.

La toxine A-CTX-MilVa est un peptide de 19 AA. L'analyse LC-MS du produit brut de synthése montre
la présence tres majoritaire du produit linéaire (cf annexe 5). Aprés purification, nous obtenons en
moyenne 21 mg (9 umoles) de peptide linéaire purifié soit 36% de rendement, a partir d'une quantité
initiale de résine de 25 pumoles. La forme linéaire du peptide élue a 31,5% d’ACN (Figure 52A).
L'analyse du produit final par MALDI-TOF montre une masse unique expérimentale [M+H]*:

2344,0674 (Figure 52B) correspondant au peptide linéaire (M théorique = 2343,101 Da).
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Figure 52: Contréle qualité de la forme linéaire de A-CTX-MilVa. (A) HPLC analytique du produit
linéaire purifié. Colonne XBridge Peptide BEH C18 300A 3,5 um 4,6 x 150 mm ; 0-60 % d’ACN & 1%

d’ACN/min ; débit : 1 mL/min. (B) Analyse par spectrométrie de masse MALDI-TOF du produit linéaire
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purifié. La masse notée correspond a la masse monoisotopique. L'encard est un zoom sur le massif

isotopique correspondant a la masse majoritaire. AU : absorbance unit.

La toxine A-TRTX-Porla est un peptide de 29 AA. L’analyse LC-MS du produit brut de synthése montre
la présence majoritaire du produit linéaire avec néanmoins la présence d’'impuretés de synthese (cf
annexe 6). Aprés purification, nous obtenons en moyenne 40 mg (12 umoles) de peptide linéaire
purifié soit 47% de rendement, a partir d'une quantité initiale de résine de 25 umoles. La forme
linéaire du peptide élue a 33,5% d’ACN (Figure 53A). L'analyse du produit final par MALDI-TOF montre

une masse unique expérimentale [M+H]* : 3458,1423 (Figure 53B) correspondant au peptide linéaire

(M théorique = 3456,571 Da).

A B 1l
g 3458.1423
0.4- . W
A=280 nm w0 ;
0.3 0 g Vg m/z
'\? 7 3453.0 3458.6 3464.2 3469.8
2
) = m/z= 3458.1423
< 0.2- @ o /2
.g 50 m/z =1729.9836 1+
10 2+
[J]
0.1 e,
0.025 30 35 40 a5 m- B— T i .JL Ll
700 1360 2020 2680 3340 m/z

temps (min)

Figure 53: Controle qualité de la forme linéaire de A-TRTX-Porla. (A) HPLC analytique du produit
linéaire purifié. Colonne XBridge Peptide BEH C18 300A 3,5 um 4,6 x 150 mm ; 0-60 % d’ACN & 1%
d’ACN/min ; débit : 1 mL/min. (B) Analyse par spectrométrie de masse MALDI-TOF du produit linéaire
purifié. La masse notée correspond a la masse monoisotopique. L'encard est un zoom sur le massif

isotopique correspondant a la masse majoritaire. AU : absorbance unit.

Les rendements et la pureté satisfaisants des formes linéaires des toxines A-CTX-cMila, A-CTX-MilVa
et A-TRTX-Porla permettent la poursuite de la production des 3 toxines et de passer a |'étape

d’oxydation de ces formes linéaires purifiées (Tableau 5).
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Masse exacte
Toxine €280 nm (L/mol/cm) | Rendement de la forme linéaire purifiée (%)
monoisotopique (Da)

A-CTX-cMila 890,346 5500 40
A-CTX-MilVa 2343,101 5500 36
A-TRTX-Porla 3456,571 11000 47

Tableau 5: Caractéristiques des peptides linéaires.

3.2 PRODUCTION DE PEPTIDE OXYDE

Principe général :

La présence de cystéines dans la séquence primaire du peptide permet la formation de ponts
disulfure par oxydation de leurs fonctions thiol libres. Ces ponts engendrent une structuration
tridimensionnelle finale permettant la fonctionnalité du peptide. Les 3 toxines synthétisées
possedent 1, 2 ou 3 ponts disulfure. Nous avons mis au point un protocole d’oxydation dite
thermodynamique. Dans ce cas, les ponts disulfure se forment selon un appariement spontané car
tous les thiols sont déprotégés en méme temps : a la fin de la synthése du peptide linéaire, les
groupements trityl protecteurs des thiol des cystéines sont éliminés par la solution de déprotection
a base de TFA (acide trifluoroacétique). Le tampon d’oxydation est composé de HEPES 100 mM pH
7,5 EDTA 1 mM, cystéine 1 mM, cystine 0,1 mM, ACN 20%. Le peptide linéaire préalablement purifié
est ajouté (20 uM) dans le tampon d’oxydation. La réaction d’oxydation a lieu a température
ambiante pendant 48 heures.

Le couple redox cystéine-cystine présent dans le tampon permet la formation des ponts disulfure par
oxydation. Pour un peptide avec 2 cystéines, nous ne pouvons former qu’un pont. Pour un peptide
avec 4 cystéines nous pouvons former 2 ponts conduisant a 3 formes possibles (¢f 1.2.2.1). Enfin, un
peptide contenant 6 cystéines se réticule avec 3 ponts et peut se replier de 15 facons différentes.
Avec cette technique d’oxydation nous ne contrblons pas la/les forme(s) obtenue(s). En revanche,
cette technique permet d’obtenir une forme la plus thermodynamiquement stable. Il est possible
gue ce soit cette forme qui se retrouve en majorité dans les conditions naturelles dans le venin de

I"animal.
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Résultats :

A-CTX-cMila possede 2 Cys, elle ne peut former gqu’un pont disulfure et par conséquent une seule
forme de la toxine peut étre obtenue. L'oxydation de la toxine s’est déroulée sans difficulté. A partir
d'une quantité initiale de résine de 25 umoles, nous obtenons en moyenne 3 mg (3,3 umoles) de
peptide oxydé purifié soit 15% de rendement final. La forme oxydée est plus hydrophobe que la
forme linéaire, avec un décalage de 3% d’ACN (Figure 54A). L'analyse du produit final par LC-MS
montre une masse unique expérimentale [M+H]*: 889,3 (Figure 54B) correspondant au peptide

oxydé (M théorique = 888,346 Da).
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Figure 54: Controle qualité de la forme oxydée de A-CTX-cMila. (A) HPLC analytique du produit oxydé
purifié. Colonne XBridge Peptide BEH C18 3004 3,5 pm 4,6 x 150 mm ; 0-60 % d’ACN & 1% d’ACN/min
; débit : 1 mL/min. (B) Spectre de masse ESI-MS (ESI +) extrait de I"analyse LC-MS du produit oxydé

purifié. AU : absorbance unit.

A-CTX-MilVa possede 2 paires de cystéines vicinales, elle se replie grace a la formation de 2 ponts
disulfure. Le profil d’oxydation de cette toxine Figure 55A montre que I'oxydation n’est pas totale. Le
pic majoritaire (en bleu, Figure 55A) a été purifié malgré la présence de nombreuses impuretés de
synthese mais aussi d’autres formes de la toxine car la méme masse est retrouvée (les spectres de
masse sont montrés en annexe 7). A partir d'une quantité initiale de résine de 25 umoles, nous
obtenons en moyenne 4 mg (1,7 umoles) de peptide oxydé purifié soit 6% de rendement final. La
forme oxydée est plus hydrophobe que la forme linéaire, avec un décalage de 4% d’ACN (Figure 55B).
L'analyse du produit final par LC-MS montre une masse unique expérimentale [M+3H]** : 781,1 (donc

[M+H]* : 2340,3) (Figure 55C) correspondant au peptide oxydé (M théorique = 2339,101 Da).
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Figure 55: Contréle qualité de la forme oxydée de A-CTX-MilVa. (A) Profil du chromatogramme de
purification du produit oxydé. En bleu, pic récolté correspondant au produit final. Colonne Vydac C18
300A 10 pm 10 x 250 mm ; 0-60 % d’ACN & 1% d’ACN/min ; débit : 4 mL/min. (B) HPLC analytique du
produit oxydé purifié. Colonne XBridge Peptide BEH C18 300A 3,5 um 4,6 x 150 mm ; 0-60 % d’ACN
a 1% d’ACN/min ; débit : 1 mL/min. (C) Spectre de masse ESI-MS (ESI +) extrait de I"analyse LC-MS du

produit oxydé purifié. AU : absorbance unit.

A-TRTX-Porla posséde 6 cystéines, elle se replie grace a la formation de 3 ponts disulfure. Le profil
d’oxydation de cette toxine Figure 56A montre que I'oxydation n’a pas été totale. Le pic majoritaire
(en bleu) est conservé, mais nous observons un épaulement a I'avant de ce pic. L’analyse par MALDI-
TOF de cet épaulement montre la présence d’une forme de la toxine. De méme, I'analyse par MALDI-
TOF des pics récoltés orange et vert montre aussi la présence d’autres formes de la toxine car la
méme masse est retrouvée (les détails des analyses de masse de ces pics sont donnés annexe 8). La
forme oxydée est plus hydrophile que la forme linéaire, avec un décalage de 6% d’ACN mais ce pic
observé en HPLC analytique est aussi moins résolu, confirmant la présence d’autres produits (Figure
56B). En effet, I'analyse du produit final par LC-MS montre 2 pics difficiles a séparer avec
respectivement une masse unique expérimentale [M+3H]3* : 1151,8 et 1151,9 (donc [M+H]* : 3452,4
et 3452,7 respectivement) (Figure 56C, D) correspondant a 2 formes du peptide oxydé (M théorique

= 3450,571 Da). Ainsi, I'oxydation par la méthode thermodynamique de A-TRTX-Porla provoque la
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formation non contrélée de plusieurs formes. La pureté de la forme finale oxydée correspondant au
pic majoritaire n’est pas totale et le rendement est mauvais : a partir d'une quantité initiale de résine
de 25 umoles, nous obtenons en moyenne 1 mg (0,3 umole) de peptide oxydé purifié soit 1% de
rendement final.

Nous avons testé plusieurs conditions d’oxydation pour améliorer le rendement de synthése et la
pureté (cf annexe 9), malheureusement, aucune n’a apporté d’amélioration. De plus, nous avons
collaboré avec Smartox Biotechnology, une entreprise spécialisée dans la production de toxines,
notamment celles comportant plusieurs ponts, pour la synthése de cette toxine. lls ont aussi testé de
nombreuses conditions d’oxydation (cf annexe 10), aucune n’a apporté d’amélioration majeure pour

la production de la forme finale pure oxydée.
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Figure 56: Contréle qualité de la forme oxydée de A-TRTX-Porla. (A) Profil du chromatogramme de
purification du produit oxydé. En bleu, pic récolté correspondant au produit final. En orange et vert,
pics correspondants & des formes minoritaires. Colonne Vydac C18 300A 10 um 10 x 250 mm ; 0-60
% d’ACN a 1% d’ACN/min ; débit : 4 mL/min. (B) HPLC analytique du produit oxydé purifié. Colonne
XBridge Peptide BEH C18 300A 3,5 um 4,6 x 150 mm ; 0-60 % d’ACN & 1% d’ACN/min ; débit : 1
mL/min. (C-D) Analyse par LC-MS du produit oxydé purifié et spectre de masse ESI-MS (ESI +) extrait

de I'analyse LC-MS du produit oxydé purifié. AU : absorbance unit.
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Masse exacte
Toxine € a 280 nm (L/mol/cm) Rendement final (%)
monoisotopique (Da)

A-CTX-cMila 888,346 5875 15
A-CTX-MilVa 2339,101 5875 6
A-TRTX-Porla 3450,571 11375 1

Tableau 6: Caractéristiques des peptides oxydés.

3.3 PRODUCTION DE A-CTX-MILVA PAR PONTAGE DIRIGE

La production des toxines par oxydation spontanée permet de former a priori la forme
thermodynamiquement la plus stable. En revanche, comme nous I'avons montré avec les toxines A-
CTX-MilVa et A-TRTX-Porla, malgré la présence d’une forme majoritaire, plusieurs formes ont été

produites par cette méthode.

Tout d’abord, nous avons alors souhaité savoir qu’elle est la forme de A-CTX-MilVa produite par
oxydation thermodynamique correspondant au produit majoritaire.

La toxine A-CTX-MilVa est une conotoxine contenant 2 paires de cystéines vicinales. Elle peut donc
se replier de 3 facons différentes :

Une forme dite ‘beads’ avec des ponts entre les cystéines |-l et IlI-IV :

LQTHWNKRCCPRRPVCCFP

Une forme dite ‘globular’ avec des ponts entre les cystéines I-Ill et lI-IV.

=]

LQTHWNKRCCPRRPVCCFP

Une forme dite ribbon’ avec des ponts entre les cystéines I-IV et I-Ill.

[l

LQTHWNKRCCPRRPVCCFP

Pour cela, il est possible de produire cette toxine en utilisant une stratégie par pontage dirigé. C'est-
a-dire gue nous pouvons sélectivement imposer I'appariement des cystéines pour la formation des
ponts disulfure. Produire ces 3 formes séparément permettrait d’augmenter a la fois le rendement
et la pureté de synthese, mais aussi de discriminer de possibles divergences de profils

pharmacologiques entre les formes.
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En pratique, nous utilisons classiquement des groupements protecteurs des cystéines trityl (trt),
sensibles aux conditions acides. Si les 4 cystéines sont protégées par un trityl, la déprotection de ces
groupements en présence de TFA libére les 4 thiols qui seront oxydés spontanément : nous ne
maitrisons alors pas l'appariement.

En revanche, il est possible d’utiliser d’autres groupements protecteurs des cystéines, qui pourront
étre clivés dans des conditions différentes que pour les groupements trityl. Nous avons utilisé 2
cystéines protégées avec le groupement acétamidométhyl (Acm) qui ne réagissent pas en présence
de TFA, ainsi que 2 cystéines protégées avec le groupement trityl (Figure 57). L'utilisation de ces 2

types de groupements orthogonaux est un pré-requis pour la mise en place du pontage dirigé.

Nous avons produit par SPPS les 3 peptides suivants :
LQTHWNKRC(trt)C(trt)PRRPVC(Acm)C(Acm)FP
LQTHWNKRC(trt)C(Acm)PRRPVC(trt)C(Acm)FP
LQTHWNKRC(Acm)C(trt)PRRPVC(trt)C(Acm)FP

O CTHE

W !
O J Q. o oo

N COOH
N 9
Figure 57: Représentation de cystéines protégées avec le groupement trityl ou le groupement Acm.

Le brut de synthése est clivé de la résine en présence de TFA. Ces conditions libérent aussi les 2
groupements trityl de 2 cystéines, sans cliver les groupements Acm. En conditions oxydantes, les 2
premiers thiols libres sont oxydés pour former le 1¢" pont disulfure.

Ensuite, les 2 groupements Acm sont clivés et les 2 derniers thiols libérés sont oxydés en présence
d’iode. Cette technique nous permet de former sélectivement un pont puis l'autre. Par cette
méthode, nous avons produit les 3 formes possibles. Les chromatogrammes des étapes

intermédiaires de purification sont donnés en annexe.

Apres purification par HPLC, nous avons analysé en HPLC les 3 formes ‘beads’, ‘globular’, ‘ribbon’ et

celle obtenue par oxydation spontanée. Nous observons que la forme ‘beads’ est la forme la plus
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hydrophile, avec un décalage de 1% d’ACN avec la forme ‘ribbon’. Finalement, la forme obtenue par
oxydation spontanée co-élue avec la forme ‘globular’. Il s’agit de la forme la plus hydrophobe, environ

décalées de 4% d’ACN par rapport aux formes ‘ribbon’ et ‘globular’ (Figure 58).

0.204 A=280nm

globular
0.15 — ribbon
— beads
2 0.107 “ — oxydation spontanée
0.05- g
0.00 K
I I I I 1
5 10 15 20 25 30

temps (min)

Figure 58: HPLC analytique des formes de A-CTX-MilVa produites par pontage dirigé. En rose est
représentée la forme ‘globular’, en vert la forme ‘ribbon’, en cyan la forme ‘beads’ et en bleu marine
la forme oxydée thermodynamiquement. Colonne Vydac C4 214MS5415 300A 5 pm 4,6 x 150 mm ;
10-40 % d’ACN a 1% d’ACN/min ; débit : 1 mL/min. AU : absorbance unit.

3.4 CONCLUSION — DISCUSSION

Pour conclure, la production de A-CTX-cMila est satisfaisante avec un rendement final de la toxine
repliée de 15%. En revanche la production de A-TRTX-Porla est difficile, comme pour de nombreuses
toxines ICK. Malgré de nombreux tests d’oxydation, nous ne sommes pas capables d’isoler un produit
final purifié avec un bon rendement. Enfin, la production de A-CTX-MilVa permet d’obtenir un produit

final avec une pureté satisfaisante mais le rendement de synthése est moyen (Tableau 6).

La A-TRTX-Porla est une toxine ICK, donc avec 3 ponts disulfure. La structuration classique des ICK
forme des ponts entre les cystéines I-IV ; II-V et IlI-VI. Nous ne pouvons pas présumer qu'’il s’agisse
de cette forme que nous obtenons lors de I'oxydation thermodynamque. Pour cela, il faudrait que
nous produisions cette toxine par pontage dirigé, avec cette fois-ci I'utilisation d’un troisieme
groupement orthogonal. Cette technique parait séduisante (Laps et al., 2021), mais difficile a mettre
en oeuvre. Nous avons donc commencé par la mise au point de ces pontages dirigés avec la A-CTX-

MilVa qui ne possede que 2 ponts disulfure.
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En effet, la A-CTX-MilVa posséde 2 ponts disuflure et pour discrimer quelle forme était produite lors
de I"oxydation thermodynamigue nous avons voulu mettre au point un protocole de pontage dirigé
pour produire les différentes formes possibles de A-CTX-MilVa. Cette mise au point de la technique
de production de la toxine par pontage dirigé a été délicate a mettre en place. En effet, nous avions
au préalable tenté de produire les différentes formes par |'utilisation de chlorure de palladium et de
dithiocarbamate (PdCl,/DTC) pour la déprotection des groupements Acm. Selon Laps et al., cette
méthode permettrait d’obtenir la forme voulue avec un rendement satisfaisant, sans purification
intermédiaire du produit (Laps et al., 2021). Aprés plusieurs essais d’optimisation, nous n’avons pas
été en mesure de produire la forme ‘beads’ par cette méthode. De plus, les formes ‘globular’ et
‘ribbon’ étaient obtenues avec des rendements trop faibles pour nous permettre de poursuivre leur

étude.

En revanche, I'utilisation d’iode pour cliver les groupements Acm permet d’obtenir les 3 formes
purifiées. D’apres nos résultats, nous pouvons conclure que la production de la toxine A-CTX-MilVa
par oxydation spontanée permet de former la forme ‘globular’, repliement assez classique de
nombreuses conotoxines a 2 ponts. Cette forme ‘globular’ est la plus hydrophobe, signe que cette
structuration expose plus les acides aminés plus hydrophobes a sa surface. Nous ne pouvons pas
présumer avec certitude que cette structuration est celle présente dans le venin de I'animal. Pour
cela, il faudrait isoler la toxine a partir du venin brut pour la comparer aux formes produites au
laboratoire. Enfin, y a-t-il une différence d’affinité selon la forme de la toxine ? La structuration a-t-
elle un impact sur le mode d’action de la toxine ? A ce stade, il faudrait produire une quantité plus

importante de chaque forme pour les caractériser par tests de liaison et de fonction.
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4 Résultats : Caractérisation in vitro de A-CTX-cMila sur le

récepteur AT1

4.1 PREAMBULE

Le criblage de la banque Venomics a permis de mettre en évidence 3 toxines qui se lient au récepteur
AT2 avec des affinités micromolaires. Cependant, la caractérisation in vitro a été menée
principalement sur la toxine, A-CTX-cMila et le récepteur AT1, et ceci pour plusieurs raisons :

(a) Laffinité de A-CTX-cMila est nettement meilleure pour le récepteur AT1 que pour le
récepteur AT2 (Ki= 0,32 uM vs. 28 uM respectivement, cf 2.3.4).

(b) Méme si ces 3 toxines ont été produites par SPPS puis oxydées pour former la forme finale
fonctionnelle, la production de A-TRTX-Porla et de A-CTX-MilVa a été particulierement
difficile (cf chapitre 3) et nous n’avons pas été en mesure d’aboutir a une caractérisation
compléte de ces toxines. A contrario, nous avons pu produire suffisamment de A-CTX-cMila
pour effectuer des tests pharmacologiques.

(c) La mise en place de tests pharmacologiques pour I'étude de AT2 n’a pas été concluante. Nous
avons tenté, sur des systemes cellulaires hétérologues, plusieurs expériences pour mettre en
évidence certaines voies de signalisation intracellulaires sans obtenir de résultats probants.

Ces résultats sont présentés dans le chapitre 5.

La caractérisation pharmacologique de A-CTX-cMila sur le récepteur AT1 a fait I'objet d'une

publication dans International Journal of Molecular Sciences.

Van Baelen, A.-C.; Iturrioz, X.; Chaigneau, M.; Kessler, P.; Llorens-Cortes, C.; Servent, D.; Gilles, N.;
Robin, P. Characterization of the First Animal Toxin Acting as an Antagonist on AT1 Receptor. Int. J.

Mol. Sci. 2023, 24, 2330. https://doi.org/10.3390/ijms24032330

Cette publication constitue le coeur de ce chapitre.
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4.2 PRINCIPE DES METHODES

Dosage de seconds messagers par HTRF

Dosage d’IP1

Le test de dosage développé par Cishio permet de détecter I'lP1 qui est un métabolite stable de I'lP3,
lui-méme non détectable, issu de la voie de la Gag/PLC. Le test implique les réactifs suivants : un
anticorps anti-IP1 marqué au cryptate de Th?* (donneur d’énergie) et de I'lP1 couplé a d2 (accepteur
d’énergie). Ce principe repose sur la méthode de 'HTRF (cf 2.2.1). Le rapprochement spatial entre
I'IP1 marqué et I'anticorps anti-IP1 marqué entraine un transfert d’énergie qui sera détecté. Si le
récepteur activé est couplé Gagq, I'lP1 produit par la cellule est en compétition avec I'lP1 marqué au

d2 pour la liaison a I'anticorps anti-IP1 marqué au cryptate. Il y aura alors baisse du signal de FRET.

Dosage d’AMPc

L'activation d’un RCPG couplé Gas par un agoniste conduit théoriqguement a |'activation de
I'adénylate cyclase et par voie de conséquence a l'augmentation du niveau d’AMPc dans les cellules.
Si le récepteur étudié est couplé Gas, I'ajout d’un ligand agoniste va augmenter les taux d’AMPc. La
quantification de I’AMPc est réalisée grace a un kit de dosage par HTRF de la méme facon que pour

le dosage d’IP1.

Dosage de pERK

Le test Phospho-ERK (Thr202/Tyr204) développé par Cishbio permet de mesurer ERK lorsqu'il est
phosphorylé aux positions Thr202/Tyr204. Le test utilise 2 anticorps marqués : l'un avec un
fluorophore donneur, I'autre avec un accepteur. Le premier anticorps est sélectionné pour sa liaison
spécifiqgue au motif phosphorylé sur la protéine, le second pour sa capacité a reconnaitre la protéine
sur un autre épitope indépendamment de son état de phosphorylation. La phosphorylation de ERK
provoque la formation d'un complexe immun avec les 2 anticorps fixés sur la protéine phosphorylée
rapprochant ainsi le fluorophore donneur a proximité de I'accepteur, générant ainsi un signal de
FRET. Son intensité est directement proportionnelle a la concentration de protéine phosphorylée

présente dans I'échantillon.

Phosphorylation d’ERK1/2 par western-blot

L'analyse par western-blot permet de détecter la protéine ERK phosphorylée et non phosphorylée
grace a des anticorps anti-phospho ERK1/2 (Thr202/Tyr204) et anti-ERK1/2 total. Les anticorps

secondaires utilisés sont conjugués a des fluorophores émettant a 680 nm (ERK total) et 800 nm
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(phosphoERK) permetant leur détection simultanée avec un imageur de type Odyssey. Les images

sont ensuite quantifiées pour déterminer le niveau d’activation des ERK.

Utilisation de BRET : recrutement de B-arrestine 2, activation de protéines G

Principe du BRET

Le BRET (bioluminescence resonance energy transfer) est une méthode d’analyse utilisée pour la
détection d’interaction protéine-protéine, basée comme le FRET sur le principe de transfert
d’énergie, cette fois-ci par bioluminescence. Pour étudier I'interaction de deux protéines, I'une des
protéines est fusionnée a un donneur d’énergie bioluminescent (comme la luciférase) et I'autre
protéine a un accepteur d’énergie (comme la GFP). A la différence du FRET, I’émission de lumiére par
le donneur résulte d’une réaction enzymatique. Pour cette réaction enzymatique, le substrat utilisé
est la coelentérazine-H ou la furimazine selon la nature de I'enzyme utilisée. Le substrat est oxydé
par la luciférase permettant I’émission de photons entre 400 et 600 nm, avec un pic d’émission a 485
nm. L'énergie libérée sera transmise a I'accepteur par résonance si celui-ci se trouve a moins de 10
nm, il en resultera une émission de photons a la longueur d’onde d’émission de l'accepteur. La
mesure de BRET est déterminée en mesurant I'intensité lumineuse émise a 2 longueurs d’ondes : 485

nm (longueur d’onde d’émission du donneur) et 530 nm (longueur d’onde d’émission de I"accepteur).

Recrutement de B-arrestine 2

Une fois les protéines G activées, le récepteur AT1 subit une phase de désensibilisation et se lie aux
B-arrestines, les deux sous-types 1 et 2, recrutées du cytosol a la face intra cellulaire de la membrane.
Pour mesurer le recrutement de la B-arrestine 2 nous utilisons la technique du BRET. Les cellules
HEK293T sont cotransfectées avec les plasmides Rluc-8-Barrestine 2 et AT1-YFP. La YFP (yellow
fluorescent protein) est le groupe accepteur d’énergie et Rluc8 (Renilla luciferase 8), groupe donneur
d’énergie. Une augmentation du signal BRET est la preuve d’un rapprochement spatial entre la YFP
lite au récepteur AT1 et la Rluc8 liée a la B-arrestine 2. Cette augmentation est un signe de

recrutement de B-arrestine 2 lors de |'activation d’AT1.

Utilisation de biosenseurs de BRET

Cette méthode permet de mettre en évidence le couplage de protéines G apres activation d’un
récepteur en s’affranchissant du dosage de seconds messagers. Pour cela nous utilisons un systeme
tripartite exprimé dans des cellules HEK293T composé du récepteur d’intérét, de la protéine Gai ou

Gao fusionnée a la YFP (yellow fluorescent protein) et de la Nanoluciférase (Nanoluc) fusionnée a un
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peptide (mas-KB-1753) capable de se lier spécifiquement a la protéine Ga dans sa forme activée
(chargée en GTP) (Alhosaini et al., 2021). La liaison du peptide a la protéine Ga conduit au
rapprochement de la Nanoluc et de la YFP et va entrainer un transfert d’énergie et une émission de
lumiere par la YFP. Une augmentation du signal de BRET est alors observée proportionnellement au

degré d’activation de la protéine Ga.

4.3 RESUME DES RESULTATS

Caractéristiques de liaison aux récepteurs aux angiotensines

A-CTX-cMila a d’abord été caractérisée par des études de liaisons aux récepteurs aux angiotensines.
Par mesure de l'inhibition de la liaison du radioligand *?°I-Sar1, Ile8-Angll, la toxine montre une
affinité 100 fois supérieure pour le récepteur AT1 (Ki= 0,32 uM) que pour le récepteur AT2. Par
cytométrie de flux sur cellules entiéres exprimant le récepteur AT1 ou le récepteur AT2, la toxine est
capable d’inhiber la liaison de Cy5-Angll de 74% et de 75% respectivement. Enfin, les images de
microscopie montrent que la toxine est aussi capable de bloquer la liaison de Cy3-Angll sur cellules

CHO exprimant le récepteur AT1 ou le récepteur AT2.

Effets de la toxine sur les voies de signalisation du récepteur AT1 dépendantes des protéines G

Pour mesurer I'impact de la toxine sur la voie AT1-Gaq/PLC, nous avons dosé par HTRF la production
d’IP1 par des cellules exprimant le récepteur AT1. Le ligand endogene Angll active cette voie (EC50
de 6,6 nM). La toxine au contraire bloque la production d’IP1 par I’Angll (IC50 de 24 uM) avec un
mode d’action compétitif. L’activation des protéines Gai3 et GaoA est mesurée grace a I'utilisation
de biosenseurs par mesure de signal de BRET en utilisant I’Angll comme agoniste (EC50 de 4,9 nM et
13 nM respectivement) pour ces voies de signalisation. La toxine est aussi un antagoniste compétitif

sur ces 2 voies.

Effets de la toxine sur les voies de signalisation du récepteur AT1 indépendantes des protéines G
Par mesure du signal de BRET, nous avons analysé I'impact de la toxine sur le recrutement de B-
arrestine 2 par le récepteur AT1. La toxine est capable de bloquer ce recrutement induit par I’'agoniste

Angll (EC50 de 1,0 nM) et montre un mécanisme d’action antagoniste compétitif (IC50 de 16 uM).
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Effets de la toxine sur I'activation de ERK1/2

Enfin, nous avons corroboré ces résultats par mesure de I'activation de ERK1/2. En présence d’Angll,
A-CTX-cMila blogue la phosphorylation de ERK1/2 et donc son activation (montré par western-blot).
De plus, la cinétique d’activation de ERK1/2 par I’Angll monte un pic d’activation vers 3 min, signal se
stabilisant en plateau. Ce profil cinétique est caractéristique d’une activation de ERK1/2 a la fois
protéines G dépendante et B-arrestine dépendante. La toxine blogue cette activation pendant toute
la durée de I'expérience, confirmant qu’elle est bien antagoniste des voies protéines G dépendantes

et B-arrestine dépendante.

Dans tous les tests effectués, les résultats sont similaires entre les différents lots de synthése de la

toxine. La toxine seule ne montre pas d’effet agoniste sur aucune des voies testées.
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4.4 CHARACTERIZATION OF THE FIRST ANIMAL TOXIN ACTING AS AN ANTAGONIST ON AT1 RECEPTOR

Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, 2330. https://doi.org/10.3390/iims24032330
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Abstract: The renin angiotensin system (RAS) is one of the main regulatory systems of cardiovascular
homeostasis. It is composed mainly by angiotensin converting enzyme (ACE) and angiotensin Il
receptors AT1 and AT2. ACE and AT1 are targets of choice for the treatment of hypertension
whereas AT2 receptor is still not exploited due to the lack of knowledge of its physiological
properties. Peptide toxins from venoms display multiple biological functions associated with varied
chemical and structural properties. If Brazilian viper toxins have been described to inhibit ACE, no
animal toxin is known to act on AT1/AT2 receptors. We screened a library of toxins on angiotensin
Il receptors with radioligand competition binding assay. Functional characterization of the selected
toxin was conducted by measuring second messenger production, G-protein activation and B-
arrestin 2 recruitment using bioluminescence resonance energy transfer (BRET) based biosensors.
We identified one original toxin, A-CTX-cMila, which is a 7-residues cyclic peptide from Conus
miliaris with no homology sequence with known angiotensin peptides nor identified toxins,
displaying a 100-fold selectivity for AT1 over AT2. This toxin shows a competitive antagonism mode
of action on AT1, blocking Gaq, Gai3, GaoA, B-arrestin 2 pathways and ERK1/2 activation. These

results describe the first animal toxin active on angiotensin Il receptors.

Keywords: conotoxin; angiotensin; AT1; GPCR; Conus miliaris

1. Introduction

Venoms constitute a vast library of biochemically stable peptide toxins with particular

pharmacological properties, which have evolved to provide their host with capture or defense
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capabilities. It is estimated that the 200,000 species of venomous animals existing on earth could
produce around 40 million toxins, whose properties are still largely unexploited [1]. Toxins are
peptides often containing cysteines, giving them different cross-linking patterns and conferring
various three-dimensional functional structures. They are also peptides with high selectivity and
specificity for their target. In addition, the biological effects and molecular targets of many toxins
present in venoms are still unknown, which explains why venom screening to identify new ligand-
receptor pairs has gained momentum. Toxins have already proven their interest with the
development of therapeutics [2]. For instance, one peptide derived from Conus magus (Ziconotide)
has received FDA approval as an analgesic targeting CaV2.2 [3]. So far, only 7,000 toxins have been
fully characterized, mostly on ionic channels but very few of them act on GPCR which are
nevertheless the therapeutic targets of 30% of drugs currently used. GPCR-interacting toxins can be
classified into 2 groups: agonist-mimicking peptides, sharing sequence and structural similarities
with endogenous ligands and primarily activating receptors; and others that are structurally
different from the endogenous ligands, and exhibit antagonist, allosteric or agonist mode of action

[4].

The RAS is involved in the regulation of numerous biological functions, and in particular in the
regulation of blood pressure [5-6]. The main axis is composed of angiotensinogen, which is
converted by renin into angiotensin | and then into angiotensin Il (Angll) by the angiotensin
converting enzyme (ACE) [7-8]. Angll, and its downstream metabolite Anglll, are the main effectors
of the system and target the GPCRs angiotensin type 1 receptor (AT1) and angiotensin type 2
receptor (AT2) [9-10]. Once activated, AT1 receptor induces several physiological effects such as
vasoconstriction, increase in blood pressure, hypertrophy of cardiomyocytes and cardiac
remodeling [11-12]. In addition to its actions at the cardiovascular level, AT1 activation is associated
with profibrotic [13], pro-inflammatory [14] and pro-apoptotic [15] effects. Activated AT1 receptor
is known to couple with G-proteins of the Gag and Gai/o families [16]. Upon activation, this receptor
is also phosphorylated by GPCR kinases (GRK), enabling B-arrestin to bind to the receptor,
terminating G protein-mediated signaling and leading to the receptor internalization. This B-arrestin
recruitment activates specific pathways in a G-protein independent manner such as ERK1/2

activation [17-18].

The Angll/AT2 axis has general opposite effects to the Angll/AT1 axis and is described to have

hypotensive and vasodilator actions [19-20]. AT2 receptor has also antifibrotic, anti-inflammatory,
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neuroprotective, anti-apoptotic effects and increases natriuresis [21-22]. Recently, its anti-
inflammatory action has been highlighted showing an interest in the treatment of other pathologies
such as gout or arthritis in the mouse model [23-24]. AT2 receptor activation may promote eNOS
activation [25]. However, even if AT2 receptor is classified as a GPCR and possesses all the GPCR
common features, its effective coupling to classical G-protein dependent pathways is still a matter
of debate. If some studies show its coupling to Gai protein [26-27] others show the opposite [28].
The AT2 receptor also does not interact with B-arrestins and is not internalized after stimulation by
Angll [29]. These unconventional properties of the AT2 receptor could be due to its structure itself
and in particular to the behavior of its C-terminal helix VIl positioned in such a way that it blocks G-
protein/B-arrestin binding sites [30]. Its functional study is still not fully explored due to the difficulty

to highlight any signaling pathway.

The RAS is already the target of one toxin-derived anti-hypertensive drug, the captopril. This toxin,
extracted from the venom of Bothrops jararaca, is an inhibitor of ACE leading to a decrease in Angll
production [31]. The RAS is also the target of small organic molecules, the AT1 blockers 'sartans'.
However, 30% of patients under anti-hypertensive drugs treatment are non-responders, either due
to poor observance due to side effects, or due to ineffectiveness of the treatment [32]. Indeed, even
today, the signaling pathways involving AT1 and AT2 receptors are not yet fully described, in
particular because of the lack of pharmacological tools allowing their study. The aim of the present
study is therefore to find new tools allowing the functional study of these receptors. As mentioned
before, toxins might fulfill this role. Today there is very little identified toxin-GPCR couples despite
the huge implication of GPCRs in the therapeutic field. Despite the existence of toxin-derived
peptide inhibiting ACE, there is still no toxin identified targeting angiotensin receptors and only very
few ligands selective for AT2 receptor are available [4]. Here we describe the identification and the

pharmacological characterization of the first toxin acting on Angll receptors.
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2. Results

2.1. Screening on angiotensin Il receptors

In the aim to identify toxins targeting the AT2 receptor, part of the Venomics toxin library was
screened on human AT2 receptor by competition binding assays with 125I-Sarl-lle8-Angll
radioligand [1]. Among obtained hits, one toxin exhibited no sequence homology neither with other
known toxins nor with angiotensin peptides. This toxin, named A-CTX-cMila, with A standing for
‘activity on angiotensin Il receptors’ [33], is a 7-residues cyclic peptide (CHFWVCP) whose sequence
was obtained by omics analysis of Conus miliaris. A-CTX-cMila is a small conotoxin containing only
one disulfide bridge between Cysl and Cys6. This cysteine pattern is one of the lesser represented
for conotoxins, which often contain more than two cysteine residues and more than one disulfide

bridge [34].

2.2. Chemical production of the toxin

To perform the complete functional characterization of A-CTX-cMila, the toxin was produced by
solid-phase peptide synthesis (SPPS) using Fmoc-based strategy [35] on a peptide synthetiser. The
reduced peptide was purified by preparative HPLC prior to oxidation with an optimized protocol to
form the disulfide bridge and to obtain the final functional peptide. A last step of preparative HPLC
purification of the oxidized A-CTX-cMila is necessary to obtain the final product. From an initial
quantity of loaded resin of 25 umoles, 3.3 mg of final toxin is obtained, i.e 15% yield compared to
the expected quantity of loaded resin. The final form of the peptide is surprisingly more hydrophobic
with a shift of acetonitrile of 3% higher than the reduced form (Figure 1A). The analysis of the final
product by LC-ESI-MS shows a unique mass at m/z 889.3 (Figure 1B) consistent with its calculated
theorical m/z of 889.3489 for oxidized A-CTX-cMila.
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Figure 1. HPLC and mass analysis of the toxin. (A) Analytical HPLC of the linear and oxidized forms
of A-CTX-cMila, with a linear gradient of acetonitrile at 1%/min. The results show superimposed UV
chromatograms at 280 nm of the purified linear peptide in black (left y axis) and the purified oxidized
peptide in red (right y axis). (B) ESI-MS spectrum of the purified A-CTX-cMila in positive ESI mode of
ionization. The inset shows the isotopic distribution. All chromatograms and spectra are
representative of all the batches produced.

2.3. Binding properties of A-CTX-cMila on angiotensin Il receptors

The binding properties of A-CTX-cMila to human AT2 receptor were determined by radioligand
competition binding assay. The binding curve of *2°|-Sar1-lle8-Angll (}2°1-S1I18-Angll) in the presence
of increasing concentrations of A-CTX-cMila shows that the toxin inhibits the binding of the
radioligand in a dose-dependent manner and binds to AT2 receptor with a Ki of 27.5+ 2.1 uM (n =
5) (Figure 2A). AT1 and AT2 receptors belonging to the same phylogenetic branch and sharing the
same endogenous ligands (Angll and Anglll) the binding of the toxin on AT1 receptor was
investigated. As shown in figure 2A, the toxin is also able to inhibit the binding of 2°I-Sar1-lle8-Angl|
on the AT1 receptor and exhibits 100-fold higher affinity for this receptor (Ki of 0.32 £ 0.13 uM, n =
5). To determine whether the toxin binds on living cells and on the extracellular side, the effect of
A-CTX-cMila on Angll binding was then tested on intact living cells expressing AT1 or AT2 receptors.
For this purpose, A-CTX-cMila effect on the binding of fluorescent Cy5-Angll to AT1- or AT2-
expressing CHO cells was evaluated by flow cytometry. The results (Figure 2B) show that the non-
specific labelling of cells measured in the presence of 1 uM non-labelled Angll and 20 nM Cy5-Angl|
is very low (7% + 2%) compared to the total labelling observed with Cy5-Angll alone, for both
receptors. In the presence of 100 uM A-CTX-cMila, the labelling of cells was also strongly reduced
(74% £ 7% inhibition of the specific labelling for AT1 and 75% + 9% for AT2) indicating that the toxin
is able to inhibit Cy5-Angll binding on AT1 and AT2 receptors. To confirm the flow cytometry results,

the labelling of Cy3-Angll to CHO cells expressing AT1 or AT2 was evaluated qualitatively by
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fluorescence microscopy. The results show that after incubation for 30 min at 37 °C, Cy3-Angll
staining of AT1-expressing cells appears as small dots distributed throughout the cells with no
apparent membrane labelling, suggesting the internalization of Cy3-Angll in endocytosis
compartments. This result is fully consistent with the well-established property of AT1 to be rapidly
internalized in the cell after Angll binding. The staining of AT2-expressing cells appears diffuse and
more concentrated on the cell contour consistent with a cell surface localization of the receptor,
which is described not to undergo internalization upon Angll binding. In the same conditions, the
addition of the toxin before Cy3-Angll, leads to an almost complete loss of the staining, meaning
that the toxin inhibits the binding of Cy3-Angll on both cell types and thus prevents its internalization
into the cells. These observations suggest that the toxin binding site is localized on the extracellular

side of the AT1 and AT2 receptors (Figure 2C).
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Figure 2. Binding properties of A-CTX-cMila on angiotensin Il receptors. (A) Competition binding
curves of 12°|-Sar1-lle8-Angll on membranes of HEK293T cells expressing AT1 or AT2 receptors in
presence of increasing concentrations of A-CTX-cMila. Data are expressed as % of 12°|-Sar1-lle8-Angl|
specific binding in the absence of toxin. Values are means (%) + SEM (n = 5). (B) Binding of Cy5-Angl|
(20 nM) on CHO cells expressing AT1 or AT2 receptors in the absence or presence of A-CTX-cMila
(100 uM) or Angll (1 uM). Cells were incubated with the toxin for 30 min before addition of Cy5-
Angll. Binding of Cy5-Angll was analysed by flow cytometry. Values are expressed as percentage of
the specific labelling and given as mean (%) * SEM (n = 4). (C) Labelling of CHO cells expressing AT1
or AT2 receptors by Cy3-Angll (10 nM) in the absence or presence of A-CTX-cMila (50 uM). Cells
were incubated with the toxin for 30 min before addition of Cy3-Angll. Images are representative of
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three independent experiments. Veh: vehicle; ** p < 0.0001, significantly different compared to
vehicle.

2.4. Pharmacological characterization of A-CTX-cMila on AT1-mediated Gaq/PLC pathway

A-CTX-cMila binds to AT2 receptor with a poor affinity compared to AT1 receptor. Considering both
the much better affinity of the toxin for AT1 receptor, and that the functional characterization of
AT2 receptor is still laborious on heterologous systems, pharmacological characterization was
conducted on AT1 receptor.

AT1 receptor interacts with heterotrimeric G-proteins, and especially Gaq protein, this activation
leading to intracellular calcium flux and activation of protein kinases [11]. The impact of A-CTX-cMila
on the Gag/Phospholipase C (PLC) pathway after binding on AT1 receptor was assessed by
measuring the production of inositol phosphates. In this aim, inositol monophosphate (IP1), the
dephosphorylated product of inositol trisphosphate (IP3) that accumulates in the cell in the
presence of the IP1 phosphatase inhibitor LiCl, was quantified. IP1 production is measured by
homogeneous time-resolved fluorescence (HTRF) assay kits.

As expected, Angll induces IP1 production in a dose-dependent manner with an EC50 of 6.6 + 1.1
nM (n = 6) (Figure 3A) and a maximal effect of 16-fold the basal level. Under the same experimental
conditions, the toxin does not induce any agonist effect on this pathway (Figure 3A). In presence on
10 nM Angll, the toxin causes an inhibition of IP1 production in a dose-dependent manner, with an
IC50 of 23.7 £ 4.6 uM (n = 3) (Figure 3B). To better characterize the antagonist mode of action, dose-
response curves of Angll were performed in the presence of various concentrations of the toxin
ranging from 20 to 300 uM. Results demonstrate that when the doses of toxin increase, the EC50 of
Angll raises from 6.6 £ 1.1 nM to 39.0 £ 6.7 nM with 20 uM toxin, to 71.9 £ 8.1 nM with 40 uM toxin,
to 154 £ 20 nM with 75 uM toxin, to 272 + 31 nM with 150 uM toxin, to 359 + 39 nM with 300 uM
toxin (n = 3), without any significant change in the maximal response (Figure 3C). The Schild’s
representation of these values is linear with a slope of -1.2 £ 0.2 and a pA2 0f 4.9 £ 0.3 (n = 3) (Figure
3D). The associated KB value is 17.1 + 6.9 uM (n = 3). In conclusion, A-CTX-cMila behaves as a

competitive antagonist on the Gaq/PLC pathway.
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Figure 3. Competitive antagonist mode of action of A-CTX-cMila on AT1l-mediated Gaq/PLC
pathway on CHO-AT1a-EGFP cells. (A) Effect of Angll (n = 6) and A-CTX-cMila on IP1 production (n
= 3). Cells were incubated with increasing concentrations of Angll or the toxin for 45 min. (B) Effect
of the toxin on IP1 production in presence of 10 nM Angll (n = 3). (C) Impact of different doses of
toxin on the dose-dependent effect of Angll (n = 3). For (B) and (C), cells were incubated with
increasing concentrations of toxin for 30 min before addition of Angll for 45 min. In (A) (B) (C) IP1
production was assessed using HTRF assay kit. Values are expressed as percentage of the maximal
Angll response and are mean * SEM. (D) Schild's regression of EC50 values deduced from the
experiment shown in (C). Representation of one typical experiment among three performed.

2.5. Pharmacological characterization of A-CTX-cMila on AT1-mediated Gai3 and GaoA pathways

AT1 receptoris also known to recruit other G-proteins such as Gai3 and GaoA, leading to an increase
of intracellular calcium release. The impact of the toxin on the activation of these G-proteins was
measured using specific BRET biosensors developed by M. Maziarz et al. [36].

The pharmacological profile of A-CTX-cMila was determined on Gai3 pathway. If the receptor
activates the G-protein, the trimer Gafy dissociates, and the KB-1753-Nanoluc is able to recognize
specifically the GTP-loaded Ga form linked to yellow fluorescent protein (YFP), leading to an increase
of the BRET signal. 10 nM Angll increased the BRET signal reflecting the activation of Gai3 protein

by Angll. The kinetic study shows that this activation reaches a peak at one minute after Angll
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addition (Figure 4A,B). Neither candesartan, an AT1 receptor antagonist, nor the toxin alone could
induce the activation of Gai3 (Figure 4A). The activation is fully inhibited by 100 uM of A-CTX-cMila
as well as 1 uM of candesartan (Figure 4B). Thus, the toxin has no agonist mode of action but an
antagonist mode of action on this pathway. In presence of 50 nM Angll, the toxin inhibits Angll-
induced BRET signal in a dose-dependent manner with a micromolar potency (IC50 = 28.5 + 12.0
UM, n = 3) (Figure 4C). Angll induces the Gai3 activation in a dose-dependent manner with an EC50
of 4.9 £ 0.9 nM (n = 3) (Figure 4D). In presence of 150 uM A-CTX-cMila, the Angll dose-response
curve is shifted to the right, raising the EC50 of Angll to 468 + 219 nM without affecting the maximal
effect of Angll (n = 3) (Figure 4D), sign of a competitive antagonist mode of action of A-CTX-cMila on

Gai3 activation.
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Figure 4. Competitive antagonist mode of action of A-CTX-cMila on AT1-mediated Gai3 pathway
monitored by BRET biosensors assays. HEK293T cells were transfected with plasmids encoding AT1
receptor, KB-1753-Nanoluc and Gai3-YFP proteins and processed for BRET recordings. (A,B) Kinetic
curves of Gai3 activation in presence of 10 nM Angll in the absence or presence of 100 uM A-CTX-
cMila or 1 uM candesartan. Representation of one typical experiment among three independent
experiments. (C) Impact of A-CTX-cMila on Gai3 activation in presence of 50 nM Angll.
Representation of one typical experiment among three independent experiments. (D) Impact of 150
UM of A-CTX-cMila on the dose-dependent effect of Angll on Gai3 activation. Values are mean *
SEM (n = 3). For (B), (C) and (D), cells were incubated with increasing concentrations of toxin or
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candesartan for 30 min before addition of Angll at t = 0. Veh: vehicle; cand: candesartan. Net BRET
and ligand-induced BRET were calculated as described in "Material and Methods" section.

The effect of A-CTX-cMila was then tested on the GaoA pathway. Treatment with 100 nM Angll
increases BRET signal with a peak before one minute, sign of an activation of GaoA pathway (Figure
5A,B). Neither the toxin nor the candesartan alone can induce activation of this pathway (Figure 5A).
The activation is blocked by 100 uM of toxin as well as 1 uM candesartan (Figure 5B). Thus, the toxin
seems to display no agonist mode of action but an antagonist mode of action on GaoA pathway.
Angll induces GaoA activation in a dose-dependent manner with an EC50 of 12.5 + 5.0 nM (n = 3)
(Figure 5C). In the presence of the toxin at 150 uM the dose-response curve of Angll is shifted
towards higher concentrations and its EC50 goes from 12.5 + 5.0 nM to 966 nM + 470 nM (n = 3)
(Figure 5C). However, the maximal effect of Angll is not impaired by the toxin, indicating that A-CTX-
cMila is also acting as a competitive antagonist on GaoA pathway.

To conclude on the effect of A-CTX-cMila on the G-protein dependent pathways, this toxin behaves

as a competitive antagonist on Gag/PLC, Gai3 and GaoA pathways.
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Figure 5. Competitive antagonist mode of action of A-CTX-cMila on AT1-mediated GaoA pathway
monitored by BRET biosensors assays. HEK293T cells were transfected with plasmids encoding AT1
receptor, KB-1753-Nanoluc and GaoA-YFP and processed for BRET recordings. (A,B) Kinetic curves
of GaoA activation in presence of 100 nM Angll in the absence or presence of 100 uM A-CTX-cMila
or 1 uM candesartan. Representation of one typical experiment among three independent
experiments. (C) Impact of 150 uM of A-CTX-cMila on the dose-dependent effect of Angll on GaoA
activation. Representation of one typical experiment among three independent experiments. For
EC50, mean + SEM (n = 3). For (B) and (C), cells were incubated with increasing concentrations of
toxin or candesartan for 30 min before addition of Angll. Veh: vehicle; cand: candesartan. Net BRET
and ligand-induced BRET were calculated as described in "Material and Methods" section.

2.6. Pharmacological characterization of A-CTX-cMila on AT1-mediated B-arrestin 2 recruitment

Once G-proteins are activated, AT1 receptor undergoes desensitization through its phosphorylation

that triggers the binding to B-arrestins. For the recruitment of B-arrestin by the AT1 receptor in
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response to Angll stimulation, HEK293T cells were co-transfected with Rluc-8-Barrestin 2 and AT1-
YFP expression plasmids [37]. An increase of the BRET signal is a sign of B-arrestin 2 recruitment
upon AT1 activation.

The kinetic curve shows that 10 nM Angll induces an increase in BRET signal, the signal reaching a
peak at 3 minutes before stabilizing (Figure 6A,B). Neither the candesartan nor the toxin alone could
induce an increase in BRET signal (Figure 6A). In presence of Angll, 100 uM of A-CTX-cMila
completely inhibits the BRET signal as well as 1 uM candesartan (Figure 6B). Thus, the toxin displays
no agonist mode of action but an antagonist mode of action on this pathway. Angll induces the -
arrestin 2 recruitment with a dose-dependent effect (EC50 = 0.99 + 0.24 nM, n = 5) (Figure 6C). In
the presence of 30 nM Angll, the toxin inhibits B-arrestin 2 recruitment by Angll in a dose-dependent
manner with a micromolar potency (IC50 = 15.6 + 3.0 uM, n = 4) (Figure 6D). The analysis of the
dose-response curves of Angll submitted to different doses of toxin underlines that the EC50 of
Angll raises from 0.99 + 0.24 nM to 10.9 £ 5.8 nM with 15 uM toxin, to 23.3 £ 10.7 nM with 50 uM
toxin, to 54.0 £ 19.0 nM with 150 uM toxin without affecting the maximal response of Angll by the
toxin (n = 3) (Figure 6E). The Schild’s regression is linear with a slope of -1.0 £ 0.4 and a pA2 of 5.7 +
0.3 (n = 3). The associated KB is 4.1 + 3.1 uM (n = 3) (Figure 6F). A-CTX-cMila is also a competitive

antagonist on the recruitment of B-arrestin 2.
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Figure 6. Competitive antagonist mode of action of A-CTX-cMila on AT1-mediated B-arrestin 2
recruitment. HEK293T cells were transfected with plasmids encoding AT1-YFP receptor and Rluc8-
B-arrestin 2 and processed for BRET measurements. (A,B) Kinetic curves of B-arrestin 2 recruitment
in presence of 10 nM Angll in the absence or presence of 100 uM A-CTX-cMila or 1 uM candesartan.
Representation of one typical experiment among three independent experiments. (C) Effect of Angll
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and A-CTX-cMila on B-arrestin 2 recruitment. For Angll, mean + SEM (n = 5), for A-CTX-cMila,
representation of one experiment. (D) Impact of the toxin on B-arrestin 2 recruitment in presence
of 30 nM Angll. Values are mean + SEM (n = 4). (E) Impact of different doses of A-CTX-cMila on the
dose-dependent effect of Angll on B-arrestin 2 recruitment. Representation of one typical
experiment among three independent experiments, for EC50, mean + SD (n = 3). For (B), (D) and (E),
cells were incubated with increasing concentrations of toxin or candesartan for 30 min before
addition of Angll. (F) Schild’s regression of corresponding activation curves. Representation of one
typical experiment among three independent experiments. Veh: vehicle; cand: candesartan. Net
BRET and ligand-induced BRET were calculated as described in "Material and Methods" section.

2.7. Pharmacological characterization of A-CTX-cMila on AT1-mediated ERK1/2 activation

Angll activates ERK1/2 mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway through both G protein
and B-arrestin-dependent processes.

A-CTX-cMila, showing antagonist properties on these pathways, it should inhibit downstream
pathways and thus ERK1/2 activation by Angll. The activation level of ERK1/2 was determined with
an HTRF assay based on the use of an antibody recognizing the phosphorylated/activated form of
theses kinases proteins. The kinetic study shows a rapid increase in ERK1/2 phosphorylation in
presence of 30 nM of Angll, this phosphorylation peaking around 3 minutes and then stabilizing to
an intermediate level until 15 minutes. In presence of 150 uM A-CTX-cMila, ERK1/2 phosphorylation
is strongly inhibited, demonstrating that A-CTX-cMila is an antagonist on ERK1/2 activation (Figure
7A).

To confirm the results obtained by HTRF method, the effect of Angll and the toxin were determined
by western blot approach (Figure 7B,C). The results are in agreement with those obtained with the
HTRF assay and show that Angll (10 nM) induces the phosphorylation of both ERK1 and ERK2
proteins, and that A-CTX-cMila (150 uM) strongly reduces this effect (89% + 2% inhibition).

151



Angll - + - +
A-CTX-cMila - - + 4+

kDa
A 44
— r'd
PERK,, ] —
i} . —~ AnglI "
2000~ ;
8 ~ +150 uM A-CTX-cMil - 14
£ [ cMila ERK;, = o = :/
B B 1500- N 42
52 C
-E- Q 37 *k
2" & 1000 5
£E s
és = 500 }/\\{\HH/ Il
=
2 [ o s S I S S B | ﬁl‘
0 5 10 15 i
time (min) i
0 T T
& & NN D
@ Y&‘?o S v@o
g X
&.\' AP
g
v 4
&

v
Figure 7. Antagonist mode of action of A-CTX-cMila on AT1-mediated ERK1/2 activation in CHO-
AT1a-EGFP cells. (A) Time course of AT1-induced ERK1/2 phosphorylation by 30 nM Angll in the
absence or presence of 150 uM A-CTX-cMila. ERK1/2 phosphorylation level was measured with
HTRF kit. Representation of one typical experiment among three independent experiments, values
are mean  SD. (B) Western blot analysis of ERK1/2 phosphorylation. Cells were pre-incubated in
the presence or absence of 150 uM A-CTX-cMila and then stimulated with 30 nM Angll for 5 min.
Representation of typical results among three independent experiments. pERK1/2: phosphorylated
ERK. (C) Quantification of western blots corresponding to (B). Values are expressed as the ratio of
band intensities of phosphorylated ERK over total ERK and are mean = SD (n = 4). ** p < 0.0001,
significantly different compared to all other conditions tested.

2.8. Selectivity profile of A-CTX-cMila

The selectivity of A-CTX-cMila was evaluated on other peptide-activated GPCRs involved in
cardiovascular functions: endothelin type A (ETA), endothelin type B (ETB), apelin (APJ), vasopressin
type 1a (V1a) and vasopressin type 2 (V2) receptors.

Activation of these receptors were tested on HEK293T cells transiently transfected with each
receptor. For Gag/PLC coupled receptors (ETA, ETB, V1a), IP1 production was quantified. For V2
receptor, coupled to Gas/adenylate cyclase pathway, cAMP production was analyzed. For the apelin
receptor APJ, which is coupled to Gai protein, HEK293T cells were co-transfected with the APJ
receptor together with Gaqi9 chimeric protein, which allows the coupling of Gai-coupled receptors

to PLC [38]. For this receptor, IP1 production was thus also quantified. On transfected HEK293T cells,
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IP1 or cAMP production is measured by HTRF assay kits in presence of the cognate endogenous
agonists and/or the toxin. 100 uM of A-CTX-cMila has no impact on IP1 production both in presence
and absence of ET-1, AVP or apelin. The toxin thus exhibits no agonist neither antagonist effect on
ETA, ETB, APJ and V1a receptors. Furthermore, 100 uM of A-CTX-cMila has no impact on cAMP

production both in presence and absence of AVP: the toxin exhibits no effect on V2 receptor (Figure

8).
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Figure 8. Selectivity profile of A-CTX-cMila for others GPCRs on HEK293T cells transfected with
various receptors. Effect of 100 uM A-CTX-cMila on ETA, ETB, APJ and V1a-dependent production
of IP1 or V2-dependent production of cAMP, in presence or absence of ET-1 30 nM or apelin-17 100
nM or AVP 30 nM. For APJ receptors, cells were co-transfected with Gaqgi9 expression plasmid.
Values are expressed in HTRF ratio, mean + SEM (n = 3). A decrease in the HTRF ratio is the sign of
second messenger (IP1 or cAMP) concentration increase. Veh: vehicle; ns: non significantly
different; ** p < 0.0001, significantly different compared to the corresponding veh.

3. Discussion

Targeting the cardiovascular system is one of the strategies selected during the evolution of
venomous animals to subdue their prey or defend themselves against predators. A significant
number of toxins with cardiovascular effects have been identified and characterized. Among them,
toxins targeting selective subtypes of sodium, potassium or calcium channels can directly affect
cardiovascular functions. For example, toxins from scorpions, sea anemones or spiders may disrupt
the Nav1.5 or hERG functions, leading to heartbeat rate variation or delay in cardiomyocytes
repolarization, respectively [39]. Other snake toxins displaying phospholipases A2 activity, can

induce a decrease in blood pressure through the production of arachidonic acid [40]. Among the
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GPCRs-interacting toxins, Atractaspis snakes sarafotoxins activate endothelin receptors, inducing a
strong general vasoconstriction leading to heart failure and cardiac arrest [41]. Finally, the M2
muscarinic toxin MT9 from the black mamba increases the mesenteric arteries contraction [42].
Despite the existence of many toxins with cardiovascular effects, there is only one family of toxins
known to target the RAS: these are the bradykinin-potentiating peptides isolated from Brazilian pit
viper which led to the development of the antihypertensive blockbuster captopril targeting ACE

[43]. Nevertheless, there is no identified toxin targeting GPCRs involved in the RAS.

The aim of the present study was to find GPCRs-interacting toxins targeting the RAS. To this end, we
have screened the Venomics library and identified A-CTX-cMila from the venom of Conus miliaris as
the first toxin active on the AT1 and AT2 receptors. It interacts at high nanomolar range affinity on
AT1 receptor and displays an antagonist mode of action on all the signaling pathways studied.
Indeed, the toxin was found to be a competitive antagonist on G-protein dependent and
independent pathways coupled to AT1 receptor: it inhibits Gaq, Gai3, GaoA activation, B-arrestin 2
recruitment and blocks ERK1/2 activation. A-CTX-cMila was also found to bind to AT2 receptor but
with an about 100-fold lower affinity than for AT1 receptor. It also inhibits the binding of fluorescent
forms of Angll (Cy3 and Cy5 conjugates) to intact cells. Considering the low affinity of A-CTX-cMila
for AT2 receptor, and the difficulties to characterize AT2-dependent signaling pathways [44] the

functional study of the toxin was only performed on AT1 receptor.

A-CTX-cMila sequence (CHFWVCP) is very different from that of Angll (DRVYIHPF). The most
important residues for Angll activity on AT1 receptor are Tyr4, His6 and Phe8. Tyr4 interacts with
Asn111, also determining the switch for full-agonist activity [45]. His6 interacts with Phe259, Thr260
and Asp263 thus providing the docking site [46]. Phe8 interacts with Lys199 and His256, critical for
Gagq signaling [47]. Thus, considering the absence of sequence homology with Angll, and the cyclic
structure of the toxin, it is unlikely that they share a similar interaction mode, in accordance with its
antagonism mode of action. This is confirmed by the implication of other residues of AT1 in the
binding with an AT1 receptor antagonist, olmesartan, which are Tyr35, Trp84, Arg167 [30]. In order
to assess the specificity of this interaction, the effect of A-CTX-cMila was also tested on other
receptors involved in cardiovascular homeostasis and having endogenous peptide ligands. The
apelin receptor (APJ) is one of the closest receptors to AT1 in the phylogenetic tree of GPCRs [48]
with about 30% homology in human [49]. It is an important regulator of body fluid homeostasis and

cardiovascular functions [50]. This receptor has two unrelated families of endogenous peptide
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ligands, apelin and elabela [37], which are both linear peptides devoid of Cys residues [51]. ETA and
ETB endothelin receptors have been detected predominantly in cardiovascular tissues. Endothelins
are 21 amino acids peptides with four Cys residues forming two disulfide bridges [52]. ETA receptor
is located mostly in vascular smooth muscle cells (VSCM) and promotes vasoconstriction but also
inflammation and cell proliferation [53]. ETB receptor is mainly expressed on endothelial cells where
it promotes vasodilatation through production of nitric oxide. Finally, V1a receptor is a Gaq/PLC
coupled receptor expressed in vascular smooth muscle cells (VSMC) increasing vasoconstriction
when activated by arginine-vasopressin (AVP) [54]. V2 receptor is found on the basolateral surface
of the cells of the collecting ducts. It is a Gas-coupled GPCR involved in diuresis regulation whose
activation by its endogenous agonist ligand, AVP, leads to a homeostatic regulation of water and
sodium recapture from the urine to the bloodstream and an anti-diuretic effect [55]. The results
obtained show that A-CTX-cMila, has neither agonistic nor antagonistic effect on these receptors,

indicating that the toxin action is restricted to angiotensin Il receptors.

Conotoxins represent highly specific biological probes that provide tools for pharmacological
studies. So far, less than 1% of the conotoxin peptide library has been catalogued [34]. The cyclic
nature of A-CTX-cMila is not common in conotoxins family and found only in contryphans and in
conopressins families. Contryphans target calcium channels [56], have no sequence homology with
A-CTX-cMila and possess a loop of 5 residues [57]. Conopressins are related to vasopressin and
oxytocin, endogenous peptides that bind vasopressin and oxytocin receptors respectively, and act
on these same receptors. Like the A-CTX-cMila, conopressins have a 4-residues loop such as
conopressin-T (CYIQNCLRV) from Conus tulipa, conopressin-S (CIIRNCPRG) from Conus striatus [58]
and conopressins M1 (CFPGNCPDS) and M2 (CFLGNCPDS) from Conus miliaris [59]. However, they
display no sequence homology with A-CTX-cMila and no similarity in their pharmacological profiles.
Indeed, A-CTX-cMila had no effect on vasopressin receptors. These results demonstrate that A-CTX-

cMila is the first member of a novel group of cyclic conotoxin associated with a new function.

It is interesting to note that our study was performed on mammalian receptors while Conus miliaris
is a worm hunter. If this experimental bias may account for the moderate affinities of the A-CTX-
cMila on AT1 and AT2, it may reveal a biological role of the toxin for predation and/or protection.
Indeed, GPCR function in worms are highly developed. Over the past decade, more and more RAS
effectors have been discovered in invertebrates such as angiotensinogen-like peptides, renin-like

and ACE-like enzymes. In clam worms, an ACE-like form was discovered, displaying similar properties
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as mammalian ACE [60]. Physiological roles of the mammalian RAS may also be encountered in
invertebrates and more specifically in worms. For instance, it has been demonstrated that Angll and
Anglll had an impact on body fluid volume in the clam worm [61]. We may consider that the toxin
we isolated from Conus miliaris may act through the worm’s RAS system to apprehend it. This work
identified a possible new strategy of predation and/or protection used by marine cone snails that

deserved to be deeply studied.

A-CTX-cMila is part of the Venomics databank contains 20,206 sequences including 606 cyclic toxins
[62]. The biological function of this class of toxins is poorly studied, despite a fairly easy production,
and therefore represent high potential study tools. A-CTX-cMila can be seen as the spearhead of a

new axis of study of cyclic conotoxin with high pharmacological potential.

4. Materials and Methods

4.1. Cell culture and transfection

For the establishment of CHO-AT1a-EGFP and CHO-AT2-EGFP stable cell lines, the sequence of the
rat AT1a (gift from Dr. K. Bernstein [63]) and AT2 [64] receptor cDNAs were amplified by PCR using
oligonucleotide primers allowing the deletion of the stop codon and the in frame cloning in pEFGP-
N1 plasmid (Clontech) in Hindlll and BamHI restriction sites. The constructs were checked by
sequencing. CHO-K1 cells (from ATCC) were transfected with 1 pg of the plasmids and selected in
the presence of 750 ug/ml G418 (GIBCO, ThermoFischer Scientific). For final selection, GFP-positive
cells were sorted by FACS analysis on an Epics EST flow cytometer equipped with an Autoclone cell
sorter (Beckman Coulter).

CHO-AT1a-EGFP, CHO-AT2-EGFP and HEK293T (from ATCC) cells were maintained at 37 °C and 5%
CO2 in DMEM/F-12 medium supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), penicillin (50 U/mL),
streptomycin (50 pg/mL) and glutaMAX-CTS (0.5 mM). HEK293T cells were transfected with
Lipofectamine™ 2000 reagent according to the manufacturer's specifications. All reactants were
supplied from Gibco, ThermoFischer Scientific. KB-1753-Nanoluc, Gai3-YFP and GaoA-YFP were
obtained from M. Maziarz (Department of Biochemistry, Boston University School of Medicine,

Boston, MA 02118, USA).
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4.2. Membrane preparation

Transfected cells (15x10° cells) were washed with 10 mL of phosphate-buffered saline (PBS) and 0.5
mM EDTA, pH 7.4 and harvested using 10 mL of this solution. Cells were collected by centrifugation
at 2000xg for 3 min at 4 °C. Cells were homogenized in 5 mL of 10 mM HEPES buffer (pH 7.4) at 4 °C
containing 70 uL anti protease cocktail (AEBSF at 104 mM, aprotinin at 80 uM, bestatin at 4 mM, E-
64 at 1.4 mM, leupeptin at 2 mM and pepstatin A at 1.5 mM, Sigma Aldrich), using a Potter’s grinder
and then centrifuged at 1000xg for 10 min at 4 °C. The resulting supernatant was then centrifuged
at 50000xg for 1 hour at 4 °C. The crude membrane pellet was washed and resuspended in 1 mL of

10 mM HEPES (pH 7.4).

4.3. Radioligand binding assays

Sarl-lle8-Angll (30 ug in TRIS pH 7.5; 100 mM) was introduced in a tube coated with iodogen
(ThermoFischer Scientific) with 0.4 mCi of Na125I (Perkin Elmer, specific activity 17 Ci/mg, 0.1 M
NaOH) for 20 min. After purification by HPLC and mass control with MALDI-TOF, the monoiodinated
peptide was diluted in 10 mM HEPES supplemented with 1% bovine serum albumine (BSA).
Binding experiments were performed at room temperature using a mix of 100 pL of radioligand at
0,5 nM in 50 mM Tris HCl pH 7.4, 1 mM MgCl2, 0.1 g/L BSA, 0.3 uL of membranes of cells expressing
receptors, and the competitor at different concentrations. Non-specific binding was determined in
presence of 2 UM Angll. Filter plate (Unifilter-96 GF/C, Perkin Elmer) was saturated with
polyethylenimine (PEIl, 0.5%, Sigma Aldrich). After 16 hours of incubation at room temperature,
samples were filtered and 25 pL of microscintillant (MicroScint-O, Perkin Elmer) were added to each
dry filter before recording the radioactivity on the Packard TopCount counter (Perkin Elmer).

The toxins library was produced by the Venomics consortium [1]. The screening conditions (quantity
of membranes, quantity of radioligand) were optimized beforehand to obtain a Z factor greater than
0.5, with Z = 1-((3xMADmax + 3xMADmin)/(medianmax — medianmin)),where MAD = Median
absolute deviation. Eleven 96-well plates containing one toxin by well were screened. On each 96-
well plate, eight wells were dedicated to total binding of the radioligand, and eight other dedicated
to non-specific binding. After counting the radioactivity bound in each well, peptides with an

associated binding value less than Median — 3xMAD were classified as hits.
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4.4. Production of A-CTX-cMila

The protected amino acids (AA) came from Novabiochem and Activotec; Fmoc-Pro-Novasyn TGT
resin, dichloromethane, acetic anhydride (Ac20) from Merck Millipore; N-methylmorpholine
(NMM), thioanisole, anisole, triisopropylsilane (TIPS), HCTU, piperidine, acetonitrile (CH3CN),
HEPES, cysteine, cystine from Sigma Aldrich; acetic acid, N-Methyl-2-pyrrolidone (NMP), methanol
from VWR; diethyl ether, dimethylformamide (DMF) from Carlo Erba; trifluoroacetic acid (TFA) from
Fisher Scientific.

SPPS was performed on a synthesizer (Prelude Protein Technologies Inc, Prelude User software)
using Fmoc-strategy. Resin was swollen with 2x3 mL of DCM for 30 sec then with 1x3 mL of NMP
for 5 min. The Fmoc group was deprotected with 2x2 mL of 20% piperidine in NMP for 2 min,
followed by 3x3 mL of NMP for 30 sec. Coupling steps were done twice 10 min with 1.3 mL of AA
(200 mM in NMP, cysteine in DMF) was added to 1 mL of HCTU (250 mM in NMP) and 0.5 mL of
NMM (1 M in NMP), followed by 2x3 mL of NMP for 30 sec. Capping was done with 2 mL 250 mM
Ac20 in NMP for 5 min. A final washing of the medium with NMP (3x3 mL for 30 sec) was carried
out.

The peptide was cleaved from its solid support and the side chains were deprotected with a solution
of TFA 82.5%/Thioanisole 5%/Anisole 5%/H20 5%/TIPS 2.5% (10 mL; 2 hours at room temperature;
300 rpm stirring). The peptide in solution was then precipitated in 3x40 mL of cold diethyl ether

(3000 rpm for 4 min), dissolved in 15 mL of 10% acetic acid and freeze-dried.

4.5. HPLC purification and analysis

The mobile phases that were used for the HPLC analysis are A: H20 + 0.1% TFA and B: CH3CN + 0.1%
TFA. The crude peptide is purified by a preparative method on a Waters device (pump module: 2535
Quaternary Gradient module; UV detector: Waters 2998 Photodiode Array), with an XBridge BEH
300A Prep C18 column OBD 5 um 19x250 mm, at a flow rate of 13 mL/min. Analytical HPLC is
performed on a Waters device (pump module: e2695 separation module; UV detector: Waters 2998
Photodiode Array) with an XBridge BEH 300A C18 column (5 pm, 4.6 mm x 250 mm, Waters). The
indicated retention times are given in minutes. Gradient used was 0-50% B in 50 min with a wash

phase at 80% B for 10 min and a column equilibration phase at 100% A for 10 min.
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4.6. Mass spectrometry analysis

Samples were analyzed by HPLC coupled with mass spectrometry (HPLC-MS): the electrospray
ionization mass spectrometry technique of the ESI-IT ion trap type (ElectroSpray lonization-lon Trap)
on an Esquire HCT device (high capacity trap, Bruker Daltonics) was coupled with reversed-phase
chromatographic analysis (Agilent 1100 series HPLC), with an Agilent Eclipse XDB C18 80A column,
5 um, 4.6 mm x 150 mm. The gradient used was 5 to 100% B in 60 min at 1 mL/min, with a wash
phase at 80% B for 10 min and a column equilibration phase at 95% A for 10 min. The data were
analyzed with DataAnalysis software (Bruker Daltonics). The indicated retention times were given
in minutes. Samples were also analyzed by mass spectrometry MALDI-TOF (Matrix-assisted laser
desorption ionization — Time of flight), using a 4800 MALDI TOF-TOF Analyzer (Applied biosystems),
in reflectron mode. The sample was co-crystallized on a plate with a solution of a-cyano-4-hydroxy-
cinnamic acid (HCCA), solution prepared at 10 mg/mL in 50/50 CH3CN/H20, 0.1% TFA. The reported

m/z values correspond to the monoisotopic peak.

4.7. Thermodynamic oxidation

Oxidation buffer composed of HEPES (pH 7.5; 0.1 M in H20), EDTA (pH 8; 0.001 M in H20), cysteine
(0.001 M in H20), cystine (0.0001 M in H20), CH3CN (20%) and purified linear peptide (20 uM in

H20), was mixed at room temperature for 48 hours.

4.8. Labeling of Angll with Cy3 and Cy5

The Cy3 fluorophore (4 eq; 4 umol in NMP, ThermoFischer Scientific) was mixed with HCTU (4 eq; 4
umol) and NMM (10 eq; 10 umol) in NMP. 1 umol of peptide on resin was added (300 rpm stirring;
2 hours; room temperature). 3x5 mL washes with NMP then 3x5 mL washes with DCM were carried
out. The peptide on resin was dried under vacuum, cleaved from the resin and deprotected.

0.3 umol of peptide cleaved from the resin, deprotected, purified and freeze-dried was taken up in
DMF. N,N-diisopropylethylamine (DIPEA, Sigma Aldrich, 10 eq.) was added, then the Cy5
fluorophore (Lumiprobe, 5 eq.), with stirring at 250 rpm for 1.5 hour at 37 °C. TRIS (pH 7.8; 50 mM)
was added (250 rpm stirring; 20 min).

Both Cy3-Angll and Cy5-Angll were purified by HPLC and analyzed by mass spectrometry. After

lyophilization, peptides were resolubilized in H20.
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4.9. Fluorescent-Angll binding assays

CHO-AT1a-EGFP and CHO-AT2-EGFP were seeded at 40,000 cells/well in 96-well microplate. After
24 hours, cells were preincubated or not with 50 uM toxin for 30 min and then incubated with 10
nM Cy3-Angll for 15 min at 37 °C. Cells were then washed with Ham’s F-12 and fixed with 4% PFA
(Sigma Aldrich) for 5 min. Vectashield-DAPI was added (Sigma Aldrich) to each well before
observation. Microscopic observation was made under a Nikon Eclipse Ti microscope equipped with
a 60x magnification objective.

For flow cytometry analysis, CHO-AT1a-EGFP or CHO-AT2-EGFP cells (200,000 cells) were incubated
in suspension in PBS containing 0.1% BSA in the presence or absence of 150 uM toxin for 30 min
before addition of 20 nM Cy5-Angll for 30 min at room temperature in a total volume of 100 pL.
Samples were diluted ten-fold in PBS-BSA immediately before analysis on an ACCURI C6 + flow

cytometer (BD Bioscience) equipped with 488 and 540 lasers.

4.10. Second messengers assays

Experiments were performed on CHO cells stably expressing receptors of interest, or on HEK293T
cells transiently transfected. In this case, HEK293T cells were seeded in 6-well plates (10%/well) and
transfected 24 hours later with Lipofectamine™?2000. 24 hours after transfection, cells were

collected and resuspended in appropriated buffer (see below).

4.10.1. IP1 assay

IP1 production was quantified with the IP-one-Gq assay kit (Cisbio Perkin Elmer) based on
homogeneous time-resolved fluorescence (HTRF) according to the kit protocole. Cells expressing
the receptor of interest were added to the 384-well microplate (22,500 cells in 5 pL stimulation
buffer) and stimulated for 45 min at 37 °C in the presence of agonist or toxin or by a mix of agonist
and toxin prepared in stimulation buffer. In this latter case the toxin was pre incubated with cells
for 30 min at 37 °C. Detection reagents (2x5 pL) were then added to each well and the plate
incubated for 30 min at room temperature before reading on a CLARIOstar plate reader (BMG

Labtech).
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4.10.2. cAMP assay

Cyclic AMP production was quantified with the cAMP Gs dynamic kit (Cisbio Perkin Elmer) based on
HTRF. Cells expressing V2 receptor were added to the 384-well microplate (1,500 cells/well in 5 pL
Ham’s F-12 medium containing 1 mM IBMX) and stimulated for 45 min at 37 °C by 30 nM vasopressin
or 100 uM toxin or by a mix of vasopressin and toxin. Detection reagents (2x5 uL) were then added
to each well and the plate incubated for 30 min at room temperature before reading on a

CLARIOstar plate reader (BMG Labtech).

4.11.8-arrestin 2 recruitment and biosensors assays

For the B-arrestin 2 recruitment assay, HEK293T cells seeded in 6-well plates (10%/well) were
transfected with Lipofectamine™ 2000 with 2.5 pg of DNA mix containing 80% of Rluc8-B-arrestin 2
plasmid (BRET donor) and 20% AT1-YFP plasmid (BRET acceptor). Control cells with no BRET
acceptor were made by transfecting cells with Rluc8-B-arrestin 2 plasmid and non-fluorescent AT1
plasmid. 24 hours after transfection, cells were collected and resuspended in reaction buffer (HEPES
25 mM pH 7.5; CaCl2 1mM; MgCl2 0.5mM; NaCl 150 mM; glucose 1 g/L) and 20 pL of cell suspension
(40,000 cells) were placed in a 96-well plate (Perkin Elmer; OptiPlate-96, White Opaque 96-well
Microplate). Coelantherazine H (Nanolight technology, Pinetop) (20 uL of a 5 uM solution prepared
in reaction buffer) was added to each well before addition of agonist ligands (10 pL in reaction
buffer). Antagonist molecules and toxin were pre-incubated with the cells for 30 min at 37 °C before
adding the substrate and the agonist ligand. Luminescence signals were measured with an Envison
microplate reader (Perkin Elmer, 2104 multi label reader) set at 37 °C with 485-nm and 530-nm
emission filters. The BRET signal was calculated as the 530 nm/485 nm signal ratio. The net BRET
signal was determined by subtracting the BRET signal obtained in the absence of acceptor. Ligand-
induced BRET is calculated by subtracting the net BRET before stimulation to the net BRET after
stimulation. For kinetic BRET measurements, signals were measured every 1 s for the duration of
the experiment.

For Gai3 and GaoA activation assays, HEK293T cells were transfected as described above but with
DNA mix containing 0.016% of KB-1753-Nanoluc plasmid (BRET donor) 40% of Gai3-YFP or GaoA-
YFP plasmid (BRET acceptor) and 60% non-fluorescent AT1 plasmid. 24 hours after transfection, cells
were collected and resuspended in OptiMEM medium (ThermoFischer Scientific). Stimulation of

cells and luminescence recordings were made as for B-arrestin 2 recruitment except that cells were
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resuspended at 25,000 cells in 20 uL and that the substrate solution consisted in 20 plL of 6.25 uM

furimazine (Promega corporation).

4.12. ERK1/2 activation

ERK1/2 phosphorylation was assessed with the Cisbio Phospho-ERK1/2 (Thr202/Tyr204) cellular kit.
CHO-AT1a-EGFP cells were seeded 48 hours before at 40,000 cells/well in a 96-well plate. The
medium was changed 24 hours after seeding and replaced with Ham’s F-12 medium without FBS.
At the time of experiment, culture medium was discarded and replaced by 40 uL Ham’s F-12 medium
containing toxin or not, and the plate was incubated for 30 min at 37 °C. Cells were stimulated by
10 pL of 5X Angll solution (10 pL/well; 30 nM) in Ham’s F-12 medium, at the desired times (0, 1, 2,
3,4,5, 6,7, 10, 15 min). The wells were emptied and then 50 uL of lysis buffer were added. The
plate was incubated for 1 hour at room temperature. 16 uL of each well were transferred to a 384-
well plate. The reagents (4 L, 1:1) were added and the plate was incubated for 3 hours at room
temperature before reading with the CLARIOstar. For western blot analysis of phosphorylated
ERK1/2, CHO-AT1a-EGFP cells were seeded in 12-well plates at a density of 200,000 cells/well.
Medium was replaced by F12 medium without FCS 24 h before the experiment. Cells were incubated
or not with 20 uM A-CTX-cMila for 30 min, 10 nM Angll were then added for 5 min and cells were
lysed in 100 uL ice cold lysis buffer (PBS, 1% Triton X-100). Detergent-extracted proteins were
analyzed by western blot technique using mouse monoclonal anti-active phosphorylated ERK1/2
(Cell Signaling Technology) and rabbit polyclonal anti-ERK2 (Santa Cruz Biotechnology) antibodies
(1:5,000 each). The membranes were then incubated with anti-rabbit IgG antibody conjugated to
IRDye 800CW (LI-COR Biosciences) and anti-mouse IgG antibody conjugated to AlexaFluor 680 (Life
technologies) for 1 h at 37 °C. Protein bands were detected and quantified with an Odyssey Infrared

Imaging System (LI-COR Biosciences).

4.13. Data analysis

All experiments were performed at least three times, as indicated in the figure legends, and, unless
otherwise indicated, they are presented as averages * SEM. Binding experiments, second
messengers assays, BRET assays were all analyzed using Prism v5.000 software (GraphPad).
Dose-response curves were generated using nonlinear regression curves with three parameters.

Schild’s regressions were generated by plotting log(A), with A = (EC50 Angll+toxin/EC50 Angll)-1
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depending of the -log(concentration ligand) using simple linear regression curves. The KB value was
calculated from the y-intercept of the slope (KB = 107ntereert)  For multiple comparison tests,
statistical analysis was performed using one- or two-way ANOVA followed by post hoc comparisons

with the Tukey’s HSD test. Values with p < 0.05 were considered as statistically significant.
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4.5 CONCLUSION - DISCUSSION
En complément des questionnements émis dans la discussion de l'article, des expériences

complémentaires ont été réalisées.

4.5.1 EFFET DE A-CTX-CMILA SUR L’ACTIVITE CONSTITUTIVE DU RECEPTEUR AT1

Le récepteur AT1 est connu pour avoir une activité constitutive en I'absence d'Angll ou d’autres
stimulations, activité bloquée notamment par le candésartan, ayant alors un effet agoniste inverse.
Nous avons donc émis I'hypothése que la toxine pouvait potentiellement bloquer l'activité
constitutive du récepteur. Le pool constitutivement actif de récepteurs AT1 est estimé a environ 5%
du total de récepteurs AT1 dans une cellule (Unal and Karnik, 2014). C’est pourquoi il est difficile de
détecter une activité constitutive avec les tests de dosages fonctionnels classiques dans les cellules
transfectées exprimant le récepteur AT1. Comment alors quantifier cette activation constitutive ? Il
est possible (a) d’augmenter la quantité de cellules drastiquement (pour augmenter le taux basal
d’activation) pour voir si la toxine a un effet sur ce taux de base devenu détectable ; il est aussi
possible (b) d’utiliser des récepteurs constitutivement actifs. Dans ce dernier cas, de nombreux
travaux ont été menés dans l'idée de trouver des mutants du récepteur AT1 constitutivement actifs.
Parmi ces mutants, la mutation N111G (I’asparagine en position 111 est remplacée par une glycine)
est un outil pour la caractérisation pharmacologique de cette activité (Feng et al., 1998). En effet,
comme mentionné dans l'introduction, il y a une interaction stable entre ’'Asn111 et I’Asn295 du
récepteur quand le récepteur AT1 est dans un état inactif. L’activation du récepteur destabilise cette
interaction entrainement le pivotement du TM6. Ainsi, destabiliser cette interaction, par
I'introduction d’une mutation au niveau de I’Asn111 en I'occurrence, permet d’induire une activité

constitutive du récepteur (Feng et al., 1998).

Nous avons donc voulu savoir si AT1 possédait une activité constitutive de base qui serait bloquée en
présence de toxine. Pour cela nous avons transfecté des cellules HEK293T avec le plasmide AT1-
N111G-YFP (que nous avons produit au laboratoire) ou le plasmide AT1-YFP. Nous avons comparé
I'effet de la toxine et du candésartan sur la production d’IP1 via les récepteurs AT1 et AT1-N111G par
HTRF (Figure 59).

Concernant le récepteur AT1, 1 uM d’Angll induit logiquement la production d’IP1.

Concernant le récepteur AT1-N111G, 1 uM d’Angll induit aussi la production d’IP1, a hauteur de celle
induite par le récepteur AT1. En revanche, en absence de ligand, nous observons une production
d’IP1 a hauteur de la production d’IP1 induite par I’Angll. Nous pouvons donc valider la construction
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AT1-N111G-YFP comme récepteur constitutivement actif. En présence de 100 uM de A-CTX-cMila ou
de 1 uM de candésartan, la production d'IP1 est significativement diminuée de 40% et 38%
respectivement, signe que la toxine et le candésartan bloquent effectivement I'activité constitutive

de production d’IP1 par le récepteur (Figure 59).
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Figure 59: Mise en évidence de I'activité constitutive du récepteur AT1. Les cellules HEK293T sont
transfectées avec les plasmides codant pour le récepteur mutant AT1-N111G ou le récepteur AT1. La
figure représente la production d’IP1 par les récepteurs AT1 et AT1-N111G respectivement. Les
cellules sont stimulées ou non pendant 45 min en présence d’Angll 1 uM, de A-CTX-cMila 100 uM ou
de candésartan 1 uM. La production d’IP1 est mesurée grace au kit de dosage HTRF Cisbio. Les valeurs
représentent la moyenne de 3 réplicats d’une expérience, expérience représentative de 3 autres
expériences. ns: pas de différence significative; *: p<0,05 et **: p<0,0001, significativement

différent par rapport a la réponse maximale en présence d’Angll.

4.5.2  EVALUATION DE LA CYTOTOXICITE DE A-CTX-CMILA

Dans I'idée de valider la caractérisation in vitro, il est nécessaire de vérifier I'absence de cytotoxicité
de la toxine afin d’éliminer un biais possible sur les résultats des tests fonctionnels. Pour cela des
cellules CHO-AT1a-EGFP ont été marquées a l'iodure de propidium apres traitement par la toxine.
L'iodure de propidium est un intercalant de I’ADN qui ne peut pas traverser une membrane
cytoplasmique intacte. Il pénétre par contre dans les cellules dont la membrane est endommagée et

est classiquement utilisé comme marqueur de cellules nécrotiques.

Comme montré Figure 60A, les cellules contréles ne sont que trés peu marquées a l'iodure de
propidium. En présence de 0,1% de triton-X100 (agent de perméabilisation membranaire), quasiment

toutes les cellules sont logiqguement marquées a I'iodure de propidium. En revanche, en présence de
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100 uM de toxine, les cellules ne sont pas plus marquées que les cellules controles, signe que I'iodure
de propidium ne peut pas rentrer dans les cellules (Figure 60A). De plus, en contraste de phase, la
morphologie des cellules n’est pas affectée par la toxine a contrario du triton qui leur confére une
forme plus arrondie et grumeleuse. La toxine ne semble donc pas altérer I'intégrité de la membrane
cellulaire.

Le test de viabilité cellulaire AlamarBlue (variant du test MTT classique) est basé sur le principe de la
réduction de la résazurine, réactif bleu perméant non fluorescent, en un composé fluorescent, la
résarufine, par les activités réductases mitochondriales des cellules vivantes. L'intensité de
fluorescence de la résarufine présente dans le milieu est alors corrélée a la viabilité cellulaire. Comme
observé Figure 60B, le traitement des cellules avec du triton-X100 0,1%, supposé entrainer la mort
de la totalité des cellules, entraine, comme attendu, une diminution quasi totale de la fluorescence.
En revanche, I'incubation des cellules en présence de A-CTX-cMila a 100 uM n’a aucun effet sur la
viabilité cellulaire.

Les résultats de ces expériences montrent que la toxine A-CTX-cMila est dépourvue d’effets

cytotoxiques sur la période de temps testée.
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Figure 60: Evaluation de la cytotoxicité de A-CTX-cMila. (A) Images en microscopie de cellules CHO-
AT1a-EGFP marquées a l'iodure de propidium en présence de triton-X100 0,1% ou de A-CTX-cMila
100 uM. La toxine est préincubée avec les cellules pendant 30 min avant ajout de l'iodure de
propidium. (B) Mesure de la viabilité cellulaire. Les cellules CHO-AT1a-EGFP sont incubées en
présence de triton-X100 0,1% ou de A-CTX-cMila 100 uM. La toxine est préincubée avec les cellules
pendant 30 min avant ajout d’AlamarBlue pendant 1h avant mesure de la fluorescence (excitation a
545 nm/émission a 600 nm). Les résultats sont représentatifs d’'une expérience parmi 3
indépendantes. Ctr: controle ; ns : pas de différence significative ; **: p<0,0001, significativement

different par rapport a la réponse maximale.
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Bilan :

Comme expliqué dans la publication, A-CTX-cMila est la premiére toxine caractérisée d’un point de
vue fonctionnel agissant sur les récepteurs aux angiotensines. Elle a une affinité submicromolaire
pour le récepteur AT1 et micromolaire pour le récepteur AT2. Elle bloque également la liaison de
I'Angll fluorescente (Cy3 et Cy5) aux cellules vivantes montrant que le site de liaison de la toxine est
localisé sur la partie extracellulaire des récepteurs AT1 et AT2.

Compte tenu de la faible affinité de A-CTX-cMila pour le récepteur AT2, et des difficultés a
caractériser les voies de signalisation de AT2 (cf Chapitre 5), I'étude fonctionnelle de la toxine a été
réalisée uniquement sur le récepteur AT1. Elle possede les caractéristiques d’un antagoniste
compétitif du récepteur AT1 sur les voies dépendantes et indépendantes des protéines G : elle bloque
I'activation de Gag, Gai3, GaoA, le recrutement de la B-arrestine 2 et bloque |'activation des MAP
kinases ERK1/2. Nous suggérons aussi que la toxine aurait une activité agoniste inverse au moins sur
la voie Gaq puisqu’elle réduit la production d’IP1 induite par le récepteur mutant AT1-N111G
constitutivement actif. De plus, aucune toxicité cellulaire n’a été associée a I'utilisation de la toxine a

des doses supra maximales pendant la période de temps testée.

A-CTX-cMila appartient a la famille des conotoxines dont, jusqu'a présent, on estime que moins de 1
% a été caractérisé (Kaas et al., 2012). La nature cyclique de A-CTX-cMila n'est pas commune dans la
famille des conotoxines et se trouve seulement dans les familles des contryphans et des
conopressines. Les contryphans ciblent les canaux calciques, n'ont aucune homologie de séquence
avec A-CTX-cMila et possédent une boucle de 5 résidus (Lebbe and Tytgat, 2016; Sabareesh et al.,
2006). Les conopressines sont apparentées a la vasopressine et a I'ocytocine, peptides endogenes
qui se lient respectivement aux récepteurs de la vasopressine et de I'ocytocine, et agissent sur ces
mémes récepteurs (Dutertre et al., 2008). Comme A-CTX-cMila, les conopressines ont une boucle de
4 résidus mais en dehors de cette propriété structurale, elle ne présentent aucune homologie de
séquence avec A-CTX-cMila et aucune similitude dans leurs profils pharmacologiques. En effet, A-
CTX-cMila n'a aucun effet sur les récepteurs de la vasopressine, démontrant que la toxine est le

premier membre d'un nouveau groupe de conotoxines cycliques associé a une nouvelle fonction.

Notre étude a été réalisée sur des récepteurs de mammiferes alors que Conus miliaris est un
prédateur de vers marins de la famille des Eunicid polychaetes (Duda and Lee, 2009). Si ce biais
expérimental peut expliquer les affinités modérées de A-CTX-cMila sur AT1 et AT2, cela pourrait en

revanche révéler un rdle biologique de la toxine pour la prédation et/ou la défense. En effet, de plus
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en plus d'effecteurs du SRA sont découverts chez les invertébrés, tels que des peptides de type
angiotensinogene, des enzymes de type rénine et de type ECA (Kawamura et al., 2000). Nous pouvons
considérer que la toxine pourrait agir par le biais du systéme SRA du ver dans une stratégie de

prédation.

Pour poursuivre la caractérisation de A-CTX-cMila, il serait intéressant de réaliser des expériences in
vitro pour mieux définir son profil de sélectivité, ainsi que sur des récepteurs de vers marins, ainsi
que ex vivo notamment pour tester son effet sur la contractilité par exemple des artéeres
meésentériques isolées de rat. Il s’agit en effet d’'un des modeles de choix pour I'étude des ligands
d’AT1, car ce récepteur y est fortement exprimé et impliqué dans le phénomene de vasoconstriction

(Dal-Ros et al., 2010).
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5 Résultats : Mise au point des tests de fonction sur le récepteur

AT2

5.1 PREAMBULE

Le criblage de la banque Venomics de toxines synthétiques sur le récepteur AT2 a permis
I'identification des 3 toxines A-CTX-cMila, A-TRTX-Porla et A-CTX-MilVa. Afin de déterminer quel est
leur mécanisme d’action sur le récepteur AT2, une étude des voies de signalisation en aval de ce
récepteur a été menée.

Comme mentionné dans l'introduction, les voies de signalisation activées par le récepteur AT2 ne
sont pas clairement établies et il y a encore peu de certitudes quant aux réels effecteurs
intracellulaires impliqués. Bien qu’AT2 appartienne a la famille des RCPG de part sa séquence et sa
structure, sa capacité a activer les protéines G n’a toujours pas été clairement démontrée (Rodrigues-
Ferreira and Nahmias, 2010). Néanmoins quelques études suggerent qu’il serait couplé a Gai dans
certains types cellulaires (Zhang and Pratt, 1996). Nous avons donc entrepris de déterminer, dans un
systeme d’expression hétérologue comme ceux que nous utilisons, si nous étions capables d’observer
le couplage d’AT2 a la protéine Gai ou d’autres protéines G, par différentes approches

expérimentales.

5.2  ACTIVATION DE LA VOIE GAI PAR LE RECEPTEUR AT2

5.2.1  UTILISATION DE BIOSENSEURS DE BRET

Pour investiguer le couplage de AT2 a Gai, nous avons voulu mettre en place un test de mesure
d’activation de Gai par I'utilisation de ces biosenseurs. Ce systeme a également été utilisé pour
étudier I'effet de la toxine A-CTX-cMila sur le couplage du récepteur AT1 a la protéine Gai (cf article
chapitre 4). Pour cela, nous avons transfecté des cellules HEK293T avec le récepteur AT1 ou AT2, la
protéine Gai3-YFP et |la proteine mas-KB-1753-Nanoluc. L'effet de I’Angll sur le niveau de BRET a été
testé pour les deux récepteurs. La courbe cinétique (Figure 61) montre qu’en absence d’Angll le
niveau de BRET est faible et stable tout au long de I'expérience. L'ajout d’Angll aux cellules exprimant
le récepteur AT1 provoque une augmentation rapide et importante du signal de BRET, atteignant un
plateau a un niveau d’environ 7 fois le niveau basal au bout de 50 s. En revanche, pour le récepteur

AT2, aucune variation du niveau de BRET n’est observée apres administration d’Angll.
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Figure 61: Activation de la voie Gai3 via les récepteurs AT1 et AT2 par |'utilisation de biosenseurs de
BRET. Des cellules HEK293T sont transfectées avec les plasmides codant pour les récepteurs AT1 ou
AT2, mas-KB-1753-Nanoluc et Gai3-YFP. Les cellules sont stimulées ou non par 10 nM d’Angll. n=2,
Véh : véhicule. Le Net BRET est calculé comme décrit dans la partie « Matériels et Méthodes » de

I"article.

5.2.2 DOSAGE DE SECONDS MESSAGERS : DOSAGE D’IP1 GRACE A LA PROTEINE CHIMERIQUE GQI9

Face a I'impossibilité de mettre en évidence un couplage a Gai de AT2 par I'utilisation de biosenseurs
de BRET, nous avons détourné le couplage vers la voie classiquement activée par la protéine Gag.
Pour cela, il faut exprimer dans les cellules la protéine chimérique Gagi9, protéine Goug dont les 9
derniers acides aminés ont été substitués par ceux de la protéine Gaii (Conklin et al., 1993). Dans ces
conditions, si le récepteur AT2 est couplé Gai, il activera la protéine Gaqi9 via son interaction avec
I'extrémité C-terminale de la protéine G (correspondant a la séquence de Gai) qui pourra ensuite
activer la phospholipase C et induire une production d’inositol phosphates comme le ferait une
protéine Gog « normale ». Nous avons donc transfecté des cellules HEK293T avec le récepteur AT2
ou AT1 et la protéine Gagi9. L'activité de la phospholipase C est mesurée grace a un kit de dosage
par HTRF de I'lP1, issu de |la dégradation de I'lP3, produit primaire de 'activité de la phospholipase C
(cf 2.2.1). Les résultats (Figure 62) montrent que |'activation du récepteur AT1 par I’Angll provoque
une réduction du rapport de FRET, qui traduit une augmentation que la concentration d’IP1 et donc
de I'activité de la phospholipase C. En revanche, dans les cellules exprimant le récepteur AT2, aucune
variation significative du rapport de FRET n’est observée en présence d’Angll. Il apparait donc
clairement que le récepteur AT2 n’est pas capable d’activer la protéine Gagi9 dans les conditions

expérimentales testées. Dans ces conditions de co-expression du récepteur AT1 avec Gagi9, nous ne
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pouvons pas exclure qu’une composante Gagq intrinseque participe a la production d’IP1 observée

pour le récepteur AT1.
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Figure 62: Effet de I’Angll sur la production d’IP1 par des cellules exprimant les récepteurs AT1 ou
AT2 via la voie Gai3. Les cellules HEK293T sont transfectées avec les plasmides codant pour les
récepteurs d’intérét et Gaqi9. Les cellules sont stimulées ou non par I’Angll (1 uM) pendant 45 min.
La production d’IP1 impliquant la voie Gag/PLC apres activation de Gai est mesurée grace au kit de
dosage HTRF Cisbio. Les résultats sont exprimés en rapport d’"HTRF, n=2 (AT2), n=3 (AT1). Véh:

véhicule. *<0,05.

Ces données suggerent que contrairement a certains articles dans la littérature montrant
I'implication de la voie Gai dans la signalisation du récepteur AT2, celui-ci n’est pas couplé

directement ou indirectement a la protéine Gai3 dans notre modéle d’étude.

5.3 ACTIVATION DE LA VOIE GS PAR LE RECEPTEUR AT?2

Les résultats précédents ne permettant pas de montrer que le récepteur AT2 active la voie Gai, nous
avons testé la possibilité qu’il soit couplé a la protéine Gas. Dans ce cas, son activation par I’Angll
augmenterait activité de I'adénylate cyclase et donc les taux d’AMPc.

Pour tester cette hypothése nous avons utilisé la lignée cellulaire CHO-AT2-EGFP (cf article chapitre
4) et mesuré la production d’AMPc comme décrit ci-dessus a 'aide d’un kit de dosage HTRF. Comme
le montrent les résultats (Figure 63) I'ajout de FSK, activateur direct de I'adénylate cyclase provoque
une forte diminution du rapport HTRF (665/620 nm) signe d’une augmentation des taux d’AMPc. Par
contre, en présence d’Angll, la réponse n’est pas significativement différente par rapport au contréle

négatif. Ces résultats suggerent qu’AT2 n’est pas non plus couplé a la protéine Gas (Figure 63).
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Figure 63: Mesure de la production d’AMPc aprés stimulation de CHO-AT2-EGFP via la voie Gas. Les
cellules sont stimulées ou non par I"’Angll (1 uM) ou la FSK (1 uM) pendant 45 min. La production
d’AMPc est mesurée grace au kit de dosage HTRF Cisbio. Les valeurs sont exprimées en rapport

d’HTRF, n=2. Véh : véhicule, FSK : forskoline. ***<0,0001.

5.4 ACTIVATION DE LA VOIE GQ PAR LE RECEPTEUR AT2

Contrairement a AT1, le récepteur AT2 n’est pas décrit comme couplé Gaqg. Cependant, face aux
nombreuses zones d’ombre concernant encore le couplage aux protéines G, nous avons voulu savoir
si AT2 pouvait induire la production d’IP1 dans un systéeme d’expression hétérologue. Pour cela les
cellules CHO-AT1a-EGFP et CHO-AT2-EGFP ont été stimulées par de I’Angll et la production d’'IP1
mesurée grace au kit de dosage HTRF.

Comme observé Figure 64, 1 uM d’Angll entraine une diminution du rapport d’"HTRF (665/620 nm)
et donc une augmentation de la production d’IP1 sur les cellules CHO-AT1a-EGFP, ce qui est logique
compte tenu du couplage majoritaire du récepteur AT1 a la protéine Gag. En revanche,
I’administration de 1 uM d’Angll ne provoque aucun changement du rapport d’"HTRF indiquant que
la liaison de I"'Angll a AT2 n’entraine pas d’augmentation de production d’IP1. Le récepteur AT2 ne

semble donc pas couplé a la voie Gaqg dans notre modeéle d’étude.
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Figure 64: Mesure de la production d’IP1 apreés stimulation de CHO-AT1a-EGFP et CHO-AT2-EGFP via
la voie Gaq/PLC. Les cellules sont stimulées ou non par I'’Angll (1 uM) pendant 45 min. La production
d’IP1 est mesurée grace au kit de dosage HTRF Cisbio. Les résultats sont exprimés en rapport d’HTRF,

n=2. Véh : véhicule. **<0,001.

5.5 ACTIVATION DE ERK1/2 PAR LE RECEPTEUR AT2

Pour déterminer la capacité de I’Angll a induire la phosphorylation de ERK1/2 par AT2 nous avons
utilisé deux méthodes complémentaires. L'une plus quantitative fondée sur un test de type HTRF
(phospho-ERK) et I'autre par la méthode classique du western-blot. Dans les deux cas, le principe est

de détecter et quantifier la forme phosphorylée des MAP kinases ERK1/2, forme active de ces kinases.

La régulation de I'activité des MAP kinases ERK1/2 par AT2 a été observée dans plusieurs modeéles
mais les mécanismes ne sont pas clairement établis. Il a été montré que I'activation d’AT2 pouvait a
la fois conduire soit a I'activation soit a I'inhibition des ERK1/2. En effet, méme si certaines équipes
ont montré que in vivo I’Angll provoque |'activation de ERK via le récepteur AT2 (Hagihara et al.,
2014), il a aussi été montré que l'antagoniste sélectif d’AT2 PD123319 ne diminue pas la
phosphorylation de ERK (Pinzar et al., 2005). Nous avons voulu évaluer si le récepteur AT2 était
capable d’induire la phosphorylation de ERK1/2. Pour cela, les cellules CHO-AT1a-EGFP et CHO-AT2-
EGFP ont été stimulées par de I'’Angll et la phosphorylation des ERK1/2 évaluée par les deux méthodes
décrites précédemment.

Comme montré Figure 65A, I’Angll provoque une augmentation du rapport HTRF (665/620 nm) dans
les cellules CHO-AT1a-EGFP, résultats concordant avec ceux déja décrits (cf article, chapitre 4). Un
résultat équivalent est obtenu avec le PdBu (phorbol dibutyrate), activateur direct des PKC, trés

classiqguement utilisé comme témoin positif. Cependant, dans les cellules CHO-AT2-EGFP, bien que le
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PdBu produise une forte activation des ERK1/2, I’Angll ne provoque aucune modification du rapport
d’HTRF. Ce résultat est confirmé par I'analyse par western-blot : nous observons une phosphorylation
de ERK1/2 par I'Angll aussi intense que le contréle positif PdBu pour les cellules CHO-AT1a-EGFP.
Pour les cellules CHO-AT2-EGFP, I’Angll n'entraine pas la phosphorylation de ERK1/2 (Figure 65B).

Nos résultats montrent que dans notre modeéle d’étude de cellules CHO exprimant de facon stable le

récepteur AT2-EGFP, I'activation du récepteur AT2 ne provoque pas la phosphorylation de ERK1/2.
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Figure 65: Activation de ERK1/2 médiée par I’Angll sur les cellules CHO-AT1a-EGFP et CHO-AT2-EGFP.
(A) Phosphorylation de ERK1/2 en présence de 1 uM d’Angll ou de 1 uM de PdBu. Représentation de
la moyenne de 2 expériences. Les niveaux de phosphorylation sont mesurés avec le kit HTRF. Les
valeurs sont exprimées en % de la réponse maximale en rapport d’"HTRF obtenu a 5 min de stimulation
par 1 uM d'Angll ou par 1 uM de PdBu. (B) Analyse par western blot de la phosphorylation de ERK1/2.
Les cellules ont été pré-incubées en présence ou absence de 150 uM de toxine puis stimulées par 30
nM d’Angll. Résultats représentatifs de 3 expériences (pour AT1), ou de 2 expériences (pour AT2).

Véh : véhicule ; PdBu : phorbol12, 13-dibutyrate. **<0,001.
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5.6 CONCLUSION - DISCUSSION

Pour ce qui concerne I'étude du récepteur AT2, en plus du test de liaison faisant appel au radioligand
1251-Sar1, lle8-Angll, nous avons pu mettre au point un test de caractérisation de la liaison par
cytométrie de flux basé sur I'utilisation de la Cy5-Angll. Ce test a permis de montrer une diminution
de la liaison de Cy5-Angll en présence de A-CTX-cMila sur les cellules CHO-AT2-EGFP. L'observation
au microscope du marquage des cellules CHO-AT2-EGFP par la Cy3-Angll en présence ou en absence
de toxine montre que le marquage reste périphérigue méme apres une incubation a 37 °C, signe que
le récepteur AT2 n’est pas internalisé apreés liaison a un agoniste, et que la toxine bloque la liaison de
la Cy3-Angll aux cellules (cf article, chapitre 4).

En revanche, comme mentionné dans la littérature, les voies de signalisation impliquant le récepteur
AT2 ne sont majoritairement pas celles classiquement décrites pour les RCPG en général. Nous avons
été confrontés a cette problématique en ne parvenant pas a mettre en évidence de couplages
intracellulaires, dans notre modele cellulaire hétérologue, aux protéines G.

Néanmoins, nous pouvons confirmer que I'activation du récepteur AT2 n’entraine pas de production
d’IP1 ni d’AMPc : le récepteur n’est donc ni couplé a Gag ni a Gas. Il n’entraine pas non plus la
phosphorylation de ERK1/2 et donc son activation. Concernant la voie Gai, I'utilisation de biosenseurs
de BRET (Gai3-YFP/mas-KB-1753-Nanoluc) met clairement en évidence que I'activation du récepteur
AT2 n’entraine pas d’augmentation du signal de BRET. Cela est confirmé par le dosage d’IP1 apres
co-transfection avec la protéine Gaqi9 montrant gqu’il n’y a pas de différence significative par rapport
contréle négatif aprées activation du récepteur AT2 par I’Angll.

Le couplage d’AT2 a Gai est un sujet de controverse depuis des années. Si'ensemble de nos données
montrent qu’AT2 est un récepteur atypique et sont en accord avec certains résultats de la littérature
qui montrent I'absence de couplage de ce récepteur aux protéines G, d’autres données vont dans le
sens contraire. Toutefois, ces données sont généralement obtenues dans des contextes tres
particuliers, par exemple en utilisant des membranes de fcetus de rat solubilisées en présence de
détergent, ou des membranes cellulaires lavées a I'urée et incubées avec des sous-unités de protéine

G purifiées (Hansen et al., 2000; Zhang and Pratt, 1996).
A l'inverse, des études récentes réalisées dans des systemes d’expression hétérologues, proches des

ndtres, concluent a une absence de couplage a Gai et d’autres protéines G. C'est le cas, par exemple

de I'étude de Connolly et al. basée sur sur I'utilisation de biosenseurs de BRET, qui montre I'absence
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de couplage d’AT2 aux protéines Gai2, Gag, Gal2, mais aussi aux B-arrestines 1 et 2 (Connolly et al,,

2019).

Ces résultats soulignent le fait que AT2 ne se comporte pas comme la grande majorité des autres
RCPG, méme s’il présente une séquence et tous les motifs caractéristiques d'un RCPG. La résolution
de la structure cristallographique (mentionné dans l'introduction, ¢cf 1.1.1.4) d’AT2 en complexe avec
différents ligands étayent le fait qu’il est possible que les disparités de structures avec AT1
notamment, expliquent une signalisation non canonique du récepteur AT2. De plus en plus d’articles
discutent de I'appellation ‘RCPG’ de AT2, le qualifiant méme d’ « énigmatique » (Porrello et al.,
2009).

Au final, il est possible gu’il y ait besoin d’un partenaire en plus entre le récepteur AT2 et Gai pour
permettre le couplage, comme par exemple une hétérodimérisation avec un autre récepteur, et que
les couplages observés dans certaines études soient un effet indirect qu’il reste clairement a

identifier.

Perspectives

D’autres voies de signalisation activées apres stimulation du récepteur AT2, indépendantes des
protéines G ont été décrites. En effet, il a été montré que, chez le rat, I'’Angll augmente les taux de
GMPc au niveau aortique par une action médiée par le récepteur AT2, action bloguée par le
PD123319(Gohlke et al., 1998; Hiyoshi et al., 2004). Le GMPc est un second messager majeur
synthétisé par une guanylate cyclase (GC) et dégradé par une phosphodiestérase (PDE) qui intervient
dans les activités cellulaires en activant divers effecteurs protéiques. Aussi, il a été montré que AT2
peut réguler I'activité de protéines phosphatases. Dans le cas de la SHP-1, I'activation aurait lieu via
la protéine ATIP1. Cette protéine interagit de maniére constitutive avec le récepteur AT2 et est
impliqué dans I'adressage et la signalisation du récepteur (Nouet et al., 2004; Wruck et al., 2005).
Les protéines ATIPs appartiennent a la superfamille des GIPs (GPCRs-interacting protein) (Bockaert
et al., 2004), identifiées ces dernieéres années comme des régulateurs majeurs du trafic et de la
signalisation intracellulaire des RCPG, indépendamment des protéines G hétérotrimériques
(Rodrigues-Ferreira and Nahmias, 2010).

Il serait intéressant de mettre en évidence ces voies dans nos modeles cellulaires afin de mettre en
place un test fonctionnel fiable pour AT2 et pouvoir tester I'effet des toxines. Toutefois, I'analyse de
cesvoies, indépendantes des protéines G, n’est pas simples a mettre en oeuvre et les effets rapportés

dans la littérature sont souvent faibles.
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6 Conclusion - perspectives

Presque toute la premiére année de ma thése a été consacrée a tenter de mener a bien 'idée initiale
de mon projet : mettre en place un test de criblage de notre banque de toxines sur les récepteurs
Mas et MrgD. Ces débuts ont été entachés par bien sOr la crise liée au SARS-CoV-2 et par
I'impossibilité de mettre en place ce criblage. Nous sommes ensuite parvenus a cribler la banque de
toxines sur le récepteur AT2, mettant en évidence 3 toxines au profil intéressant. Néanmoins, nous
avons été confrontés a la fois a la difficulté de produire de maniéere chimique ces toxines et a mettre
en place un test fonctionnel pour le récepteur AT2. Cependant, malgré ces embuches, nous sommes
parvenus a caractériser une conotoxine, la premiére toxine animale antagoniste du récepteur AT1,
bloquant a la fois les voies protéines G-dépendantes et la voie de la B-arrestine activées par ce
récepteur, avec une affinité 100 fois meilleure pour le récepteur AT1 que pour AT2. Cette étude a pu

étre publiée dans la revue International Journal of Molecular Sciences (Van Baelen et al., 2023).

Une étude fonctionnelle des récepteurs Mas et MrgD a poursuivre

Le concept d’axe protecteur du SRA impliquant les récepteurs Mas et MrgD fait I'objet de recherches
récentes et prometteuses. Ces récepteurs auraient pour ligands endogéenes respectivement I’Ang1-7
et I'alamandine, peptides angiotensines dérivés de I’Angll. L'étude fonctionnelle de ces récepteurs
nécessite d’étre capable de mesurer la liaison d’un ligand au récepteur en question. Cependant,
méme si on peut lire dans de nombreuses revues et articles de recherche que I'’Ang1-7 est le ligand
naturel de Mas, il n’existe pas de preuve définitive que ce soit bien le cas. En effet, I'idée que I'Ang1-
7 est le ligand préférentiel de Mas provient surtout d’études réalisées sur des modeles ex vivo et in
vivo. Une seule équipe a réussi a montrer une liaison de la 2°I-Ang1-7 in vitro (Santos et al., 2003)
alors que d’autres équipes quant a elles, prétendent que ce méme ligand ne se lie pas a Mas
(Gaidarov et al., 2018; Stoyell-Conti et al., 2021). En ce qui concerne le récepteur MrgD, aucune

équipe n’a montré la liaison directe de I'alamandine sur ce récepteur.

Nous avons axé nos efforts sur la mise en place de tests de liaison pour I'Angl-7 et Mas, et
I'alamandine et MrgD, en tentant d’optimiser les conditions, de trouver le meilleur ligand, de
s’assurer de la bonne fonctionnalité du récepteur. Malheureusement, aucune de nos tentatives n’a

permis de détecter une liaison spécifique de ’Angl1-7 ou de I'alamandine sur Mas ou MrgD.
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Mas et MrgD représentent des axes annexes du SRA décrits comme contrebalancant les effets
physiologiques de I'axe ECA/Angll/AT1. Etant donné le potentiel physiopathologique de ces deux
récepteurs, il est primordial d’axer la recherche sur la caractérisation fonctionnelle de ces récepteurs,
pour clarifier la nature de leurs ligands naturels et mettre au point de nouveaux outils moléculaires
pour mieux comprendre leur mode d’action et leur implication physiologique dans le systeme
cardiovasculaire et dans le SRA. Par exemple, il serait envisageable d’utiliser les molécules de la série
« AR » développées par I'équipe de D. Unett, pour mettre en place des tests de liaison et/ou fonction

sur le récepteur Mas (Gaidarov et al., 2018).

Les premieres toxines se liant aux récepteurs aux angiotensines AT1 et AT2

L’Angll module ses effets chez I'homme par liaison aux récepteurs aux angiotensines, AT1 et AT2.
Etant un acteur central dans le maintien de 'homéostasie cardiovasculaire et du systéme SRA, le
récepteur AT1 est le mieux caractérisé dans cette famille. Néanmoins, le récepteur AT2 est aussi une
cible préférentielle de I’Angll. Méme s'il est nettement moins exprimé chez I'adulte que le récepteur
AT1, notre intérét s’est d’autant plus tourné vers ce récepteur qu’il aurait des effets physiologiques
opposés a ceux du récepteur AT1. En revanche, au contraire du récepteur AT1, sa caractérisation
pharmacologique est rendue difficile du fait qu’il existe encore beaucoup d’incertitudes concernant

son mode d’action et sur les voies de transduction gu’il met en jeu.

Face a ces enjeux, nous avons criblé la banque Venomics sur le récepteur AT2 par un test de
compétition avec la '?°I-Sarl, Ile8-Angll qui nous a permis de découvrir les 3 premiéres toxines
animales se liant aux récepteurs AT1 et AT2 : la A-TRTX-Porla, une ICK de 29 acides aminés issue de
Poecilotheria ornata ; la A-CTX-MilVa, conotoxine de 19 acides aminés, issue de Conus miliaris, toutes
2 avec une affinité micromolaire pour les 2 récepteurs. Enfin, nous avons découvert A-CTX-cMila :
une conotoxine cyclique de 7 acides aminés, issue de Conus miliaris. Son affinité pour le récepteur
AT2 est de 28 uM et de 300 nM pour le récepteur AT1, elle présente donc un facteur de sélectivité

d’environ 100 fois pour le récepteur AT1.

Nous avons ensuite cherché a déterminer quel était le mode d’action de ces trois toxines sur les
récepteurs aux angiotensines. Pour répondre a cette question, il a fallu les produire chimiguement
en grande quantité. Pour les toxines A-TRTX-Porla et A-CTX-MilVa, cette production a été difficile,
avec des rendements et des puretés assez moyens. Nous ne sommes pas parvenus a mettre en place

un protocole d’oxydation de la A-TRTX-Porla nous permettant de produire cette toxine en quantité
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et qualité suffisantes. En revanche, nous avons réussi a mettre en place un protocole de pontage
dirigé pour former sélectivement chaque forme posible de la A-CTX-MilVa, nous permettant ainsi de
déterminer que la forme obtenue par oxydation spontanée correspond a la forme ‘globular’, avec un

appariement des ponts I-lll lI-1V, appariement le plus commun pour ce type de toxines.

Un essai de caractérisation des toxines sur le récepteur AT2

Les voies de signalisation activées par le récepteur AT2 n’ont pas encore été clairement et
completement définies. En particulier, bien que de par sa séquence et sa structure il appartienne a
la famille des RCPG, son couplage effectif aux protéines G reste un sujet controversé. De ce fait, le
récepteur AT2 est souvent qualifé de RCPG « atypique », voire d’« énigmatique ». A la différence du
récepteur AT1, le récepteur AT2 n’engagerait pas les voies Gag, Gal2/13 et B-arrestine suite a son
activation par I'Angll. Quelgues études suggerent son couplage a Gai quand d’autres montrent le
contraire. Nous avons été confrontés a cette problématique en ne parvenant pas a mettre en
évidence des couplages intracellulaires dans notre modele cellulaire d’expression hétérologue d’AT2
dans des cellules CHO ou HEK293T. Nos résultats vont dans le sens d’un non-couplage d’AT2 aux voies
Gagq/PLC, Gai/adénylate cyclase et Gas/adénylate cyclase. D’aprés nos résultats, il n’induit pas non
plus de phosphorylation/activation des MAP kinases ERK1/2. Nos résultats confirment donc le
caractere atypique de ce récepteur et ne confirment pas les quelques données de la littérature qui

montrent son couplage a Gai.

Une toxine, antagoniste compétitif du récepteur AT1

L’axe classique ECA/Angll/AT1 joue un rble essentiel dans la régulation du systéme cardiovasculaire
et dans la survenue de maladies cardiovasculaires, telles que I'hypertrophie cardiaque, I'hypertension
artérielle et l'insuffisance cardiaque. Le récepteur AT1 est couplé a la protéine Gaq qui représente le
principal processus de transduction du signal de ce récepteur. L'activation du récepteur AT1 conduit
également a des voies de signalisation indépendantes des protéines G comme le recrutement de la
B-arrestine 2 qui d’aprés certaines études serait responsable d’effets cardioprotecteurs (Soergel et

al., 2013; Violin et al., 2010).

La toxine A-CTX-cMila présentant une affinité de 300 nM pour le récepteur AT1, offre un profil de
sélectivité intéressant pour ce récepteur. Nous avons caractérisé cette toxine sur le récepteur AT1
par |'utilisation de nombreuses techniques. Nous avons montré que la toxine est un antagoniste

compétitif de la voie Gag/PLC. Nous avons également montré que la toxine inhibe le recrutement de
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B-arrestine 2. De plus, cette toxine est aussi un antagoniste compétitif des voie Gai3 et GaoA. Enfin
A-CTX-cMila bloque aussi I'activation de ERK1/2, a la fois la composante protéines G dépendante et
la composante B-arrestine dépendante. Une premiére analyse du profil de sélectivité met en
évidence que A-CTX-cMila n’a pas d’effet sur d’autres récepteurs impliqués dans la régulation du
systeme cardiovasculaire et rénal, comme le récepteur de 'apéline, les récepteurs ETA et ETB des

endothélines, les récepteurs Vla et V2 de la vasopressine.

L'ensemble de mes résultats de these suggérent que A-CTX-cMila agit comme un antagoniste
compétitif de toutes les voies activées par le récepteur AT1, du moins sur les couplages et voies de
signalisation que nous avons étudiées. Afin de compléter la caractérisation pharmacologique in vitro
de A-CTX-cMila, il serait intéressant de vérifier si la toxine exerce le méme effet sur le couplage a
d’autres sous-types de protéines Ga comme Gal2/13.

Enfin, A-CTX-cMila présente un mode d’action similaire a celui des ARAIl. Une fois cette
caractérisation finalisée nous pourrons évaluer ses effets dans des modeles plus physiologiques,
comme par exemple tester sa capacité a réduire la contractilité induite par I'Angll des artéres
mésentériques de rat ex vivo et la comparer aux ARAII.

Le profil de sélectivité pourra étre approfondi par I'étude de l'effet de la toxine sur d’autres
récepteurs impliqués dans la régulation cardiovasculaire non évalués comme les récepteurs
adrénergiques, muscarinigues, mais aussi sur d’autres cibles membranaires comme certains canaux

ionigques.

Les toxines animales, étant donné leurs sources et leurs structures extrémement diverses,
constituent un réservoir presque infini de molécules présentant un intérét potentiel comme agents
thérapeutiques et/ou diagnostiques, ou comme outils moléculaires. Cette source est encore trop peu
exploitée puisque seulement une dizaine de médicaments dérivés de ces toxines ont été approuvés.
Le criblage sur des cibles cellulaires bien définies de la banque de toxines synthétiques Venomics
dont nous disposons au laboratoire peut alors permettre de découvrir de nouvelles toxines d’intérét
pharmacologique ou thérapeutique. Mon travail, comme ceux précédemment réalisés au
laboratoire, montre que les toxines peptidiques animales peuvent représenter des sources originales

pour des futurs outils pharmacologiques voire de nouveaux agents thérapeutiques.
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7 Matériels & méthodes

Cette partie de matériels et méthodes vient en complément de celui décrit dans I'article (Chapitre

4).

7.1 PRODUCTION DES PEPTIDES

Les méthodes suivantes sont détaillées dans le « matériels et méthodes » de I"article : production des
toxines par SPPS puis oxydation thermodynamique, contréle par HPLC analytique, purification par
HPLC, controles par spectrométrie de masse (MALDI TOF et HPLC-MS) et enfin marquage de I’Angll a
la cyanine 3 ou cyanine 5. Les éventuelles modifications apportées seront signalées dans la partie

Résultat correspondante.

7.1.1 INFORMATIONS GENERALES

L’'ensemble des réactifs et des solvants ont été utilisés sans étape de purification. Les acides aminés
protégés Fmoc-Cys(Acm)-OH, Fmoc-Lys(ivDde)-OH, Boc-Asp-OtBu proviennent de Novabiochem et
la Boc-Ala-OH provient de Sigma Aldrich; les résines Fmoc-AA-Wang, la résine H-rink amide
ChemMatrix proviennent de Sigma Aldrich. L'HEPES (acide 4-(2-hydroxyéthyl)pipérazine-1-
éthanesulfonique), 'EDTA (acide éthyléne dinitrilo tétra acétique), la cystéine, la cystine, le chlorure
de guanidinium (Gnd HClI), le dithiocarbamate (DTC), le disulfiram (DSF), 'iode, I'acide L-ascorbique
proviennent de Sigma Aldrich ; le chlorure de palladium (l1) (PdCl,) de chez Alfa Aesar ; I’hydrazine de
chez ThermoFischer Scientific. Les phases mobiles qui ont été utilisées pour les analyses HPLC sont A

:H0+0,1% TFA et B: ACN + 0,1% TFA.

7.1.2  PRODUCTION DE TOXINES PAR PONTAGE DIRIGE

Utilisation d’iode

15 umol de produit linéaire déprotégé purifié sont solubilisés dans 1 mL Gnd HCl (6 M ; pH 7). On
ajoute 10 éq. de DSF (170 mM dans ACN) sous agitation a 500 rpom pendant 5 min a 37°C. Puis on
ajoute 20 mM d’iode dans et 160 mM d’HCl dans 'acide acétique sous agitation a 500 rpm pendant
2 h a température ambiante. Enfin, on ajoute 1 M d’acide L-ascorbique dans H,O. L’échantillon est

récupéré pour purification par HPLC et effectuer les contrdles analytiques et de masse requis.
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Utilisation de Cys(Acm)

0,3 umol de produit linéaire déprotégé purifié sont solubilisés dans 670 puL de Gnd HCI (6 M ; pH 7).
On ajoute 10 éq. de DSF (170 mM dans ACN) sous agitation a 500 rpom pendant 10 sec a 37°C. Le pH
est ajusté a 1 (HCI 1 M). Puis on ajoute 15 éq. de PdCl, (170 mM dans Gnd HClI 6 M ; pH 7) sous
agitation a 500 rpm pendant 5 min a 37°C. Enfin, on ajoute 30 éq. de DTC (1 M dans H,0) puis 10 éq.
de DSF (170 mM dans ACN). Le pH est ajusté a 7 (NaOH 1 M). L’échantillon est centrifugé pendant 10
min a 13000 rpm. Le surnageant est récupéré pour effectuer les controles analytiques et de masse

requis.

7.1.3 MARQUAGE DE PEPTIDES

7.1.3.1 A LA 5-CARBOXYFLUORESCEINE

Marquage avec la 5-carboxyfluorescéine en N-ter

Le marquage du peptide avec un fluorophore s’effectue en greffant a I'extrémité N-ter du peptide la
5-carboxyfluorescéine (Novabiochem). La solution réactionnelle est composée de 4 éqg. de 5-
carboxyfluorescéine dans une solution de HCTU (250 mM dans NMP) et NMM (1 M dans NMP), ony
ajoute 1 éq. de peptide sur résine. La réaction s’effectue a I'abri de la lumiére pendant 2 h sous
agitation a 300 rpm et a température ambiante. S’en suivent des lavages de 3x5 mL de NMP puis 3x5
mL de DCM, puis un séchage sous vide pendant 30 min. Un test de Kaiser est ensuite réalisé pour
vérifier 'absence d’amine libre. La résine est ensuite clivée et le peptide déprotégé puis analysé et

purifié selon les protocoles décrits dans I'article.

Marquage avec la 5-carboxyfluorescéine en C-ter sur Lys-lvDde

Les peptides Angl-7 et alamandine sont synthétisés par SPPS, avec une résine H-Rink amide
ChemMatrix et en remplacant I’AA en C-ter par Fmoc-Lys(ivDde)-OH, et le Fmoc-AA en N-ter par le
Boc-AA correspondant. Le peptide sur résine est ensuite traité par une solution d’hydrazine (5% dans
NMP, 10x5 min, sous agitation a 300 rpm) puis lavé avec 10x5 mL de NMP, 10x5 mL de DCM et 2x10
mL de NMP. Un test de Kaiser est réalisé pour vérifier la présence d’amines libres. Le peptide est

ensuite traité par la méme solution de FLUO que précédemment, lavé, clivé de la résine et déprotégé.

7.1.3.2 ALl’I0DE 125

Méthode chloramine T

L’Ang1-7 (250 uM dans le tampon phosphate pH 7,5 ; 1 M) est incorporée a 0,4 mCi de Na'?°| (activité

spécifiqgue 17 Ci/mg, 0,1 M NaOH ; Perkin Elmer) avec la chloramine T (1 mM dans le tampon
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phosphate ; Sigma Aldrich). La réaction est arrétée apres 2 min d’incubation par dilution dans

H,O/TFA 0,1% puis le produit est purifié par HPLC.

Meéthode iodogéne

La Sar1, lle8-Angll ou I'’Ang1-7 (30 ug dans le TRIS pH 7,5 ; 100 mM) est incorporée a 0,4 mCi de Na'?°|
(activité spécifique 17 Ci/mg, 0,1 M NaOH ; Perkin Elmer) dans un tube pré-enduit de iodogéne
(1,3,4,6- tetrachloro-3a, 6a-diphenylglycouril; ThermoFischer Scientific) pendant 20 min avant d’étre
purifié par HPLC.

Apres controle de masse au MALDI-TOF, le peptide monoiodé est dilué dans un tampon HEPES 10

mM BSA 1%.

7.2 BIOLOGIE CELLULAIRE ET MOLECULAIRE

7.2.1  MUTAGENESE DIRIGEE

La mutation N111G (remplacement du codon AAC par GGC) a été introduite par PCR dans le plasmide
PAT1-YFP a l'aide du kit de mutagenése dirigée Q5® Site Directed Mutagenesis (New England
BiolLabs). La réaction de PCR est réalisée dans un volume total de 25 pL contenant 0,5 uM de chaque
amorce et le Master mix du kit (Hot Start High Fidelity polymerase, dNTP, tampon). Le programme
de PCR comprend 5 min de dénaturation a 98 °C puis 25 cycles comportant 2 étapes : 30 s de
dénaturation a 98 °C, 3 min d’hybridation/élongation a 72 °C. Une étape finale d’élongation de 2 min
a 72 °C termine la réaction. Le produit de PCR est ensuite utilisé pour la réaction de ligation (KLD
enzyme mix) permettant la recircularisation du plasmide linéarisé issu de la PCR. Aprés incubation, 5
min a température ambiante, le mélange de ligation est utilisé pour transformer des bactéries
compétentes (comme décrit 7.2.2) qui sont ensuite étalées sur milieu sélectif (LB-agar, kanamycine
30 pg/mL). Lintroduction de la mutation dans la séquence d’AT1 a été vérifiée par séquencage a

partir de quelques colonies résistantes.

7.2.2  PREPARATION DE PLASMIDES

Tous les plasmides sont amplifiés dans des bactéries E. coli XL1 Blue comme suit. Les bactéries
compétentes sont transformées par choc thermique avec chaque plasmide et sont ensuite mises en
culture a 37 °C sur des boites de LB-agar contenant de I'ampicilline (100 ug/mL) ou de la kanamycine
(30 pg/mL). Aprés 24h, pour chaque plasmide, une colonie est mise en culture a 37 °C sous agitation

(200 rpm) dans 2 mL de milieu LB contenant I'antibiotique correspondant. Aprés 4 h, 1 mL de cette
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préculture est utilisé pour ensemencer 100 mL de milieu Terrific Broth supplémenté en antibiotique.
Apres 24 h de culture a 37 °C sous agitation, la culture est centrifugée a 4 000 rpm pendant 30 min a
4 °C. Apres élimination du surnageant, le plasmide est purifié selon le protocole « Midi Prep High
copy » du kit NucleoBond®Xtra Midi (Macherey Nagel) et repris dans du tampon TRIS 5 mM pH 8,5.
La concentration en plasmide de la solution est déterminée par mesure d’absorbance sur un lecteur

CLARIOstar (BMG LABTECH). Le rapport d’absorbance 260/280 est vérifié et doit étre proche de 1,8.

7.2.3  TESTS DE CYTOTOXICITE

Test de viabilité cellulaire alamarBlue

Les solutions sont préparées dans le Ham’s F12 (Ham's F12 med 1.00 mM L-Glutamine ; Cytiva). Les
cellules CHO-AT1a-EGFP sont ensemencées dans une plaque 96 puits (GREINER, cell culture
microplate, 96 well, PS, F-bottom), a 40 000 cellules/puits. 24 h aprés, le milieu est éliminé et la toxine
(100 uM dans le Ham’s F12) ou le triton X-100 (0,1% dans le Ham’s F12 ; Sigma Aldrich) est incubé 30
min a 37 °C. On ajoute I"'alamarBlue (5 pL dans 100 pL dans le Ham’s F12 ; Invitrogen) pendant 1 h a
37 °C. La lecture se fait par mesure de fluorescence (ex 545, ém 600 nm) sur un lecteur de plaques

CLARIOstar (BMG labtech).

Test de perméabilité a I'iodure de propidium

Les cellules CHO-AT1a-EGFP sont ensemencées dans une plaque 96 puits a 40 000 cellules/puits. 24
h apres, le milieu est éliminé et la toxine (100 uM dans Ham’s F12) ou le triton X-100 (0,1% ; Sigma
Aldrich) est incubé 30 min a 37 °C, puis on ajoute I'iodure de propidium (0,01 mg/mL dans le Ham'’s
F12 ; Biolegend). Les cellules sont observées au microscope (Nikon Eclipse Ti, grossissement x60,

logiciel de traitement NIS-Elements).

7.3  PHARMACOLOGIE

Les méthodes suivantes sont détaillées dans le « matériels et méthodes » de l'article : test de
déplacement compétition avec le radioligand, test d’inhibition de la liaison de I’Angll fluorescente
(microscopie et cytométrie en flux), dosage de seconds messagers par HTRF (IP1, AMPc), étude du
recrutement de la B-arrestine par BRET, étude de I'activation de protéines G par |'utilisation de
biosenseurs de BRET (Gai3, GaoA), étude de I'activation de ERK1/2 par HTRF et western-blot. Les

éventuelles modifications apportées seront signalées dans la partie Résultat correspondante.
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Tests de liaison par HTRF

Les cellules HEK293T sont transfectées a la lipofectamine en plaque 6 puits (10° cellules/puits) avec
le récepteur SNAP-tag d’intérét. Apres 48 h le milieu est aspiré et remplacé par 500 pL tampon Tag-
lite (Cisbio) contenant 100 nM de SNAP-Lumi4-Tb (Cisbio). Apres 1h d’icubation a 37 °C les cellules
sont récupérées et lavées 3 fois dans 1 mL de tampon Tag-lite. Le bon marquage des cellules est
vérifié par mesure de la fluorescence du cryptate de Tb?* & 620 nm. Pour la mesure de la liaison, 10
L de cellules a 650 cellules/uL et 10 ulL de ligands marqués a la FLUO (100 nM final préparés 2X dans
le milieu Tag-lite) sont placés dans les puits d’'une plaque 384 puits. Aprés 1h d’incubation a
température ambiante la fluorescence a 520 nm et 620 nm apres excitation a 340 nm. Les mesures

sont réalisées en mode TR-FRET sur un lecteur de plaque CLARIOstar (BMG Labtech).

Les tests de fonction (dosage de seconds messagers, utilisation de biosenseurs de BRET, activation

de ERK1/2) réalisés sur AT2 sont décrits pour AT1 dans le chapitre 4.
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9 Annexes

Annexe 1 : Liste des 20 acides aminés naturels.
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Annexe 2 : Etapes de la synthése peptidique sur phase solide.

Gonflement de la résine : nous utilisons une résine dite Wang, formée d’un bras qui crée un lien ester
avec le premier AA de la séquence greffée, bras qui sera clivé en conditions spécifiques acides a la fin
de la synthése. Cette résine doit étre gonflée (ici avec du dichlorométhane, DCM) en début de
synthése pour rendre accessible les groupements réactifs. La charge de résine théorique est définie
comme le nombre de moles de bras par gramme de résine, qui correspond approximativement au
nombre de moles de peptides synthétisés par gramme de résine.

Déprotection : le groupement Fmoc de chaque AA a greffer est déprotégé en milieu basique
(pipéridine a 20% dans la N-méthyl-2-pyrrolidone, NMP) par B-élimination.

Activation et couplage : la formation d’une chaine peptidique n’est pas spontanée a température
ambiante car I'amine agit comme une base avec l'acide carboxylique, conduisant a la formation d'un
sel d'ammonium non réactif. L'incorporation d’un nouvel AA requiert donc I'activation de la fonction
COOH pour permettre I'attague nucléophile du N-ter de la chaine peptidique. Le groupement
carboxylique est activé par une solution d’HCTU (O-(1H-6-chlorobenzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethyluronium hexafluorophosphate) en présence d’une base, la 4-méthylmorpholine (NMM),
permettant la formation d’un ester actif (Figure S1). La fonction amine de I’AA a coupler réagit avec
cet ester activé pour former le lien amide. Aprés chaque couplage, le peptide n’ayant pas réagi est

acétylé par une solution d’anhydride acétique.
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Figure S1 : mécanisme d’activation de I'acide carboxylique avec I'HCTU.

Clivage : a la fin de la synthése, la solution de déprotection et d’élimination du Fmoc du dernier AA
est collectée et son absorbance a 300 nm par spectroscopie UV-Visible est mesurée, nous permettant
d’établir le rendement de synthése. Le peptide est ensuite clivé de son support solide et les chaines

latérales sont déprotégées par une solution de TFA (acide
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trifluoroacétique)/Thioanisole/Anisole/H,O/TIPS (triisopropylsilane). Le TFA permet le clivage de la

résine et la déprotection des groupements protecteurs des chaines latérales labiles des AA en milieu

acide.

Le peptide est ensuite précipité dans I'éther éthylique puis solubilisé dans une solution de TFA 0,1%

pour étre analysé.
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Annexe 3 : Contréle qualité des peptides produits.

Controle qualité du produit linéaire brut :

Quantification : le peptide linéaire brut solubilisé dans H,O/TFA 0,1% est quantifié par spectroscopie
UV-Visible par mesure de son absorbance a 280 nm (a condition qu’il y ait les groupements
aromatiques Tyr ou Trp). La concentration de la solution est ensuite calculée selon la loi de Beer-
Lambert :

e X1
A

c = concentration de I’échantillon en mol/L; | = longueur du trajet optique correspondant a

CcC =

I"épaisseur de la cuve en cm ; € = coefficient d’extinction molaire a 280 nm en L/mol/cm.

HPLC (High-performance liquid chromatography) analytique en phase inverse : les composés sont
séparés selon leur hydrophobicité (les plus hydrophobes étant les plus retenus) sur une colonne
composée de particules de silices greffées de chaines alkyles et élués grace a un gradient
d’acétonitrile adapté permet. La mesure de I'absorbance en sortie de colonne permet d’obtenir un
chromatogramme représentatif des produits présents dans |I"échantillon.

Chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS): la technique de
spectrométrie de masse a ionisation par électrospray de type trappe a ion ESI-IT (ElectroSpray
lonisation-lon Trap) est couplée a une purification par HPLC. L’échantillon est ensuite ionisé dans la
source, séparé dans I'analyseur de masse et détecté, renseignant alors sur les masses des produits
présent dans I'échantillon. Elle permet la séparation de molécules chargées en fonction de leur
rapport masse/charge (m/z).

Purification du produit linéaire brut par HPLC :

L"échantillon brut en fin de synthese est purifié par une méthode chromatographique semi-
préparative en phase inverse a un débit de 4 mL/min. Une optimisation du gradient permet d’isoler
seulement le peptide linéaire pur.

Contréle qualité du produit linéaire purifié : Par quantification (cf ci-avant) et par HPLC analytique (cf
ci-avant).

MALDI-TOF (Matrix-assisted laser desorption ionization — Time of flight): cette technique de
spectrométrie de masse non séparative est réalisée en mode reflectron. L'échantillon est co-
cristallisé sur plaque avec une solution d’acide a-cyano-4-hydroxy-cinnamique (HCCA). Des tirs de
laser pulsés viennent désorber la matrice acide qui ionise alors le composé par transfert de charge.
Par différences de potentiels appliquées, les molécules ionisées sont accélérées puis transférées dans

I’analyseur TOF. L'analyseur permet alors de séparer les molécules ionisées en fonction de leur
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rapport masse sur charge (m/z). Le signal est enregistré et retransmis sous forme de spectre de
masse. Les valeurs de m/z reportées correspondent au pic mono-isotopique.

Contréle qualité du produit oxydé brut : par HPLC analytique en phase inverse (cf ci-avant).
Purification du produit oxydé brut par HPLC :

L"échantillon brut en fin de synthése est purifié par une méthode chromatographique préparative en
phase inverse a un débit de 13 mL/min. Une optimisation du gradient permet d’isoler seulement le
peptide oxydé pur.

Contréle qualité du produit oxydé purifié : par quantification (cf ci-avant), par HPLC analytique (cf ci-

avant) et par LC-MS (cf ci-avant).

Les étapes de contrdle qualité du produit brut, de la purification et du contréle qualité du produit

purifié sont les mémes pour tous les peptides synthétisés.
Sauf mentionné différemment le gradient utilisé en HPLC analytique, semi-préparative ou

préparative est de 1% d’ACN/min et le gradient utilisé en LC-MS est de 5 a 100% d’ACN en 60 min,
avec un débit de 1 mL/min. Les phases mobiles utilisées sont A : H,0/TFA 0,1% et B : ACN/TFA 0,1%.
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Annexe 4 : (A) Analyse du spectre de masse extrait de I"analyse LC-MS du brut de synthese linéaire
de A-CTX-cMila en mode ESI +, la masse correspondant au produit final est encadrée ; (B) Profil HPLC
de la purification du brut de synthése, le peptide linéaire purifié est récupéré entre les lignes bleues ;

Colonne Vydac €18 300A 10 um 10 x 250 mm ; 0-60 % d’ACN & 1% d’ACN/min ; débit : 4 mL/min.

A B

Intens.
x108

0.60

0.40-

AU

0.20

0.00

T T T T T T
0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00
Minutes

5 10 15 20 25 Time [min]

TIC +All MS —— UV Chromatogram, 214 nm
uv Cl 280 nm

Intens, +MS, 16.1-16.2min #(1378-1384)
x10

15 [M+H]

742 6732 7763
674 by I L 1782.5
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Annexe 5 : (A) Analyse du spectre de masse extrait de I"analyse LC-MS du brut de synthese linéaire
de A-CTX-MilVa en mode ESI +, la masse correspondant au produit final est encadrée ; (B) Profil HPLC
de la purification du brut de synthése, le peptide linéaire purifié est récupéré entre les lignes bleues ;

Colonne Vydac C18 300A 10 um 10 x 250 mm ; 0-60 % d’ACN & 1% d’ACN/min ; débit : 4 mL/min.

A B

Intens.
mAU

200 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 34.00
Minutes

200

5 10 20 25 Time [min]

TIC +All MS UV Chromatogram, 214 nm
uv Cl 280 nm

Inter +MS, 15.0-15.1min #(1300-1309)|

X107 [M+3H]3
:

[M+2H]>

1173.0
[M+4H]* ope]
o 933.7

N
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Annexe 6 : (A) Analyse du spectre de masse extrait de I'analyse LC-MS du brut de synthese linéaire

de A-TRTX-Porla en mode ESI +, la masse correspondant au produit final est encadrée ; (B) Profil

HPLC de la purification du brut de synthéese, le peptide linéaire purifié est récupéré entre les lignes

bleues ; Colonne Vydac C18 300A 10 um 10 x 250 mm ; 0-60 % d’ACN a 1% d’ACN/min ; débit : 4

mL/min.
A e B
m
5
1.00
R
v 0.80
3
4 1\ - 0.60
<
0.401
1
I 0.20
5 10 15 20 25 Time [min]
TCTATNS OV Ghromatogram. 214 7m 0.00 - - - ;
S = I 0.00 5.00 20.00 25.00 30.00
anensv1 +MS, 15.4-15.7mis " " " " "
" [M+4H]* Minutes
3
%650 [M+3H]3+
2 1153.8
[M+5H]5*
:
92 53941 s Ll - = U MS, 15.8-16.0r
10 +MS, - min|
i [M+4H]4+ [M+3H]3
ges0 1153.9
1.0
[M+5H]5+
0s
sm7s
00 4840 || |, 7760 1353.6

600 800 1000

1200

1400

35.00

40.00
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Annexe 7 : Contréle qualité de la forme oxydée de A-CTX-MilVa. (A) Profil du chromatogramme de
purification du produit oxydé. En bleu, pic récolté correspondant au produit final, en orange et vert
sont représentées les autres fractions pour analyse ; Colonne Vydac C18 300A 10 pm 10 x 250 mm ;
0-60 % d’ACN a 1% d’ACN/min ; débit : 4 mL/min. (B) Analyse du spectre de masse MALDI-TOF des
fractions de purification, B1 correspondant a la fraction bleue, B2 a la fraction orange, B3 a la fraction

verte. La masse représentée correspond a la masse monoisotopique.

A B1.,

6202
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Annexe 8 : Contréle qualité de la forme oxydée de A-TRTX-Porla. (A) Profil du chromatogramme de
purification du produit oxydé. En bleu, pic récolté correspondant au produit final, en orange et vert
sont représentées les autres fractions pour analyse ; Colonne Vydac C18 300A 10 pm 10 x 250 mm ;
0-60 % d’ACN a 1% d’ACN/min ; débit : 4 mL/min. (B) Analyse du spectre de masse MALDI-TOF des
fractions de purification, B1 correspondant a la fraction bleue, B2 a la fraction orange, B3 a la fraction

verte. La masse représentée correspond a la masse monoisotopique [M+2H]?*.
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Annexe 9 : Conditions d’oxydation de Porla réalisées au laboratoire avec le profil HPLC de purification

associé ; Colonne Vydac C18 300A 10 pm 10 x 250 mm ; 0-80% ACN en 40 min, débit : 4 mL/min. Ici

sont représentés les chromatogrammes aprés 48h d’oxydation.

AU

Condition 1 C (M)
HEPES pH 7,5 0,1
0.50 EDTA 0,001
ACN 20%
Cystéine 0,001
Cystine 0,0001
O e e Peptide 0,00002
5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 H.O QspP
Minutes
Condition 2 C (M)
0,40 TRIS pH 8,5 0,1
EDTA 0,001
2 ACN 20%
0,20 "
Cystéine 0,001
Cystine 0,0001
0,00+——m— Peptide 0,00002
T T T T T T T T HZO QSP
200 1200 14,00 1600 1800 20,00 22,00 24,00
Minutes
1.60 Condition 3 C (M)
0 TRIS pH 8,5 0,1
EDTA 0,001
1.20
ACN 20%
1.00
GSH 0,001
<080 GSSG 0,0001
0.60 Peptide 0,00002
H.0 QspP
0.40
0.20
0.00
200 4.00 6.00 800 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00
Minutes
) Condition 4 c(m)
0,209 HEPES pH 7,5 0,1
0.15] EDTA 0,001
2 ACN 20%
0,109 GSH 0,001
GSSG 0,0001
0,059 .
Peptide 0,00002
0,00 A N H.0 Qsp
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400

Minutes

225



Annexe 10 : Conditions d’oxydation de Porla réalisées en collaboration avec Smartox Biotechnology

avec le profil HPLC de purification associé. Ici sont représentés les chromatogrammes aprés 48h

d’oxydation.

Condition 1 (24h) C (M)
TRIS pH 8,2 0,1
GSH 0,0005
GSSG 0,005
Peptide 0,00001
H.0 QsP
Condition 2 (48h) C (M)
TRIS pH 8,2 0,1
DMSO 10%
ACN 10%
TFE 10%
guanidine 1
Peptide 0,00001
H,0 QspP
Condition 3 (24h) C (M)
TRIS pH 8,2 0,1
Brij 35 10%
GSH 0,001
cystamine 0,001
Peptide 0,00001
I H,0 Qsp
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Annexe 11 : Analyses de masse par MALDI-TOF de la iodation de la Sarl, Ile8-Angll avec I'utilisation

de iodogéne. Le produit monoiodé correspond a la masse encadrée en vert.
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Annexe 12 : Analyses de masse par MALDI-TOF de la iodation de I'’Angl1-7, (A) par I'utilisation de

chloramine-T, (B) par I'utilisation de iodogéne. Le produit monoiodé correspond a la masse encadrée

en vert.
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Annexe 13: (A) cinétique de dissociation de la '#I-Sarl, lle8-Angll avec 3,3 uL de membrane
contenant le récepteur AT1 par tube et 2 pM de ligand froid ; (B) cinétique d’association de la *?°I-
Sarl, lle8-Angll avec 0,18 uL de membrane contenant le récepteur AT1 par tube, LNS réalisée en

ajoutant 2 uM de ligand froid. CPM : coups par minute.

A Cinétique de dissociation B Cinétique d'association
25000 15000+
° o ° IT
20000 = LNS
10000- ° ¢
s 15000 s
S S .
10000
5000—.
5000
n
0 G* T T T - 1
0 5000 10000 15000 0 500 1000 1500 2000
temps (min) temps (min)
Méthode

Un mélange contenant les membranes de cellules contenant le récepteur AT1 (0,18 uL), le
radioligand (*?°1-Sar1, Ile8-Angll, 50 000 CPM) est préparé dans le tampon de liaison (TRIS 100 mM
pH 7,5). Aprés lavage et filtration, la radioactivité est comptée a différents temps : de 1 min a 28 h.
Le comptage de la radioactivité est aussi réalisé en rajoutant au mix la solution de ligand froid en
exces a 2 UM (mesure de la liaison non spécifique a 10 min, 390 min et 1650 min). La filtration de
chaque tube a travers un filtre préalablement saturé au PEI (polyéthylenimine, 0,5%, sigma Aldrich)

permet ainsi de retracer la cinétique d’association du ligand radioactif.

Un mix contenant les membranes contenant le récepteur AT1 (3,3 L), le radioligand (*?°I-Sar1, lle8-
Angll 50 000 CPM), le ligand froid en exces (Angll a 2 uM) est préparé dans le tampon de liaison.
Apres lavage et filtration, la radioactivité est comptée a différents temps : de 1 min a 12960 min. La
filtration de chaque tube a travers un filtre préalablement saturé au PEl permet ainsi de retracer la

cinétique de dissociation du ligand radioactif.
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Annexe 14 : Liste des peptides produits marqués a un fluorophore.

Nom Séquence Fluorophore

Angll DRVYIHPF Carboxyfluorescéine en N-ter
Angl-7 DRVYIHP Carboxyfluorescéine en N-ter
B-Ala-Angl-7 B-Ala-DRVYIHP Carboxyfluorescéine en N-ter
B-Alaz-Angl-7 B-Ala-DRVYIHP Carboxyfluorescéine en N-ter

B-Ala-Alamandine

B-Ala-ARVYIHP

Carboxyfluorescéine en N-ter

Angl-7-Lys(ivDde)

Boc-D-RVYIH-KivDde

Carboxyfluorescéine en C-ter

Alamandine-Lys(ivDde)

Boc-A-RVYIH-KivDde

Carboxyfluorescéine en C-ter

Cy3-Angll

Cy3-DRVYIHPF

Cyanine 3 en N-ter

Cy5-Angll

Cy5-DRVYIHPF

Cyanine 5 en N-ter
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Annexe 15: Contréle qualité de la FLUO-Angll. (A) Spectre de masse MALDI-TOF ; (B) Profil HPLC

analytique ; Colonne XBridge Peptide BEH C18 300A 3,5 um 4,6 x 150 mm ; 0-60 % d’ACN en 50 min

; débit : 1 mL/min.
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Annexe 16 : Controle qualité de la FLUO-Angl1-7. (A) Spectre de masse MALDI-TOF ; (B) Profil HPLC

analytique, Colonne XBridge Peptide BEH C18 300A 3,5 pm 4,6 x 150 mm ; 0-100 % d’ACN & 2%

d’ACN/min ; débit : 1 mL/min.
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Annexe 17 : Contrdle qualité de la FLUO-Alamandine. (A) Spectre de masse MALDI-TOF ; (B) Profil

HPLC analytique, Colonne XBridge Peptide BEH C18 300A 3,5 um 4,6 x 150 mm ; 0-100 % d’ACN 3 2%

d’ACN/min ; débit : 1 mL/min.
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Annexe 18 : Controle qualité de la FLUO-B-Ala-Angl1-7. (A) Spectre de masse MALDI-TOF ; (B) Profil

HPLC analytique, Colonne XBridge Peptide BEH C18 300A 3,5 um 4,6 x 150 mm ; 0-100 % d’ACN 3 2%

d’ACN/min ; débit : 1 mL/min.
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Annexe 19 : Contrdle qualité de la FLUO-B-Alaz-Angl-7. (A) Spectre de masse MALDI-TOF ; (B) Profil
HPLC analytique, Colonne XBridge Peptide BEH C18 300A 3,5 um 4,6 x 150 mm ; 0-100 % d’ACN 3 2%
d’ACN/min ; débit : 1 mL/min.
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Annexe 20 : Contrdle qualité de la FLUO-B-Ala-Alamandine. (A) Spectre de masse MALDI-TOF ; (B)

Profil HPLC analytique, Colonne XBridge Peptide BEH C18 300A 3,5 um 4,6 x 150 mm ; 0-100 % d’ACN

a 2% d’ACN/min ; débit : 1 mL/min.
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Annexe 21 : Controle qualité de la K7-Ang1-7-carboxyfluorescéine. (A) Spectre de masse MALDI-TOF ;
(B) Profil HPLC analytique, Colonne XBridge Peptide BEH C18 300A 3,5 um 4,6 x 150 mm ; 0-100 %
d’ACN a 2% d’ACN/min ; débit : 1 mL/min.
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Annexe 22 : Contréle qualité de la K7-Alamandine-carboxyfluorescéine. (A) Spectre de masse MALDI-
TOF ; (B) Profil HPLC analytique, Colonne XBridge Peptide BEH C18 300A 3,5 pm 4,6 x 150 mm ; O-
100 % d’ACN a 2% d’ACN/min ; débit : 1 mL/min.
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Annexe 23 : Controle qualité des formes Cys(Acm) de la A-CTX-MilVa linéaire. (A) Profil HPLC du brut
du synthése. Colonne Vydac €18 300A 10 um 10 x 250 mm ; 0-60 % d’ACN & 1% d’ACN/min ; débit :
4 mL/min ; (B) Profil HPLC du produit linéaire purifié. Colonne Vydac C4 214MS5415 300A 5 pm 4,6 x
150 mm ; 10-40 % d’ACN a 1% d’ACN/min ; débit : 1 mL/min.
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Annexe 24 : Evaluation de I'expression des récepteurs AT1 et AT2 marqués a la EGFP. Mesure du

signal de fluorescence émis par la EGFP pour les cellules CHO-K1, CHO-AT2-EGFP et CHO-AT1a-EGFP.
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Annexe 25 : Mesure du signal de BRET résultant de 'activation (A) de la voie GBy (B) et de la voie

GaoA apres stimulation de HEK293T par I’Angll. n=2, Véh : véhicule.
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Peptide toxins from venoms have undergone a long evolutionary process allowing host
defense or prey capture and making them highly selective and potent for their target. This
has resulted in the emergence of a large panel of toxins from a wide diversity of species,
with varied structures and multiple associated biological functions. In this way, animal
toxins constitute an inexhaustible reservoir of druggable molecules due to their interesting
pharmacological properties. One of the most interesting classes of therapeutic targets is
the G-protein coupled receptors (GPCRs). GPCRs represent the largest family of
membrane receptors in mammals with approximately 800 different members. They are
involved in almost all biological functions and are the target of almost 30% of drugs
currently on the market. Given the interest of GPCRs in the therapeutic field, the study of
toxins that can interact with and modulate their activity with the purpose of drug
development is of particular importance. The present review focuses on toxins
targeting GPCRs, including peptide-interacting receptors or aminergic receptors, with
a particular focus on structural aspects and, when relevant, on potential medical
applications. The toxins described here exhibit a great diversity in size, from 10 to 80
amino acids long, in disulfide bridges, from none to five, and belong to a large panel of
structural scaffolds. Particular toxin structures developed here include inhibitory cystine
knot (ICK), three-finger fold, and Kunitz-type toxins. We summarize current knowledge on
the structural and functional diversity of toxins interacting with GPCRs, conceming first the
agonist-mimicking toxins that act as endogenous agonists targeting the corresponding
receptor, and second the toxins that differ structurally from natural agonists and which
display agonist, antagonist, or allosteric properties.

Keywords: toxins, GPCR, structure, peptides, venom

INTRODUCTION

Traditional medicine has always been inspired by nature as a source of care and even today many
active components are found in the animal and plant kingdoms (Newman and Cragg, 2016). Venoms
of venomous animals constitute a vast library of biochemically stable peptide toxins with particular
pharmacological properties, which have evolved to provide their host with capture or defense
capabilities. It is estimated that the 200,000 species of venomous animals existing on earth could
produce around 40 million toxins, which are still largely unexploited (Gilles and Servent, 2014).
Toxins are composed of natural and post-transitionally modified amino acids, including often
cysteines, giving them particular cross-linking patterns and various functional three-dimensional
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structures. Due to a specific evolutionary process which happens
in many animal lineages independently, toxins may acquire high
affinity and selectivity for their respective targets, explaining their
major impact on hemostatic, cardiovascular or central and
peripheral nervous systems of prey. In addition, the biological
effects and molecular targets of many toxins present in venoms
are still unknown, which explains why venom screening to
identify new ligand-receptor pairs has gained momentum.
Currently, out of the 7,000 toxins discovered and characterized
so far, a large majority are associated with the detrimental effect of
the venoms via their interaction with voltage-gated or ligand-
gated ion channels. Nevertheless, some of them are usefully
exploited as insecticides or therapeutic agents, such as
ziconotide from Conus magus venom, a blocker of the calcium
channel Cay2.2 used as a painkiller in morphine-resistant
patients (Williams et al., 2008). Interestingly, some therapeutic
agents isolated from venoms also target the GPCR superfamily.
That is the case of exenatide, the synthetic version of exendin-4
isolated from the saliva of the Gila monster, which is a glucagon-
like peptide-1 (GLP-1) analogue which is marketed for the
treatment of type 2 diabetes. Given their huge diversity and
the multiplicity of unexplored targets, it is likely that many
toxin/target combinations with high therapeutic importance
are still to be discovered.

GPCRs form the largest family of membrane proteins in
mammals with approximately 800 different members,
representing more than 30% of therapeutic targets (Rajagopal
et al., 2010). They are constituted by seven transmembrane a-
helices linked by three external and three internal loops. Once
activated by endogenous ligands, these receptors undergo
conformational ~ changes allowing the coupling to
heterotrimeric G proteins. For example, in class A receptors
the transmembrane helices V and VI are moved outward from
the center of the receptor, creating a binding site for Ga proteins
at the cytoplasmic face of the receptor (Lu et al., 2021). These
mechanisms allow the engagement of the receptor in specific
intracellular signaling pathways, in order to control almost all
physiological processes in humans. Lack of knowledge about the
toxin-GPCR interaction highlights the importance of
accumulating structural, pharmacological and molecular data
on these interactions. Today, little is known about the
mechanism of action of these toxins or their structure-activity
relationship, and even less about the structure of toxin-GPCR
complexes.

In this review, we have classified the GPCR-interacting toxins
in two main categories: those that strongly resemble an
endogenous ligand, with high structural and biological
similarity, called agonist-mimicking peptides, and the other
peptides, which are not related to endogenous ligands and
display agonist, antagonist or allosteric properties on their
respective target GPCRs. The molecular and structural aspects
of toxins/receptor interaction leading to diverse modes of action
and diverse pharmacological functions will be developed and
structure-activity relationships and engineering data of some
toxins will be detailed. When relevant, the potential
therapeutic applications of toxins are also presented.

GPCRs-Interacting Toxins

AGONIST-MIMICKING TOXINS

General Considerations

Toxins present in venoms display a huge diversity of sequences
and three-dimensional structures including sometimes a high
homology with natural hormones or neurotransmitters produced
in non-venomous animals to control several physiological
functions. Understanding the evolutionary origin of venom
peptides and, in particular, the structural adaptations that
underlie their unique biophysical properties is very
challenging, even if studies show that 3D structure analysis
can be used to identify the evolutionary connections between
toxins and their ancestral non-toxic precursors (Undheim et al.,
2016). Interestingly, during this recruitment process from
endogenous body proteins, toxins may undergo a
weaponization process associated with key structural
adaptations. This is the case, for example, of spiders and
centipede toxins that have evolved from hyperglycemic
hormones (Undheim et al, 2015). In parallel, agonist-like
peptides present in venoms may also exert a deleterious effect
due to their high toxic concentration in prey. This is the case, for
example, for cono-insulin, used by net-hunting cone snails to
induce hypoglycemic shock in fish (Safavi-Hemami et al., 2015)
or for sarafotoxins from Atractaspis snakes, which induce a lethal
vasoconstriction in their prey by interacting with endothelin
receptors. In the first part of this review, we will focus on six
well characterized agonist-mimicking toxin families interacting
with GPCRs and isolated from cone snails, snakes and the Gila
monster. We will describe their isolation, structure-function
analysis, structural characterization and in vivo effects, which
cover a large diversity of functional effects. Due to limited
information and in particular to the lack of structure-function
studies, other agonist-mimicking toxins will not be considered.
This is the case, for example, of conorfamide toxins, such as the
conorfamide-Srl isolated from Conus spurius (Maillo et al,
2002). This RFamide peptide with an RF sequence at its
C-terminal (C-ter) end elicits hyperactivity by the presumed
activation of the MrgprCll receptor, a Mas-related GPCR
(Espino et al., 2018). However, many conorfamides are known
to target ion channels (Campos-Lira et al., 2017), suggesting that
this conotoxin family is not specific to GPCR interaction. Finally,
BmK-YA, an enkephalin-like peptide, recently isolated from the
scorpion Buthus martensii Karsch, appears to be an agonist of
mammalian opioid receptors, especially the §-subtype (Zhang
et al., 2012). Unfortunately, nothing is known about the mode of
action or structure-activity relationship of this toxin.

Exendin-4/GLP-1: GLP-1 Receptor

Glucagon-like peptide-1 (GLP-1) is an incretin hormone
involved in glucose homeostasis, targeting the GLP-1 receptor
(GLP-1R). This receptor is expressed in most cell types and
organs, but its most documented effect is an increase in
glucose-dependent insulin secretion by pancreatic p-cells (Eng
et al, 1990). In these P-cells, GLP-1R also promotes insulin
synthesis, proliferation and protection against apoptosis. GLP-
1 also has cardiovascular protective and neuroprotective effects,
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Glucagon-like
peptide 1 receptor

Membrane

SRTX-6b
ET-1

GLP-1
Exendin-4

FIGURE 1 | (A), Overlay of the cryo-EM structure of GLP-1 (5vai) with GLP-1R and the crystal structure of exendin-4 (9-33) (3c5t) with the extracellular domain of
GLP-1R. The structure is shown in cartoon, light grey for GLP-1R, orange for GLP-1R extracellular domain, dark-blue for GLP-1 and red for exendin-4 (9-33). (B),
Superimposition of SRTX-6b (5glh) and ET-1 (Blry) in interaction with ETB. The structures are shown in cartoon, light grey for ETB, blue for SRTX-6b and red for ET-1. (C),
Zoom on the interaction site. SRTX-6b is shown in blue, the critical and conserved residues are represented in sticks. The disulfide bonds are shown in yellow.

Contact residues on ETB are colored in red.

and reduces appetite and food intake. This has made the GLP-1R
a therapeutic target of choice for the treatment of type 2 diabetes.
This GPCR is coupled to Gas, provoking a cyclic adenosine
monophosphate (cAMP) increase, and f-arrestin recruitment,
both of which are drivers of insulin secretion (Montrose-
Rafizadeh et al., 1999; Tomas et al., 2020). Unfortunately, the
short half-life of GLP-1 (around 2 min) means it is impossible to
use it for an anti-diabetic treatment.

The composition and activity of venom produced in the
salivary glands of the Gila monster, Heloderma suspectum, has
been investigated. This has led to the isolation of a 39-amino-acid
peptide, designated exendin-4 (Ex-4), showing 53% sequence
homology with GLP-1. Exendin-4 targets GLP-1R in
pancreatic B-cells (Eng et al, 1992) and shares a similar
pharmacological profile with GLP-1 (Raufman et al., 1982). Its
sequence was determined by mass spectrometry and sequencing
of small peptide fragments obtained by digestion with trypsin

(HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS),
with the C-ter amidated (Eng et al., 1990). mRNA coding of these
toxins recovered from venom glands has been performed (Chen
et al., 2006). However, more recently, the proteome of the Gila
monster venom was studied by 2D gel electrophoresis and
tandem mass spectrometry-based on de novo peptide
sequencing followed by protein identification based on
sequence homology. A total of 39 different new proteins were
identified and fill the gaps in the study of toxins from this venom
(Sanggaard et al, 2015). 1251 _exendin-4 (9-39) competition
radioligand binding experiments highlighted that exendin-4
and GLP-1 bind to human pancreatic GLP-1R with a similar
affinity (ICsq = 8.9 and 8.7 nM, respectively) (Mann et al., 2010).
The structure of the GLP-1 in complex with GLP-1R and its
associated G-protein Gas was solved recently by cryo-electron
microscopy (cryo-EM) (Zhang et al, 2017) (Figure 1A). In
addition, the crystal structure of the N-terminal (N-ter)
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ecto-domain of GLP-1R in complex with the truncated peptide
exendin-4 (9-39) was also solved at 2.2 A resolution (Runge et al.,
2008) (Figure 1A), as was the crystal structure of GLP-1
complexed with the extracellular domain of GLP-1R
(Underwood et al, 2010). The hydrophobic binding site of
GLP-1R is defined by discontinuous segments including
primarily a well-defined a-helix in the N-ter of GLP-1R and a
loop between two antiparallel B-strands (Runge et al., 2008).
Exendin-4 forms a single helix between residues 11-27 and has a
Glu residue (Glul6) at the position equivalent to Gly22 in GLP-1
(Figure 2A) (Neidigh et al., 2001). However, the first six residues
of GLP-1 are not really structured, leading to the formation of two
helices from positions 13-20 and 24-35 linked around Gly22
(Thornton and Gorenstein, 1994). The C-ter regions of exendin-4
and GLP-1 interact the same way with the N-ter extracellular
domain of the GLP-1R. This allows the interaction of the N-ter
part of exendin-4 with the transmembrane domain of the
receptor leading to its activation (Zhang et al, 2015).
Conformational changes are then facilitated, regulated by the
G protein and other intracellular partners. As highlighted in
Figure 2A, GLP-1 and exendin-4 contain a similar N-ter
sequence necessary for activity on GLP-1R (Liang et al,, 2018).
Furthermore, binding assays have demonstrated that the N-ter
positions 7, 10, 12, 13, and 15 of GLP-1 are important for affinity
at GLP-1R (Suzuki et al., 1989; Adelhorst et al., 1994) and that the
first histidine of GLP-1 at position 7 as a free N-ter amino acid is
very important in stimulating insulin release. The same amino
acids are present in exendin-4, confirming their critical role in the
binding to GLP-1R (Suzuki et al., 1989), as confirmed in the 3D
structure of the complex. Surprisingly, exendin-4 has a higher
affinity for the N-ter extracellular domain of GLP-1R (nGLP-1R)
than GLP-1 (ICsq = 6 and 1,120 nM, respectively) (Runge et al,,
2007). This difference may be explained either by non-conserved
residues in the central part of the two ligands or by the specific
C-ter extension of exendin-4. Interestingly, the role of this C-ter
extension (PSSGAPPPS) in the binding of exendin-4 to GLP-1R
was excluded (Runge et al., 2008), reinforcing the critical
importance of the Leul0-Gly30 sequence of exendin-4 in its
high affinity for nGLP-1R.

The switch from an agonist to antagonist mode of action is
highly dependent on a few amino acid substitutions. Indeed,
exendin-3 (Ex-3) is an analogue of exendin-4, isolated from the
Mexican beaded lizard Heloderma horridum. It differs from
exendin-4 by two substitutions, Ser2-Asp3 in place of
Gly2-Glu3, making their bioactivities completely different:
exendin-3 being an antagonist of GLP-1R (Eng et al, 1992;
Chen et al., 2006). The truncated form of exendin-4 (9-39) is
also a competitive antagonist of GLP-1R. It has a high affinity for
GLP-1R (ICso = 0.6nM) and is able to inhibit GLP-1 and
exendin-4 from binding to the receptor. Many analogue
peptides have been synthesized in order to understand the
determinants that enable exendin-4 (9-39) to have antagonist
activity, whereas the truncated GLP-1 (15-36), for instance,
remains an agonist (Patterson et al., 2011). Glulé, Vall9, and
Arg20 were shown to be the essential determinants of exendin-4
(9-39)’s antagonism (Runge et al., 2008). Moreover, the removal
of the first two N-ter residues of GLP-1 yielded a partial agonist

GPCRs-Interacting Toxins

with a 100-fold reduction in affinity (Montrose-Rafizadeh et al.,
1999). Interestingly, exendin-4 has a Gly8 in place of an Ala8 and
an additional C-ter extension of nine amino acids which is absent
from GLP-1, preventing degradation of the peptide from
dipeptidyl peptidase IV (DPP IV) and neutral endopeptidase,
and enhancing its half-life compared with GLP-1 (Doyle et al.,
2003). It should be noted that a biased agonist of GLP-1R called
P5 has also been discovered, promoting G-protein signaling
comparable to GLP-1 and exendin-4, but exhibited a
significantly reduced B-arrestin response. It shares a common
C-ter sequence with exendin-4, but only 4% homology with the
N-ter sequence, which interacts with GLP-1R, explaining this
biased activity (Zhang et al., 2015; Liang et al., 2018).

Thus, like GLP-1, on isolated rat islets, exendin-4 inhibits
glucagon secretion (Silvestre et al, 2003), stimulates insulin
synthesis (Alarcon et al., 2006), and protects against p-cell
apoptosis in response to different insults (Ferdaoussi et al.,
2008). In type 2 diabetes patients, exendin-4 decreases blood
glucose and raises B-cell sensitivity to glucose when given twice
daily subcutaneously for 1 month (Egan et al, 2003). After
subcutaneous administration, exenatide (exendin-4 synthetic
form) reaches a maximum plasma concentration in 2h, and
the mean half-life is almost 4 h. Due to its longer half-life (almost
120 times higher), exenatide was the first anti-diabetic drug GLP-
1-based therapy to reach the market, in 2005 (Furman, 2012).
Today, seven drugs derived from GLP-1 have been approved,
with the idea of improving the half-life to space out the
medication (Madsbad, 2016). With the idea of improving the
half-life of exenatide as a therapeutic tool, some efforts have been
made with pharmacomodulations: exenatide LAR (long-acting
release) is formulated with exenatide in microspheres commonly
used in extended drug release formulations. Once weekly
subcutaneous injection is thought to be the desired frequency,
and it is currently undergoing phase III clinical trials (Weill
Medical College of Cornell University, 2017). On the other hand,
liraglutide is a GLP-1 analog with two modifications: a
substitution of Arg34 for Lys34 and an attachment of a C-16
free fatty acid derivative via a glutamoyl spacer to Lys26, known
to delay the absorption rate by 13h (Knudsen et al, 2000),
allowing a once daily injection which prevents the progression
of diabetic nephropathy. So far, many “glutide” drugs have been
approved and marketed (Nauck et al., 2021).

Sarafotoxin/Endothelin: Endothelin

Receptors ETA/ETB

Endothelins (ET1, ET2, and ET3), initially described as
endogenous regulators of the cardiovascular system, mediate
their effects through two class A GPCRs, named ETA and
ETB. These receptors are widely expressed and are coupled to
the Gaq, Gai/o, Gal2/13 G-protein pathways. Among the
multiple effects of endothelins, the most documented is
cardiovascular and participates in vascular tone control at the
level of endothelial and vascular smooth muscle cells. In the
vasculature, the vascular smooth muscle cells express both ETA
and ETB receptors, while endothelial cells express only ETB.
Activation of ETB in endothelial cells causes vasorelaxation
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A 7 10 15 20 25 30 35
GLP-1 HAEGTFTISDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR
Liraglutide HA EGTF T SDV S SYLEGQAAKETFIAWLVRGR
1 5 10 15 20 25 30 35 39
Ex-4 HGIE[GTETISDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPEPS
Ex-3 HSDGTEISDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS
:39’5'349) EGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSS
B 1 5 10 15 20 25
ET-1 CSCSSLMDKECVYFCHLDITIW
ET-2 CSCSSWLDKECVYFCHLDTITIW
ET-3 CTCFTYKDEKECVYYCHLDTITIW
SRTX-6a CS C K DM TDKECLNPFEFCHQDV I W
SRTX-6b CS C K DMTDKECLYECHQDV I W
SRTX-6c CT C NDMTDEECLNECHQQDV I W
SRTXi3 CS C TDM S DLECMNTECHKDYVTIWYVNR RN
SRIXm CS CND I NDKECMYJFCHQDV IWDEF?P
C 1 5 9
Vasopressin C Y F Q N c P R G
Oxytocin c Y I Q N C P L _G
Conopressin-T C Y I Q N C L R
L7P-Conopressin-T C Y L Q N C P R
Conopressin-G ¢ F 1 R N C P K G
Lys-conopressin-G C F ; R N C P K G
Conopressin-S C I ; R N C P R G
Arg-conopressin-S C 1 ; R N C P E G
Conopressin-M1 C F 1: G N C P ; S
Conopressin-M2 ¢ F i G N C P D S
D 1 5 10 15
Neurotensin pPE L Y E N K P R R P Y I L
ContulakirG pE § E E G G 8§ N A Tg K K P Y I L
E 1 5 10 15
Dynorphin A Y G G F L RRI RPZKTILIKWDNQ
Conorphin-T N ¢C C R R Q I Cc ¢
F
1 5 10 15 20 25 30 35 40
PKI A VITGACERDVQCGAGTCCAISLWLRGLRMCTPLGREGEE
PK2 A VITGACDKDSQCGGGMCCAVSIWVKSIRICTPMGKLGDS
MITI A VITGACERDLQCGKGTCCAVSLWIKSVRVCTPVGTSGED
41 45 50 55 60 65 70 75 80
PK1 C HPGSHKIPFFRKRKHHTCPCLPNLLCSRFPDGRYRCSMDLKNINF
PK2 C HPLTRKVPFFGRRMHHTCPCLPGLACLRTSFNRFICLAQK
MITIT C HPASHKIPFSGQRMHHTCPCAPNLACVQTSPKKFKCLSKS
FIGURE 2 | Sequences alignments of agonist-mimicking toxins and homologues. (A), GLP-1, exendin-4. (B), Endothelins and sarafotoxins. (C), Vasopressin,
oxytocin and conopressins. (D), Neurotensin and contulakin-G. (E), Dynorphin-A and conorphin-T. (F), Prokineticins and MIT1. In blue, residues which are different from
the endogenous ligand; underlined, those critical for affinity/activity; in black boxes, those responsible for the switch towards an antagonist mode of action and in red
boxes, those responsible for the switch towards an agonist mode of action. Tg: O-glycosylated-Thr, pE: pyroglutamate.

through the generation of nitric oxide, while activation of ETA
and/or ETB in smooth muscle cells induces vasoconstriction
(Davenport et al., 2016).

The bolus intravenous injection of either nonselective or ETB-
selective agonists in rats results in an initial and transient
vasorelaxation followed by a long-lasting vasoconstriction and
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associated elevation of mean arterial pressure (Betts and
Kozlowski, 2000). ET-1 is considered as the most potent
endogenous vasoconstrictor (Yanagisawa et al., 1988), but also
induces contraction of many other smooth muscles such as
airway, uterine and prostate smooth muscles (Kozuka et al,
1989; Maggi et al., 1989; Kobayashi et al., 1994). Besides their
contractile action, ET receptors have mitogenic and anti-
apoptotic effects in various cell types. The ETB receptor is also
involved in the development of the neural crest during embryonic
development and ETB mutations are associated with megacolon
formation characteristic of Hirschsprung disease (Hosoda et al.,
1994; Lahav et al., 1996). The ETB receptor is also described as a
clearance receptor allowing elimination of circulating ET-1 in the
lung (Fukuroda et al., 1994). Several cardiovascular and renal
diseases are associated with the endothelin system, in particular,
pulmonary arterial hypertension ®for which endothelin receptor
antagonists ambrisentan (Volibris ) and bosentan (Tracleer ) are
used for therapeutic treatment (Enevoldsen et al, 2020).
Endothelin receptors have also been shown to be
overexpressed in various cancers, such as ovarian carcinoma,
melanoma, prostate, lung, renal, and colon cancers (Nelson et al.,
2003; Rosano et al., 2013).

Sarafotoxins (SRTXs) form a family of toxins isolated from the
venom of Atractaspis engaddensis (burrowing asp) and other
Atractiaspidae, venomous snakes from the Middle East. SRTXs
are among the most toxic snake toxins with lethal dose of
0.15 pg/kg body weight in mice (Ducancel, 2005). They exert
their toxic effect by inducing a strong general vasoconstriction
leading to heart failure. The first sarafotoxins, SRTX-6a, -6b, and
-6¢, were discovered by fractionation of the venom by HPLC and
analysis of the cardiotoxicity of each fraction in mice (Kloog et al.,
1988; Takasaki et al., 1988). These three peptides were found to be
highly homologous in sequence and structure between them and
also with the endothelin family of peptides. Like endothelins, they
are twenty-one amino acids long and contain two conserved
disulfide bridges, making them bicyclic peptides. More recently,
the long SRTX-m and SRTX-i3 families, containing two to ten
amino acid extensions at their C-ter, were discovered (Hayashi
et al., 2004).

Given their high homology with endothelin peptides, SRTXs
mediate their effects through the endothelin receptors and behave
as endothelin mimicking peptides. The ETA and ETB receptors
differ in their properties in binding to endothelins and SRTXs.
The ETA receptor is selective and binds the three endothelins
with the selectivity order ET-1>ET-2>>ET-3. ETA binds ET-1
with an affinity in the sub-nanomolar range, and ET3 with and
affinity at least 1000-fold lower. By contrast, the ETB receptor is
not selective and binds the three endothelin peptides as well as
SRTX-6a, 6b and 6¢, with affinities in the sub-nanomolar range.
SRTX-6b binds ETA with nanomolar affinity, whereas SRTX-6¢
exhibits only micromolar affinity for ETA, making SRTX-6¢ an
ETB-selective ligand (Ducancel, 2005; Barton and Yanagisawa,
2019). In contrast to short SRTX, long SRTX-m and SRTX-i3
only show moderate affinity for ETB (Kp > 300 nM) and virtually
do not bind to ETA (Kp > 50 uM) (Mourier et al.,, 2012).
However, truncation of their additional C-ter tail at position
21 drastically increases their affinity and makes them as potent as
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SRTX-6b on ETB. Surprisingly, long SRTX-m, SRTX-13 and short
SRTX-6b have different hemodynamic and respiratory effects
(Mahjoub et al., 2015, 2017; Malaquin et al., 2016).

The sequence alignment of SRTX and endothelins (Figure 2B)
reveals the high homology of these peptides and shows the
conserved residues. Among them are the four cysteine residues
organized in a unique motif Cys1-X-Cys3—Cys11-X-X-X-Cys15
and forming Cys1-Cys15 and Cys3-Cys11 disulfide bridges. The
other conserved residues are Asp8, Lys9 (except for SRTX-6¢),
Glul0, Phel4 (except for ET-3). The C-ter part of the peptide is
the most conserved with invariant residues His16, Asp18, Ile20,
and Trp21. By contrast the sequence at positions 4-7 represents
the variable region of the ET and SRTX peptide family. The
structure of these peptides obtained by NMR shows that they
contain an extended region (residues 1-4), followed by a turn
(residues 5-7) and an a-helicoidal part (residues 8-15). The
extended region, connected to the helical region by the two
disulfide bridges, constitutes a cysteine stabilized domain,
while the C-ter part of the peptide (16-21) is conformationally
variable and can adopt multiple conformations. This structural
organization is conserved in both short and long SFTX (Mourier
et al., 2012).

Structure-activity relationship studies have revealed the
crucial determinants for endothelin and SRTX binding and
activity. Early studies demonstrated that substitution or
modifications of the invariant Trp2l resulted in a loss of
function of ET-1 in pulmonary artery contraction assays.
Comparable results were obtained by substitution of the other
invariant residues Asp8, Glul0, and Phel4. The effect of ET-1 was
also abolished by the reduction of the four cysteines or their
replacement by alanines (Nakajima et al., 1989; Tam et al., 1994).

In the last 5 years, several crystallographic structures of the
ETB receptor complexed with various ligands have been
published (Shihoya et al., 2016, 2018; Izume et al., 2020). The
structures of ETB complexed with ET-1 or with SRTX-6b reveal
that the positions of the two peptides in the receptor are virtually
identical (Figure 1B). For both peptides, the C-ter part dives into
the hydrophobic pocket of the orthosteric site of the receptor
located in its core heptahelical domain. The placement of the
C-ter Trp21 residue at the bottom of the binding site is consistent
with the previous observation that longer peptides, i.e. long SRTX
or un-matured endothelins, do not bind to ET receptors with
good affinity. The other part of the peptide, the cysteine stabilized
helical domain, is sandwiched between the second extracellular
loop (ECL) and the extracellular ends of the transmembrane
helices VI and VIL The structures also revealed that the conserved
residues of the ET/SRTX family are all involved in the interaction
with the receptor. Moreover, Trp2l, which has been
experimentally shown to be crucial for binding and activation
of the receptor, interacts with the tryptophan residue of the
CWXP motif involved in the signaling function of class A
GPCRs (Figure 1C).

Considering the importance of the pathophysiological role of
the endothelin system, many ligands targeting the endothelin
receptors have been developed for therapeutic purposes. Most of
them are antagonists with various selectivity profiles. Despite the
number of clinical studies done with peptide and non-peptide
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antagonists, only bosentan and ambrisentan, small molecules
with a slight selectivity towards ETA, have proved their
efficacy and are on the market for the treatment of pulmonary
arterial hypertension (Davenport et al., 2016). In the face of this
unappealing clinical picture, the unique indication for which an
endothelin agonist has emerged with a positive outcome is stroke
treatment. Indeed, IRL-1620 (Sovateltide), currently in phase III
clinical trials, has yielded better recovery from acute cerebral
ischemic stroke (Gulati et al., 2021; Pharmazz, Inc. 2021). IRL-
1620 is a linear, truncated, modifier ET/SRTX family peptide that
acts as a selective and potent ETB agonist. IRL-1620 is a 14-
amino-acid peptide, corresponding to amino acids 8-21 of ET-1
in which Cys11 and Cys15 have been replaced by alanine, Lys9 by
glutamic acid, as in SRTX-6¢, and the amino-terminal end is
succinylated. This peptide, acting as an ETB agonist, enhances
neurogenesis, angiogenesis and protects neural cells from
apoptosis in rats (Leonard and Gulati, 2013; Briyal et al., 2019).

Conopressins/Oxytocin-Vasopressin:

Oxytocin/Vasopressin Receptor

The oxytocin/vasopressin signaling system constitutes one of the
most complex and important neuroendocrine systems in
humans. Oxytocin (OT) and arginine-vasopressin (AVP)
mediate their biological effects by acting on specific receptors.
AVP mediates its actions through three known vasopressin
receptors: V1aR, VIbR, and V2R. Vla receptors are expressed
in the liver, vascular smooth muscle cells, brain and in many other
tissues. In the vasculature, V1aR mediate the pressor actions of
AVP by a phospholipase C-mediated pathway. In the brain, V1aR
mediates the anxiety-producing responses to AVP (Ring, 2005).
V1b receptors, present in the anterior pituitary, mediate the
adrenocorticotrophic hormone-releasing effects of AVP. VIbR
is also expressed in the brain, the kidney and the adrenal medulla.
Recently, VIbR has been shown to mediate anxiety and stress in
rats and in humans (Ishizuka et al., 2010). V2 receptors, present
in the collecting duct of the kidney, mediate the antidiuretic
action of AVP by an adenylate cyclase-mediated pathway. The
AVP pathways of V1aR-mediated vasoconstriction and V2R-
induced water retention represent a potentially attractive target of
therapy for edematous diseases. Experimental and clinical
evidence suggests beneficial effects of AVP receptor
antagonists by increasing free water excretion and serum
sodium levels. Thus, the incidence of cardiovascular diseases
may be enhanced by a dysregulation of OT and AVP levels
(Szczepanska-Sadowska et al, 2021). New AVP receptor
antagonists have been developed in order to treat chronic
heart failure, liver cirrhosis and syndrome of inappropriate
antidiuretic hormone secretion (Ali et al., 2007). OT mediates
its actions through OT receptors expressed in the uterus,
mammary gland, ovary, brain, kidney, heart, bone, and
endothelial cells (Gimpl and Fahrenholz, 2001). In the uterus,
OT receptors mediate the uterine contracting effect of OT. The
OTR is capable of binding to either Gai or Gaq proteins and
activates a set of signaling cascades, such as the MAPK, PKC,
PLC, and CaMK pathways (Devost et al., 2008). The central
effects of OT continue to be the focus of intense investigative
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scrutiny in animals and in humans (Meyer-Lindenberg et al.,
2011), as a possible therapeutic agent for the treatment of autism
and other anxiety disorders.

Conopressin toxins isolated from Conus venoms constitute a
wide family of peptides, known to target the vasopressin/oxytocin
receptor family. Among them, conotoxins Bal, Ba2, and Ba3 have
been isolated from Conus bayani by using transcriptomics and
mass sequencing (Rajaian Pushpabai et al., 2021). Above all,
conopressin-T (cono-T) was isolated from the venom of Conus
tulipa by its ability to induce a scratching effect after injection in
mice. Its sequence was determined by de novo mass spectrometry
sequencing: CYIQNCLRV. Cono-T belongs to the vasopressin-
like peptide family and displays high sequence homology with the
mammalian hormones oxytocin and vasopressin (Dutertre et al.,
2008). Dutt et al. conducted the first venomics approach on
venom’s ducts of Conus tulipa by integrating transcriptomics and
proteomics: they identified several conotoxin precursors across
two specimens of Conus tulipa, notably concerning conopressins.
From the proteome, a mass corresponding to conopressin-T
(1,107.6 Da) was identified. However, due to its anatomic
distribution in the duct, conopressin-T may play a role in
defense despite a suggested predatory role. That might explain
the antagonist effect on vasopressin receptors (Dutt et al., 2019a).
Indeed, cono-T is a selective V1aR antagonist (K; = 319 nM), has
a partial agonist activity at the oxytocin receptor (K; = 108 nM),
producing 22% of AVP and OT maximal activity, a partial activity
on V1bR, producing 9% of AVP and OT maximal activity, and no
detectable activity on V2 receptors. In CHO cells expressing
V1aR, cono-T induces inhibition of AVP-stimulated IP
production. Finally, cono-T does not stimulate phospholipase
C activity in cells expressing V1aR (Dutertre et al, 2008).
Conopressins of the vasopressin family are all characterized by
a disulfide-containing ring between residues 1-6 and a short
exocyclic C-ter tripeptide between residues 7-9. As highlighted in
Figure 2C, residues 7 and 9 are conserved in OT and AVP (Pro7
and Gly9), whereas they are replaced by Leu7 and Val9 in
conopressin-T (Giribaldi et al., 2020). Conopressins, AVP and
OT share the same structural loop between the two cysteine
residues, but the C-ter fragment of cono-T is not superimposed
with the tail region of AVP or OT (Dutertre et al., 2008). The
agonist binding site is mainly made by the three extracellular
domains of the oxytocin receptor, whereas the different binding
sites of various antagonist ligands are formed by transmembrane
helices 1, 2, and 7 (Postina et al., 1996; Giribaldi et al., 2020). It
should be noted that Arg8 is essential for pressor activity and
enables a tight interaction with V2R. An aromatic residue at
position 3 decreases, the potency at all other receptors, but
enhances peptide selectivity for V1aR and V1bR. Finally, the
presence at position 4 of a basic residue instead of a glutamine
diminishes the potency at all tested receptors, especially at V2R
(Giribaldi et al., 2020).

Many other peptides belonging to the family of conopressins
have been isolated from other species and have distinct
pharmacological profiles with human receptors. Among them,
conopressin-G (cono-G) from Conus geographus venom and
conopressin-S (cono-S) from Conus striatus venom were the
first conopressins identified (Cruz et al, 1987). They both
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cause severe itching and scratching in mice within a few minutes
after injection. Although the sequences of these conopressins are
close to that of vasopressin itself, they have an additional positive
charge in position 4. Cono-S has a similar affinity for OTR, but is
less potent at V1aR and does not bind to V2R. Cono-S binds with
high affinity to VIbR (K; = 8.3 nM) (Dutertre et al., 2008). Lys-
conopressin-G, an analogue of cono-G (Nielsen et al., 1994), and
Arg-conopressin-S, an analogue of cono-S, are characterized by
an amidated C-ter tail and two basic amino acids: one Arg in
position 4 and a Arg or Lys in position 8, outside of the cyclic
structure (Cruz et al., 1987).

Recently, Giribaldi et al., discovered and characterized two
new conopressins from the venom gland transcriptome of Conus
miliaris, called conopressin-M1 (cono-M1) and conopressin-M2
(cono-M2). It was highlighted that the amidated form of cono-
M1 has a partial agonist activity at V1bR and at V1aR for both the
amidated and acid forms. Conopressin-M2 is a full agonist at the
V2R, albeit with low micromolar affinity. Thus, the low activity of
cono-M1 and cono-M2 can be explained by the substitution of
Gln4 by a glycine residue, the absence of a basic residue in
position 8 and the missing glycine residue in position 9 (Giribaldi
et al., 2020). L7P-cono-T is a more potent analogue of cono-T on
V1aR, but has a similar affinity for OTR. Like cono-T, it induces
inhibition of IP production in CHO without stimulating
phospholipase C activity in cells expressing V1aR. L7P-cono-T
differs from AVT only at position 9 and acts as a V1aR antagonist.
This modification alone can switch peptide activity from agonist
to antagonist (Dutertre et al., 2008). The biological effects in
animals are not yet well known. As AVP, it is likely that
conopressins have a role in renal homeostasis, for instance.

Contulakin-G/Neurotensin: Neurotensin

Receptors

Neurotensin (NT), a hypotensive peptide, first isolated from bovine
hypothalamus, acts as a neurotransmitter and neurotransmodulator
in the central nervous system (CNS), and also as a local hormone in
the small intestine (Carraway and Leeman, 1973). This
tridecapeptide is an agonist of neurotensin receptors (NTSRs)
with a sub-nanomolar affinity (Checler et al, 1986). Three of
them, NTSR1 and NTSR2, which are both GPCRs, and NTSR3,
a single transmembrane domain sorting receptor, have been
identified as targets (Vincent et al, 1999). Neurotensin is
involved in many central biological processes, but also in many
peripheral effects like gastrointestinal motility and vasodilatation
(Carraway and Leeman, 1973). In the CNS, NT exerts various effects,
including analgesia (Clineschmidt and McGuffin, 1977) and central
control of blood pressure (Rioux et al., 1981), is involved in the
pathophysiology of schizophrenia and Parkinson’s disease, with
levels of endogenous NT and NTSRI expression decreased in
patients with the symptoms of schizophrenia (Nemeroff, 1980)
(Clineschmidt and McGuffin 1977; Yamada et al., 1995; St-Gelais
etal., 2006). In the gastrointestinal tract, NT has effects on pancreatic
endocrine secretion and colonic motility, and decreases gastric acid
secretion (Osumi et al., 1978). NT has a high affinity for NTSR1 and
activates PLC through the Gaq/11-coupled pathway, producing
inositol triphosphate (IP3) and DAG diacylglycerol (DAG). This
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pathway induces activation of PKC and mobilization of intracellular
calcium, key oncogenic effectors (Chabry et al., 1994). NTSR2, like
NTSRI, is present in both the CNS and peripheral organs. It is
coupled to the Gaq/11-dependent PLC signal pathway, Gai/o and
Gal2/13 (Sarret et al., 1998; Vincent et al., 1999). Finally, NTSR3
forms a heterodimer with NTSR1 on the surface of HT29 cells,
activating the IP3/PKC signaling pathway (Martin et al.,, 2002). NT is
particularly involved in the occurrence of gastrointestinal cancers
with increased levels of NT and NTSR1 (Clineschmidt and
McGuffin, 1977; Nemeroff, 1980; Yamada et al., 1995; St-Gelais
et al, 2006). NT and NTSR1 are then promising candidates for
clinical screening for gastrointestinal cancers because of their
overexpression in these cancers, and are promising targets
because the inhibition of NTSR1 expression or the knockdown of
the NTSI gene decreases oncotic MMP-9 expression and activity
(Dong et al., 2017; Sanchez and Covenas, 2021). Finally, NT has
central opioid-independent anti-nociceptive effects, leading to
improved therapeutic management of pain (Chartier et al., 2021).
By testing fractions from the venom of Conus geographus on the
loss of motor control in mice, a peptide named contulakin-G has been
isolated by HPLC. It is a linear 16-amino-acid peptide whose sequence
was determined by Edman sequencing and O-glycosidase and f-
galactosidase  hydrolysis: pESEEGGSNATKKPYIL, with the
O-glycosylation [B-D-Galp-(1—3)-a-D-GalpNAc-(1—) on Thr10.
By measuring phosphoinositide accumulation in CHO cells
expressing NTSR1, NTSR2, and NTSR3, Craig et al. determined
the agonist potency of synthetic contulakin-G. This toxin is an agonist
for all three subtypes of neurotensin receptors with sub-micromolar
potency (ICso = 0.96, 0.73 and 0.25 uM, respectively) (Craig et al,,
1999). Contulakin-G is less potent than NT, but shares a common
C-ter sequence (KKPYIL) which is highly conserved and responsible
for their interaction with the receptor and their biological activities
(Figure 2D). The substitution of Glu7 of NT by a positive or non-
charged amino acid decreases the desensitization potency and the
substitution of Lys9 decreases the agonist potency, thus explaining the
lower potency of contulakin-G. Finally, electrostatic interactions seem
very important: replacing the two conserved Arg residues diminishes
the agonist potency (Lee et al., 2015). SAR studies for contulakin-G
highlight the importance of the glycoamino acid in determining
interactions with neurotensin receptors. It has been demonstrated
that removing this glycosylated residue resulted in an increase of the
affinity for all the receptor subtypes, with an ICs, of contulakin-G for
NTSR1 40 times higher than the IC5, of deglycosylated contulakin-G
(Craig et al, 1999). Interestingly, contulakin-G exhibits higher
potency in vivo: after intracerebroventricular (icv) injection in
mice of both forms, contulakin-G induces loss of motor control at
lower doses than the deglycosylated form (Craig et al., 1999). This is
probably due to the slowdown of proteolytic degradation thanks to
the O-glycan. To support the role of glycosylation of contulakin-G,
some molecular docking simulations have been performed on both
the contulakin-G forms in interaction with NTSR1. The glycosylation
of Thr10 modifies the conformation of contulakin-G in comparison
with the deglycosylated form. Indeed, the salt bridges between the
terminal carboxyl of the peptide and Arg94 and Arg241 of NTSR1
facilitate interactions. The Tyr145 residue, which is near these two
Arg, favors the stabilization of these residues by cation-pi interactions.
Thus, this anchoring point formed by the salt bridge between the
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C-ter of the peptide and the receptor leads to the repositioning of the
Lys12 so that it can form a hydrogen bond with Glu332. When the
peptide is glycosylated, this major interaction between Lys12-Glu332
is lost (Lee et al, 2015). Thus, the desensitization of neurotensin
receptors is enhanced by the presence of both glycosylation of
contulakin-G and charged amino acid residues.

In in vivo experiments, beagles were injected for many days with
infusions or bolus doses of contulakin-G, leading to biexponential
disposition function. The kinetics show a rapid initial redistribution
phase followed by a slow terminal elimination phase. It appears that
contulakin-G might be metabolized within the CNS or rapidly
metabolized in the systemic circulation or bound by tissues (Kern
et al,, 2007). In the rat, contulakin-G provokes, like neurotensin,
central effects as loss of motor control, absence of preening/
grooming, reduced sensitivity to tail depression and peripheral
effects as gut contraction (Craig et al, 1999). With regard to
these interesting biological effects of the toxin, Cognetix
developed a synthetic form of contulakin-G, CGX-1160, which in
2005 obtained orphan drug status for the treatment of chronic
intractable pain following intrathecal administration in patients with
spinal cord injury by the US Food and Drug Administration (FDA).
After a break in development, a phase Ia trial was started to
determine the safety of escalating doses in patients with central
neuropathic pain (Sang et al., 2016).

Conorphin-T/Dynorphin A: x-opioid
Receptor
The Kappa opioid receptor (KOR) is a GPCR known to modulate the
effects of several neurotransmitters such as dopamine and serotonin,
and glutamate release in the central nervous system. KOR and its
endogenous ligand dynorphin-A (dynA (1-17), with a K; of 0.28 nM)
(Goldstein et al., 1981), have a widespread distribution, especially in
the CNS, but also in the peripheral system. Dynorphin-A is a
neurotransmitter ~ peptide  processed from its  precursor
prodynorphin (Chavkin et al,, 1982). It interacts with KOR which
is coupled to Gai/o, leading to inhibition of adenylyl cyclase and a
decrease in the production of cAMP, thus modulating the
conductance of Ca®* and K' channels. Furthermore, this
activation implies kinase cascades including GRK and members of
the MAPK family (ERK1/2, p38 and JNK) (Bruchas and Chavkin,
2010). Dysregulation of the dynorphin/KOR system is involved in
several psychiatric diseases, including schizophrenia, depression,
bipolar disorder, drug addiction, and especially analgesia, thus
being an interesting new therapeutic target to investigate as a
potential analgesic (Zhang et al., 2007; Koob and Volkow, 2010;
Clark, 2020; Sapio et al., 2020). Initially, agonists were thought to treat
analgesia: bremazocine was synthesized in an effort to produce
opiates with greater KOR selectivity and with minimal morphine-
like side effects (Romer et al., 1980), and asimadoline succeeded in
phase II for acute attacks of pain in irritable bowel syndrome
(Williams and Mangel, 2010; Camilleri, 2011). Finally, KOR
antagonists have already reached the market, such as
buprenorphin and naloxone to treat mood disorders and
morphine addiction.

Extraction of total RNA from the ducts of Conus textileand cDNA
cloning and sequencing have led to the identification of the cDNA
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sequence of conorphin-T (NCCRRQICC), a nonapeptide present in
Conus textile (Luo et al., 2006). The screening of a conopeptide library
on KOR highlighted that conorphin-T is a new selective agonist of the
KOR that mimics dynorphin-A (Brust et al., 2016). Conorphin-T is a
member of the T-superfamily of conotoxins which includes 1,000
distinct active peptides found in the venom of various Conus species
(Aguilar et al.,, 2006).

Conorphin-T contains two Arg residues side by side, a spacer
amino acid followed by a hydrophobic residue and two Cys on the
C-ter tail. Docking studies have shown that even if conorphin-T
and dynA have low sequence similarity, the toxin interacts
similarly with KOR and the truncated dynorphin-A (1-8)
(Brust et al.,, 2016). Indeed, it was demonstrated that the last
nine amino acids at the C-ter of dynA have little impact on KOR
activity. However, the N-ter YGGF sequence of dynA is common
to endogenous opioid ligands, such as endorphins and
enkephalins, and is known to play a major role in opiate
receptor affinity. It then appears that the essential
pharmacophore of dynA lies within the N-ter fragment
YGGFLRRI. The presence of two arginines side by side is
often a marker of KOR selectivity (Brust et al., 2016).

Interestingly, the three isomers (beads, globular and ribbon) of
conorphin-T were synthesized and radioligand binding assays
highlighted that the bead form was the most active one on KOR
(K; =80 nM), compared to the ribbon form (K; = 580 nM) and the
globular one (K; = 1,5uM). Many analogues derived from
conorphin-T were also synthesized in order to increase affinity
and stability. So, the substitution of Asnl by Tyrl (such as dynA)
increased affinity for KOR twofold, meaning that an aromatic
residue at the N-ter position is important for the affinity. The
alanine scan of the peptide also highlighted that the residues 4-7
(RRQI) are important for the affinity on KOR. Furthermore, the
presence of an aromatic amino acid at position 6 improved
affinity. Thus, the authors identified an active sequence in the
C-ter tail: RRQICC, with the two vicinal Cys in C-ter deeply
critical for high KOR affinity (Figure 2E). Finally, the glutamine
residue is a spacer necessary to the presentation of the peptide to
the receptor (Brust et al., 2016).

Like dynA, conorphin-T may have antinociceptive properties.
Furthermore, conorphin-1, an analogue peptide of conorphin-T, was
recently developed and shown to activate KOR with sub-nanomolar
potency and high selectivity above other opioid receptors. In rodent
models of nociceptive pain (formalin-induced pain), the analgesic
and antiallodynic effects of conorphin-1 were evaluated. However, if
the peptide was delivered peripherally by intraplantar injection, no
analgesic effect was observed, maybe due to the impossibility of
targeting KOR in peripheral sensory nerve endings innervating the
skin (Deuis et al,, 2015).

MIT1/Prokineticin/EG-VEGF: Prokineticin
Receptors PKR1/PKR2

Prokineticin 1, is an angiogenic factor also known as endocrine
gland-derived vascular endothelial growth factor (EG-VEGF)
(LeCouter et al., 2001; Li et al., 2001). Prokineticin 2 is a related
peptide of prokineticin 1 (87% homology), known to be a
mammalian homologue of the frog skin peptide Bv8
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(Wechselberger et al., 1999). Both peptides bind to prokineticin 1
and 2 receptors (PKR1 and PKR2), members of the neuropeptide Y
receptor family, with nanomolar affinity (Lin et al, 2002; Masuda
etal,, 2002; Negri et al., 2007). PKR1 is highly expressed in spleen and
gastrointestinal tissues, where its activation enhances smooth muscle
contraction (Li et al,, 2001), whereas PKR2 is widely expressed in the
CNS (Masuda et al., 2002). The PKRs are Gaqg-coupled receptors and
promote intracellular Ca** mobilization. They also may couple to Gai
and Gas and some other G-proteins, like Gal2 or G13 (Lin et al.,
2002; Soga et al, 2002). This activation is known to increase
intracellular Ca®* concentration with nanomolar potency in CHO
cells (Masuda et al., 2002). Finally, prokineticins and their receptors
are widely distributed, which may suggest their role, among others, in
angiogenesis in endocrine glands, heart failure, colorectal cancer, etc.
(Masuda et al,, 2002). So far, antagonists, especially of PKR1, have
been developed (Levit et al., 2011).

In 1990, Schweitz et al. identified almost thirty peptides from
the venom of Dendroaspis polylepis, half of them having a
contractile effect on intestinal smooth muscle (Schweitz et al.,
1990). In this venom a mamba intestinal toxin-1 (MIT1) was
isolated, whose sequence of 81 amino acids and 10 cysteines at
identical positions of Bv8 was determined by Edman degradation
(AVITGACERDLQCGKGTCCAVSLWIKSVRVCTPVGTS
GEDCHPASHKIPFSGQRMHHTCPCAPNLACVQTSPKKFK
CLSKS) (Schweitz et al., 1999). MIT1 is a homologue of the
human endogenous ligand EG-VEGF and prokineticin 1,
sharing 80% sequence identity with them and 58% sequence
identity with prokineticin 2 (Li et al., 2001). This toxin is more
active and affine for its receptor than EG-VEGF/prokineticin 1
and prokineticin 2, with a K; of 4.1 nM for PKR1 and 0.67 nM
for PKR2 (Masuda et al., 2002). The N-ter sequence AVITGA
is characteristic of the “AVIT” family of toxins. They are
composed of 80-90 amino acids, analogues of MIT1, and
are presumed to have a potent effect on intestinal
contractility and to increase hyperalgesia (Wen et al., 2005).

The solution structure of MIT1 has been investigated using 2D
homonuclear NMR. MIT1 contains ten cysteines, involved or not
in disulfide bridges and leading to various disulfide bridging
configurations. This may confer a particular importance on this
topological information in order to determine accurately the 3D
structure. MIT1 is an analogue of colipase, a co-enzyme required
for optimal activity of pancreatic lipase, which shares the same
cysteine configuration. Several charged residues are buried inside
the molecule, whereas some hydrophobic residues, such as Trp24,
are exposed on the surface (Boisbouvier et al., 1998). There is little
information regarding the SAR of MIT1, but some prokineticin
residues conserved in MIT1 have been highlighted in Figure 2F
as critical for activity. The N-ter part of AVITGA is highly
conserved among prokineticins and analogue proteins and is
critical for activity. The deletion of this part leads to inactivation
of the peptide. The C-ter rich in cysteine is also essential for
bioactivity of prokineticins. The substitution of Cys18 provokes a
decrease in activity. Interestingly, the substitution of Alal by Met
or an addition of Met in the N-ter tail leads to a switch towards an
antagonist mode of action (Bullock et al., 2004).

The first identified biological action of MIT1 was the
contraction of the isolated guinea pig ileum and distal colon
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and relaxation of the proximal colon (Schweitz et al., 1999).
Interestingly, Bv8, a 77-amino-acid peptide, was isolated from
skin secretions of Bombina variegata and Bombina bombina. This
peptide was also found to stimulate the contraction of
gastrointestinal smooth muscle with high potency (Mollay
et al., 1999; Negri et al., 2007).

TOXINS TARGETING GPCRS
Toxins With 2 Disulfide Bonds

Toxins with two disulfide bridges are much less present in venoms as
compared to toxins with three or four disulfide bridges (Reynaud
et al, 2020), and most of them are found in conus venoms.
Exceptionally, they were identified in arthropods (Smith et al,
2011; Daly and Wilson, 2018) as disulfide directed {-hairpin
(DDH: C-C-C-C framework with the I-III, II-IV connectivity), a
fold which seems to be evolutionarily linked to three-disulfide-bridge
ICK toxins (Undheim et al., 2016). Interestingly, the same cysteine
pattern was also found in apamin, a bee-venom toxin that selectively
blocks the small conductance of Ca®*-dependent K* channels in
CNS (Lazdunski, 1983). There is a large diversity of two-disulfide-
bridge toxins in cone snails venoms and they cover five different
cysteine frameworks (I, V, X, XIV, and XXIV (Kaas et al., 2012)).
The pattern CC-C-C is the most common one, including the a-
conotoxins active on nicotinic acetylcholine receptors, the p-
conotoxins active on adrenoceptors and the x-conotoxins active
on norepinephrine transporter. The CC-CC pattern contains many
members belonging to the T-superfamily, including the -
conotoxins interacting with somatostatin receptors (Petrel et al,
2013). Moreover, the C-CC-C pattern was also recently found in
Conus vexillum venom, delineating a new aB-conotoxin superfamily
(Luo et al,, 2013). Finally, the pattern C-C-CC (L-superfamily) and
the pattern C-C-C-C (Q superfamily) are patterns of conotoxins for
which no clear biological activities have yet been described. Three
cysteine frameworks called globular (cysteine I-III; II-IV pattern),
ribbon (cysteine I-IV; II-III pattern) and beads (cysteine I-II; III-IV
pattern) are compatible with the structure of toxins with 4 cysteines.
The globular organization is the most common one including for
example the a-, p-, and t-conotoxins. Much fewer conotoxins are
organized with the ribbon structure like the x-conotoxins and no
conotoxin with bead organization has yet been described.

p-TIA: Adrenoceptors

Adrenoceptors constitute a family of receptors sensitive to
epinephrine and norepinephrine and are divided into three
families (alaRs, a24Rs, and PARs), each of them comprising
three members (Hein, 2006). The three al-adrenoceptors
(a15AR, alpAR, and alpAR) are widely expressed in the body
and are involved in the control of smooth muscle tone, like
vessels, bladder or prostate muscles. They display their actions
mostly by the Gaq-pathway. The alARs antagonists were
developed to treat bladder outlet obstruction in benign
prostatic hyperplasia. The last generation of drugs (like
tamsulosin), which are more selective for the al,AR subtype,
induces less hypotension due to the blockage of the algAR
(Tammela, 1997). The a2ARs (a2,AR, a2gAR, and a2cAR)
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are presynaptic receptors linked to the Gai/o pathway. They
display various functions like the control of vessel tone, regulation
of the sympathetic nervous system or pain transmission. Due to
their wide expression, they are practically not used as therapeutic
targets (Flordellis et al., 2004). The BARs (B1AR, f2AR, and
B3AR) have crucial functions. B1AR is predominantly found in
the heart, kidney, and fat cells, and P1AR antagonists are largely
used against hypertension (Alhayek and Preuss, 2021). B2AR is
mainly expressed in pulmonary cells where its activation by
agonists fights against asthma and chronic obstructive
pulmonary diseases (Abosamak and Shahin, 2021). B3AR is
involved in metabolic effects in adipocytes and in other
functions that still need to be better characterized (Dessy and
Balligand, 2010).

Two toxin families were discovered acting on
adrenoceptors, one conus toxin with two disulfide bonds
(the p-TIA) and several three-finger-fold toxins, what we
call aminergic toxins, as developed in Section 5. p-TIA was
discovered by a bioguided strategy in the venom of the Conus
tulipa snail by following the biphasic contractile response of
the electrically stimulated rat prostatic vas deferens (Sharpe
et al,, 2001). p-TIA binds to al adrenoceptor subtypes.p-TIA
binds al,AR, algAR and alpAR with an ICs, of 150 uM, 70
and 315 uM, respectively (Sharpe et al., 2001). On its principal
target, algAR (Figure 3B), p-TIA is considered as a non-
competitive competitor, as saturation binding studies revealed
that 1 uM of the toxin reduced maximum '*’I-HEAT binding
by 85% without affecting the affinity of the receptor for the
radioligand. Association and dissociation kinetic analysis of
the radioligand *H-prazosin in the presence and absence of p-
TIA suggests also that the toxin acts as a non-competitive
ligand. The antagonist property of p-TIA was tested in
HEK293 cells stably expressing alARs with norepinephrine
as agonist. On al,AR and alpAR, p-TIA shifted to the right
the norepinephrine activation curves without affecting its
efficacy, which is compatible with a pure competitive effect.
On algAR, p-TIA decreases norepinephrine efficacy and acts
as an insurmountable antagonist.

p-TIA, composed of 19 residues (FNWRCCLIPACRRNHKKFC*)
reticulated by two disulfide bridges in a ribbon organization, consists
of a stretch of 3.10 helix between Arg4 to Leu8, a helical turn from
Pro9 to Argl2, followed by four nested B-turns between Argl2 and
Cys19, which almost comprise another turn of helix. These comprise a
type I B-turn between residues 12-15, and three type IV P-turns
between residues 13-16, 14-17, and 15-18 (Sharpe et al, 2001)
(Figure 3A).

An alanine scanning exploration revealed that the N-ter part
(Asn2 to Ile8) and Argl2 are involved in the binding with algAR
(Chen et al, 2004). On the receptor side, fourteen receptor
residues of the extracellular loops influence p-TIA affinity
(Ragnarsson et al, 2013). Double mutant cycle analysis and
docking analysis point to a close proximity between Arg4 of
p-TIA and Asp327 and Phe330; Trp3 of p-TIA and Phe330 and
Ser318; Asn2 of p-TIA and Val197 and finally the positive charge
of the N-ter part of the toxin and Glul86 of alzAR (Figure 3B).
The p-TIA binding site described the first allosteric site for algAR
(Ragnarsson et al., 2013). It is not so trivial to understand the
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exact biological role of toxins, especially when they are described
as non-toxic, like most of the toxins targeting GPCRs. Conus
tulipa has developed a net hunting strategy to catch fish. Targeted
fish are immobilized by secretion of so-called “nirvana cabal”
peptides to hamper their escape. The tulipa snail can then open its
mouth to directly capture fish. Lewis’s team demonstrated that p-
TIA produced a striking loss of zebrafish larvae escape response
to light mechanical touch on their trunk or tail, in a dose-
dependent manner, with an ECs, around 200 nM (Dutt et al.,
2019b). This study highlights the importance of using ecologically
relevant animal behavior models to decipher the biological role of
animal toxins. In rat, p-TTA antagonizes the contractions induced
by noradrenaline in the aorta and vas deferens through al,AR
and alpAR (Lima et al., 2005). p-TIA is then the first a-type toxin
active on a GPCR, providing a new function for this peptide
family. In addition, this toxin describes a novel allosteric site on
algAR.

t-CnVa: Somatostatin Receptor SST3

The discovery of t-CnVa resulted from the venom gland
transcriptome analysis of the cone snail Conus consors. The
peptide of fourteen amino acids containing two pairs of
adjacent cysteine residues (ECCHRQLLCCLRFV) belongs to
the T-family of conotoxins. t-CnVa was chemically
synthesized and a directed bridging strategy was used to form
disulfide bridges in a cysteine I-III, II-IV connectivity pattern,
and the C-ter of the peptide was amidated, according to the
conserved features of T-conotoxins. T-CnVa activity was searched
for over a large panel of molecular targets, including GPCRs,
voltage-gated ion  channels, nicotinic receptors and
neurotransmitter transporters, and only the SST3 receptor
emerged from this screen. This receptor is a member of the
GPCR family of somatostatin receptors comprising five members,
whose function is to inhibit the release of hormones such as
growth hormone, TSH, pancreatic and gastrointestinal
hormones. By means of binding experiments with iodinated
somatostatin, t-CnVa was shown to bind the SST3 receptor
with an affinity of 1.5 uM and had an at least fifty-fold lower
affinity for the four other somatostatin receptors (SST1, SST2,
SST4, and SST5). In functional assays (Ca®" mobilization assay),
7-CnVa was unable to activate the SST3 receptor, but dose-
dependently inhibited the somatostatin response with an ICs,
of 16.8 uM. The mode of interaction with the SST3 receptor and
the in vivo effect of the toxin have not yet been documented
(Petrel et al., 2013).

TOXINS WITH 3 DISULFIDE BONDS

Three-disulfide-bond toxins are widely expressed in almost all
venomous animals. Nine cysteine patterns of three-disulfide-
bond toxins have already been described only in conus snail
venoms such as the CC-C-C-CC framework of the p-conotoxins
acting on Nay channels or the CC-C-C-C-C pattern of aA-
conotoxins interacting with nAChRs (Kaas et al, 2012). Two
frameworks are particularly well known and are represented by
hundreds of toxins. The inhibitor cystine knot (ICK) is
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Membrane

important residues for the interaction in the receptor are shown in red.

FIGURE 3 | (A), Structural view of p-TIA (1ien). p-TIA is represented twice in cartoon with a 90° angle rotation; important residues are shown in sticks, disulfide
bonds are represented in yellow. (B), Model of a1gAR in interaction with p-TIA (Ragnarsson et al., 2013). a1gAR is represented in light grey cartoon and p-TIA in green,

algAR

characterized by the -C-C-CC-C-C- pattern associated with
cysteine I-IV; II-V; II-VI connectivity. ICK toxins (23-35
amino acids) are found in many venomous animals, such as
spiders, scorpions, cone snails, and sea anemones, and are mainly
associated with inhibition of voltage-gated ionic channels (Nay,
Cay, Ky, KCa, TRP, and ASIC). The CSaB-related toxins are
characterized by the -C-C-C-C-C-C- pattern associated with the
classic ICK cysteine I-IV; II-V; III-VI pattern. This toxin class is
largely found in scorpions and is called short-scorpion toxin
active on voltage-gated potassium channels. Another
multifunctional fold including three-disulfide bonds is the
Kunitz fold, characterized by peptides 55-65 amino acids long
and a -C-C-C-C-C-C- framework with I-VI; II-IV; III-V cysteine
connectivity. This structure is known to support mainly anti-
protease activity, such as in the BPTI, and potassium channel
inhibition (Peigneur et al., 2011). Nevertheless, Kunitz toxins
interacting with ASIC, TRPV1 or Cay channels have already been
described, as well as with vasopressin V2R, as will be described
below. Until recently, GPCR toxins came from reptiles (mostly

snakes) and cone snails. In this chapter, we describe three toxins,
one from snakes targeting the vasopressin receptor V2R and two
from arachnids targeting melanocortin receptors.

Mambaquaretin: Vasopressin Receptor V2
The vasopressin receptor 2 (V2R) is essentially expressed in the
distal part of the nephron and in the collecting tubule of the
kidneys. It regulates water homeostasis under the control of
arginine-vasopressin (AVP). Once activated in the collecting
duct, the V2R/Gas pathway stimulates intracellular cAMP
production, which activates protein kinase A to
phosphorylate aquaporin 2, allowing its translocation from
intracellular vesicles to the apical membrane via an
intracellular calcium-dependent exocytosis mechanism.
Further, water can go through aquaporin 2 at the apical
membrane from the urine to the main cell before reaching
the blood thanks to aquaporins 3 and 4 at the basolateral
membrane (Szczepanska-Sadowska et al., 2021). Both loss-
and gain-of-function variants of V2R are associated with
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human diseases and over 260 mutations have been reported to
date (HGMD, 2021.) and recently reviewed (Makita et al.,
2020). Despite the primordial function of the V2R and its
numerous associated diseases, only two drugs are on the
market, DdAVP, a specific V2R agonist, and tolvaptan, a
specific V2R antagonist. DAAVP is mainly used to treat
insipidus diabetes and tolvaptan to treat hyponatremia and
autosomal dominant polycystic disease (Garona et al., 2020).

Mambaquaretin-1 (MQ1) was discovered by a bioguided
strategy in the venom of the green mamba Dendroaspis
angusticeps by competition of the *H-AVP on membrane
preparations of COS cells stably expressing hV2R (Ciolek
et al, 2017). MQ1 displays low nanomolar affinity for V2R
with an absolute selectivity. Indeed, at 1 uM no activity could
be found on 156 GPCRs, including the three other AVP-sensitive
receptors V1aR, V1bR, and OTR (Ciolek et al., 2017). Because
MQI adopts a Kunitz-type peptide structure known to inhibit
serine proteases and Ky channels, it was tested on 45 serine
proteases and 9 Kv channels with no activity. Finally, this safety
profile was completed by testing fifteen ionic channels (including
the eight involved in cardiac activity) (Ciolek et al., 2017). Here
again, no activity could be observed. By functional tests, MQ1
displays a pure antagonist effect against AVP (Ciolek et al., 2017).
In addition, MQ1 acts as an inverse agonist on the V2R/Gas
pathway (Droctové et al., 2020).

MQ!1 is composed of 57 residues (RPSFCNLPVKPGP
CNGFFSAFYYSQKTNKCHSFTYGGCKGN ANRFSTIEKCRR
TCVG) reticulated by three disulfide bridges, and the structure
of the MQI-N15K-G16A variant was solved by X-ray
crystallography (PDB: 5M4V), demonstrating its Kunitz
structure (Figure 4A). The two main functions of Kunitz
toxins are inhibition of the serine protease mainly through
its loop 1 and more particularly through the dyad Lys15-Alal6
in MQ1 and K" channel blockage, mainly by its N-ter part.
These two regions were mutated in MQI, revealing that this
toxin binds V2R with the same strategy as BPTI uses to inhibit
serine protease (Ciolek et al., 2017).

When V2R is inactive or blocked by an antagonist, urine is no
longer concentrated. Diuresis increases while urine osmolality
decreases simultaneously. This aquaretic effect was seen in mice
(Ciolek et al., 2017) and rats when animals were intraperitoneally
injected with various doses of MQ1 (Droctové et al., 2020). MQ1
biodistribution was followed in mice by positron emission
tomography (PET) imaging. 24h post injection, only the
kidney presents radioactivity, demonstrating the exclusive
biodistribution of MQ1 in this organ. This result is in
accordance with the fact that V2R is almost exclusively
expressed in the kidney and that MQ1 is the most selective
V2R ligand ever discovered (Droctové et al., 2020).

Deficiency in AVP secretion induces hyponatremia with
plasma sodium levels below 135 mmol/L in humans. Chronic
heart failure, liver failure or chronic kidney disease are associated
with hyponatremia related to an increased risk of death. The
efficacy of MQI was demonstrated in a rat model of
hyponatremia and may be of great help in emergencies.

Polycystic kidney diseases (PKDs) are genetic disorders
causing end-stage renal failure in children and adults. The
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inhibition of V2R is still currently the only validated
therapeutic strategy in humans to reduce disease progression.
MQ1 was validated against this disease in a mouse model. The
CD1-pcy/pcy mouse strain suffers from type 3 nephronophthisis,
which is similar in many respects to autosomal dominant
polycystic kidney disease, due to the mutation T1841G in the
gene orthologous to human NPHP3 (Nagao et al., 2012). These
pcy mice were given daily L.P. injections of with 13 ug of MQ1 for
100 days. Treated mice presented better renal function and fewer
cysts as compared to control ones, demonstrating the in vivo
efficacy of MQ1 against this chronic disease (Ciolek et al., 2017).
MQ1 is the first Kunitz-type toxin active on a GPCR,
providing a new function for this peptide family. Leaving its
N- and C-ter extremities far from the V2R interface, these areas
are useful for grafting contrast elements for in vitro and in vivo
imaging. MQ1 is the most selective V2R antagonist and the only
efficient in vivo imaging tool. These two qualities may be
exploited to develop diagnostic tools and therapeutics.

N-TRTX-Preg1ia and N-BUTX-Ptr1a:
Melanocortin Receptors

The melanocortin (MC) system consists of agonists, antagonists
and receptors that control the physiological corticoadrenal
functions. The five (MC1-5R) subtypes are regulated by the
agonist melanocyte-stimulating hormones (MSH) and the
adrenocorticotropin hormones, but also by the endogenous
antagonists, agouti and agouti-related proteins. They mostly
display their functions by the Gas/cAMP signal transduction
pathway, thus regulating a set of physiological functions
including obesity, inflammation, sexual function, pigmentation,
cardiovascular tone and steroidogenesis (Dores et al., 2016; Shen
et al,, 2017; Toda et al,, 2017; Fatima et al., 2021). MC3R and
MCA4R are expressed primarily in the brain. Through binding
with the endogenous melanocortin ligands, these receptors play a
key role in the regulation of energy homeostasis. For instance,
anorexigenic hormones or neurotransmitters such as leptin,
insulin, and serotonin activate MC4R in order to reduce food
intake and/or increase energy expenditure. On the other hand, in
the fasting state, the agonist MSH is down-regulated while the
endogenous antagonists are up-regulated, thus promoting
feeding (Cone, 2006; Toda et al., 2017).

Venoms are difficult to exploit due to the large number of
toxins that composed them. In addition, 90% of venomous
animals are tiny and never produce enough venom for the
classical bioguided screening strategy. A “venomics” approach
combining transcriptomic and proteomic characterization of 191
species identified 20,206 venom toxin sequences. 3,597 toxins
were produced by recombinant expression or by chemical
synthesis (Gilles and Servent, 2014). Screened on membrane
preparations of COS cells stably expressing the human
melanocortin receptor 4 (hMC4R) by competition with
'’LNDP-a-MSH, this bank gave an incredible hit rate of 8%.
Two toxins isolated from this screening have been studied in
depth, the spider N-TRTX-Pregla toxin, exhibiting an inhibitory
cystine knot (ICK) motif, and N-BUTX-Ptrla, a short scorpion
toxin with a CSap structure (Reynaud et al., 2020).
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Mambagquaretin-1

N-TRT-Pregla N-BUTX-Ptrla

FIGURE 4 | (A), Structural view of mambaquaretin-1 (5m4v). Mambaquaretin-1 is represented in cartoon. In green, residues, which can be deleted without
affecting the Kd of the toxin for V2R, critical residues for binding are shown in red, disulfide bonds are shown in yellow. (B), Structural view of N-TRT-Pregia (6saa) and
(C), N-BUTX-Ptria (B6sab). N-TRT-Pregla and N-BUTX-Ptr1a are represented in cartoon, disulfide bonds are shown in yellow.

Both N-TRTX-Pregla and N-BUTX-Ptrla display low  TOXINS WITH 4 DISULFIDE BONDS
micromolar affinities for the four MCRs: MCIR, MC3R,

MC4R, and MCS5R. Due to the ability of ICK and CSap  Four-disulfide-bridge toxins (4DBT) are largely present in
scaffolds to bind to ionic channels, the two selected toxins  animal venoms and display an important diversity of
were tested at 100 uM on eight sodium channels, fourteen  structural scaffolds according to their disulfide frameworks.
potassium channels, one voltage-gated calcium channel and  In scorpions, they belong to the cystine-stabilized af family
two ligand-gated ion channels nAChR, without any effect.  with three small antiparallel B-sheets packed against an a-
These toxins are the first described as active on MCRs, as well ~ helix, such as in the a-toxins interacting with sodium channels
as the first with this scaffold that do not target ion channels  (Bosmans and Tytgat, 2007) or in chlorotoxin, which binds
(Reynaud et al., 2020). insect chloride channels (Lippens et al., 1995). In spiders,

Cell-based assay following cAMP expression via the Gas ~ 4DBT mainly belong to the knottin structural family
pathway was used to characterize N-TRTX-Pregla and  targeting various ion channels, such as the w-agatoxin IVA
N-BUTX-Ptrla on MCIR and MC4R. On MCIR, both toxins, interacting with the Cay2 channels (Mintz et al., 1992;
tested at 100 pM, induced agonistic activity. At the same  Bourinet and Zamponi, 2017) or the p-agatoxins, which
concentration, the toxins displayed no agonist activity on  shift voltage-dependent activation of insect Nay channels
MCA4R, but curiously they were also unable to antagonize  (Adams, 2004). Cone snails produce in their venoms a huge
MSH activation (Reynaud et al, 2020). Sequence analysis  diversity of toxins, from small linear sequences to large highly
revealed that both toxins share 60% identity with known  reticulated peptides. 4DB conotoxins belong to seven different
toxins active on ionic channels. Phylogenic analyses were  cysteine framework families (XI, XII, XIII, XV, XVII, XXII,
unable to unambiguously link these melanocortin toxins with ~ and XXVI) and include several non-natural amino acids (Kaas
their respective group, strongly suggesting that they may forma  etal., 2012). The molecular target of these conotoxins is mainly
new sub-group of ICK and CSaf toxin. The structure of both ~ unknown. Finally, in snakes, two different structural families
toxins was solved by NMR with particular attention to the  of 4DBT have been identified, the 3, fold of the omwaprin
allocation of the disulfide bridges (Figures 4B,C). associated with its antimicrobial property (Nair et al., 2007)
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and the three-finger-fold toxins (3FTs) that often represent the
most frequent structures found in Elapidae snake venoms. For
instance, in the venom gland of the Dendroaspis angusticeps,
3FTs represent 70% of all the toxins (Lauridsen et al., 2016),
while in the coral snake Micrurus tschudii this percentage
reaches 95% (Sanz et al., 2016). This fold is characterized by
three distinct loops rich in p-sheets emerging from a globular
core reticulated by four highly conserved disulfide bridges with
C1-C3, C2-C4, C5-C6, and C7-C8 connectivity. Structural
variations in the 3FT sequences support the multifunctional
properties associated with this scaffold, which can interact
with a large diversity of molecular targets. Historically, the first
targets identified with 3FTs were the nicotinic acetylcholine
receptors (nAChRs), for which these toxins have been used as
specific pharmacological and structural tools (Changeux et al.,
1970; Kessler et al., 2017). The neurotoxic effect of the Elapidae
venoms is mainly related to the flaccid paralysis associated
with 3FT-muscular nAChR interaction (Chang and Lee, 1963).

3FTs may also inhibit a large diversity of ion channel
functions, such as calciseptine, which blocks the L-type Ca-
channel (de Weille et al., 1991), §-calliotoxin, which selectively
targets the Nay1.4 sodium channel (Yang et al., 2016) or the
pain-relieving peptides mambalgins and u-EPTX-Nala, which
are characterized by their capacity to block acid-sensing ion
channels (ASIC) (Diochot et al., 2012), and sodium channel
Nay1.8 (Zhang et al., 2019), respectively. This structural toxin
family is also known to interact with phospholipids to induce
cardiotoxic/cytotoxic effects (Konshina et al., 2011) and to
abolish enzymatic activities, such as fasciculins on
acetylcholinesterase (Bourne et al., 1995) or PLAIy on PLA2
(Ohkura et al., 1994).

Interestingly, this multifunctional structural scaffold is also
able to interact with various GPCR targets belonging to the
aminergic receptor family and in particular with muscarinic
and adrenergic receptors (Servent and Fruchart-Gaillard,
2009; Servent et al., 2011; Maiga et al., 2012; Nareoja and
Nisman, 2012). Furthermore, the former strict classification
between muscarinic and adrenergic toxins was challenged by
results highlighting the capacity of some toxins to interact
simultaneously with high affinity on both types of receptor
family. Phylogenic analyses of these toxins show that
muscarinic, adrenergic and dopaminergic toxins may be
pooled in one family called aminergic toxins, this family
coming probably from a specific radiation of ligands present
in mamba venoms (Blanchet et al., 2014).

It was from a cDNA library of the king cobra snake
(Ophiophagus hannah) that B-cardiotoxin was identified
before being purified from the venom. Sequence analysis
classified this toxin as a cardiotoxin, but only with 55% in
sequence identity. Injected in rats, P-cardiotoxins decrease
heart rate and induce a negative chronotropic effect, an
opposite effect to that of classical cardiotoxins. It was
advanced that P-cardiotoxin acts directly on heart muscle.
As the B-adrenergic receptors are abundantly expressed in this
tissue, the authors performed a binding study on the two B-
adrenoceptor subtypes, the 1R and B2R. The toxin has an
affinity between 5 and 10 uM for both receptors. Even if no
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functional assays were performed, we can imagine that -
cardiotoxin has an antagonist effect on P1R (Rajagopalan
et al., 2007).

Muscarinic Toxins: Muscarinic Receptors
Three-finger-fold toxins isolated from mamba venoms are among
the more selective mAChR ligands. Over the last 30 years, about
10 different muscarinic toxins (MTs) have been purified and
isolated from Dendroaspis venoms using a bioguided strategy
(Adem et al., 1988; Karlsson et al., 1991; Servent et al., 2011).
More recently, proteomic analysis of Dendroaspis venoms
revealed the overall picture of the toxins present in these
venoms and the large proportion of 3FTs, especially in green
mambas, suggesting the presence of other muscarinic toxins, not
yet identified and sequenced (Laustsen et al., 2015; Lauridsen
et al.,, 2016; Ainsworth et al., 2018).

In addition to these MTs isolated from mamba venoms,
some studies have described the presence in other Elapidae
venoms of muscarinic toxin-like proteins able to display
muscarinic activity. For instance, 3FTs with up to 50%
sequence identity with MTs have been identified in Naja
kaouthia venom, but with apparent affinity for mAChRs in
the low micromolar range (Kukhtina et al., 2000). More
recently, a 3FT with an additional fifth disulfide bridge was
isolated from the same venom and shown to induce allosteric
modulation on M1, M2, and M3 subtypes at micromolar
concentration (Lyukmanova et al., 2015).

Muscarinic receptors (mAChRs) are the metabotropic
counterparts of the ionotropic nicotinic receptors
(nAChRs), both being activated by acetylcholine (ACh).
Molecular cloning has revealed the existence of five
distinct mAChR subtypes (M1 to M5), which mediate the
action of ACh in almost all tissues, via hormonal and
neuronal mechanisms (Eglen, 2012). mAChRs mediate
autocrine/paracrine actions of ACh, such as the regulation
of cell proliferation and migration, apoptosis, angiogenesis,
skin cell signaling, immune functions or cytoskeletal
organization. In the central and peripheral nervous
systems, the five mAChR subtypes are expressed pre- and
post-junctionally with specific distribution. Centrally, they
regulate a large number of cognitive, sensory, behavioral or
motor functions while at the periphery, the
parasympathetic system, they control glandular secretion,
heart rate or smooth muscle contraction (Wess et al., 2007).
Even if activation of multiple cellular effector pathways has
been described following an agonist-mAChR interaction
(Antony et al., 2009), the M1, M3, and M5 subtypes
preferentially recruited Gaq/G;; activation, leading to an
increase in cytosolic Ca®* concentrations, whereas the M2
and M4 subtypes coupled mainly to Gai/Go-proteins to
modulate the activity of adenylyl cyclase and ion
channels. As a prototypic class of GPCRs, mAChRs
possess orthosteric and allosteric ligand-binding sites,
exist in monomeric/dimeric states and in constitutively
active forms, or may induce biased signaling, raising
interesting opportunities for the design of therapeutic
ligands.

via
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Due to their ubiquitous distribution and involvement in  (Figure 5A). Nevertheless, despite high sequence identity (at
several brain, cardiac, digestive and airway functions, least 50%), MTs display highly variable pharmacological
disruption of muscarinic signaling contributes to many  profiles in term of affinity, selectivity and mode of action
pathological conditions such as Alzheimer’s disease, (Figure 5B). MT7 is the most potent and selective ligand of
Parkinson’s disease or schizophrenia, chronic obstructive  the MI receptor, interacting with sub-nanomolar affinity
pulmonary disease, overactive bladder, cardiovascular  with this subtype and being unable to recognize the four
diseases and irritable bowel syndrome. A multitude of  other mAChRs, even at high micromolar concentration (Max
mAChR ligands have been identified over the years for  S. et al., 1993; Mourier et al., 2003). Conversely, MT1 and
potential therapeutic applications, but their limited @ MT3 display polypharmacological profiles, interacting not
selectivity for one of the five mAChR subtypes has often  only with M4 and M1 subtypes (Jolkkonen et al., 1994) (Liang
hampered their clinical development due to adverse side et al, 1996), but also with al-and a2-adrenergic receptors
effects (Langmead et al., 2008). (Blanchet et al., 2014) (Figure 5B). In addition, in order to

Three structures of MTs have been solved by NMR  specify the mode of action of these toxins on mAChRs,
(Ségalas et al., 1995) or X-ray crystallography (MT1:  various binding and functional assays have been
4D0O8, MT2: 1FF4 and MT7: 2VLW) (Fruchart-Gaillard performed demonstrating that MT7 behaves as an
et al, 2008, 2012), highlighting that MTs belong to the  allosteric modulator of M1 functions (Max SI. et al., 1993;
3FTs family with all the structural markers of this fold. In Olianas et al., 2000; Fruchart-Gaillard et al., 2006), while
addition, MTs include highly conserved sequences at their ~ MT1 or MT3 are competitive antagonists on M1 and M4
N-ter (LTCV) region, C-ter region (TDKCN) and in the loops receptors, respectively (Jolkkonen et al., 1995; Olianas et al.,
connecting fingers 1-2 (GQN (L/V)CFK) and 2-3 ((A/V)AT) 1996; Mourier et al., 2003).

A
MT7
Consensus sequence
LTCV-~~~-I~=--T-E-CP-GQN-CFK---Y GC-ATCP I-CC-TDKCN-
%.E—J S ] F— |
B
T ‘
| b T
B |
10 ’
9 4A
: \
8
pKi
7
6
MTR
Receptors a2A i MmT3
D3
FIGURE 5 | (A), Consensus sequences of the aminergic three-finger fold toxins, with MT7 represented in light grey cartoon with disulfide bonds in yellow. (B),
Representation of binding affinities (in pKi) of various toxins for different aminergic receptors.
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In order to perform structure-activity relationship studies ~ (Kukkonen et al, 2004), while a complete mutational
and identify at the molecular level how MTs interact with  analysis using chimeric M1-M3 receptors and site-directed
mAChRs, the MT7-M1 interaction was selected, based onthe = mutagenesis approaches revealed the major role of residues
high affinity and selectivity of this interaction and on the  in the extracellular loop 2 and top of the TM7 domain of the
capacity to produce large quantities (up to 10 mg/synthesis) receptor in the MT7 interaction (Marquer et al., 2011). These
of wild-type toxin and variants of the toxin by solid-phase  preliminary results were recently confirmed, completed and
peptide synthesis (Mourier et al, 2003). First, alanine-  detailed by the resolution of the crystallographic structure of
scanning was performed on MT7, highlighting the major = the MT7-hM1 complex (Figure 6B) (Maeda et al., 2020).
role of residues located at the tip of loop I (Trp10), loop II ~ Maeda and colleagues show that the interactions between M1
(Arg34, Met35, Tyr36) and loop III (Tyr51, Arg52) in its ~ mAChR and MT7 occur predominantly with extracellular
interaction with the M1 receptor (Fruchart-Gaillard et al.,  loop 2 of the receptor, which forms extensive hydrophobic
2008; Marquer et al., 2011) (Figure 6A). Interestingly, these  interactions and large polar contacts with MT7’s loop 1 and
results were confirmed recently with the resolution of the  loop 2, respectively. These interactions and a few others
MT7-M1 structural complex where all these residues, and  involving receptor transmembrane helices 7 and 4, support
some additional ones (Phell, Arg40, and Lys65), the high affinity and selectivity of the MT7-M1 complex
predominantly contribute to the interaction surface with (Maeda et al., 2020). Moreover, the authors show that the
the receptor (Maeda et al., 2020) (Figure 6B). At the insertion of finger loop 2 of the toxin into the extracellular
receptor level, Glul70 and Tyrl79 of the MI1 receptor  vestibule of M1 receptor stabilizes an outward movement of
were first identified as essential for MT7 interaction  its TM6, extracellular loop 3 and TM7 domains, in

A
Argd0
Trp10 Trp10
Phell
Arg52
lle9
Arg52
Tyr51 Tyrs1
i g
ECL2 '
M;AChR
—
e
o
G 80
0
E &t
[}
s 1
—
[ f Atropine
FIGURE 6 | Structure/activity relationship and three-dimensional structure of MT-mAChRs complex. (A), Left: Important residues for binding of MT7 to M1 (2viw)
(Fruchart-Gaillard et al., 2008; Marquer et al., 2011); Right: Structural important residues of MT7 close to M1 (Bwjc) (Maeda et al., 2020). Critical residues are shown as
red spheres. (B), Structural view of MT7 binding to M1 (Maeda et al., 2020). M1 is shown in light grey cartoon, the antagonist atropine is represented as blue spheres and
MT7 is shown as in A.
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agreement with its allosteric property. Finally, based on the
structural information coming from this crystallographic
complex structure, an in vitro engineering of the MT7
loops was performed allowing the selection of an M2-
selective ligand, confirming the multipotency of the three-
finger scaffold and its ability to support interaction with a
large diversity of aminergic GPCR subtypes (Maeda et al.,,
2020).

In vivo, MTs have been used as pharmacological tools to study
the functional role of mAChRs in various pathophysiological
contexts. For instance, MT3 was shown to be effective at
inhibiting the development of myopia and used to
demonstrate the existence of different muscarinic mechanisms
in excessive eye growth (Nickla et al., 2015). This toxin was also
used to show the major role of the M4 subtype in the inhibition of
hippocampal and striatal adenylate cyclase activity as well as in
the modulation of the neurotransmission of hippocampal
neurons (Sanchez, et al., 2009a; Sanchez, et al., 2009b). The
exceptional selectivity of MT7 for the M1 subtype was
exploited to demonstrate that the potentiation of NMDA
receptor currents in hippocampal CAl pyramidal cells was
mediated by the M1 receptor (Marino et al, 1998) or to
confirm that the M1 receptor mediates part of nitric oxide’s
vagal facilitatory effect in the isolated innervated rat right atrium
(Hogan and Markos, 2007). Finally, the group of Fernyhough has
shown that, via ERK-CREB signaling activation, MT7 elevates
neurite outgrowth and protects from small and large fiber
neuropathy in adult sensory neurons (Sabbir and Fernyhough,
2018). This effect is mediated via the enhancement of
mitochondrial function and MT7 seems able to prevent
neurodegeneration and drive nerve fiber repair in two of the
most common forms of peripheral neuropathy, type 1 diabetes
and chemotherapy-induced peripheral neuropathy (Saleh et al.,
2020).

p-Dala: ala-Adrenoceptor

p-Dala (formerly named AdTx-1) was discovered by a
bioguided strategy in the venom of the green mamba snake
Dendroaspis angusticeps by competition with *H-prazosine on
rat brain membrane preparations (Quinton et al., 2010). p-
Dala displays a high selectivity for al,AR (K; = 0.35 nM)
versus the other adrenoceptor subtypes (K; = 317 nM or

GPCRs-Interacting Toxins

420nM for algAR and alpAR, respectively) and more
broadly as compared to other aminergic receptors. On COS
cells stably expressing al,AR, p-Dala acts as a non-
competitive antagonist, reducing epinephrine efficacy (Palea
et al., 2013). This insurmountable antagonist property was
confirmed using four other alAR agonists (Maiga et al,
2013a). On isolated rat and human prostatic muscles, p-
Dala displayed the same insurmountable antagonist
properties, making this peptide the most effective relaxant
of prostatic muscle and a potential drug candidate for prostate
hyperplasia. p-Dala is a 3FT reticulated with four disulfide
bridges and belongs to the aminergic-toxin group. It was
crystallized and its structure solved by X-ray difraction
(Maiga al., 2013). Mutational studies were performed to
delineate the mode of action of p-Dala on al,AR. Results
described in this review included published (Maiga et al,
2013b) and also original data. The tips of the three-finger
toxins are known to interact with their respective targets
(Kessler et al., 2017). Variants K7A, I9A, F10A, of the first
finger, the K34A and Y36A of the second and the E50A and
D53A of the third finger were tested. The Y36A modification in
loop II induces a strong decrease in the toxin’s affinity (three
order of magnitude) for alpAR, while complementary
interactions involved Phel0 in loop I and Asp53 in loop III
(Table 1).

We explored the external part of the receptor in addition to
the orthosteric site. Curiously, none of the ECL residues are
involved in p-Dala binding. Two discontinuous areas were
identified, at the top of the TM2 domain with the two residues
Phe86 and Glu87, and at the orthosteric site where Phe288
and Phe312 are clearly important for toxin affinity. The
aspartate residue in position 3.32 (Aspl06 in al,AR) is a
key element for the activity of the aminergic agonists. al,AR-
D106A was expressed very poorly and binding could be
detected only with '>’I-HEAT. p-Dala affinity is affected
by this mutation, demonstrating a contribution of this
negative charge in the toxin interaction (Maiga et al,
2013a, 2014) (Table 2).

The potency and selectivity of p-Dala could be useful to
clarify the physiological functions of al AR in animal models.
Moreover, this peptide could be the basis for the synthesis of
new al,AR antagonists that could be used to treat lower

TABLE 1 | Affinities of p-Dala variants on a1,AR. Data obtained by competition binding experiments with 3H-prazosin on COS cells stably expressing a1,AR as previously

described (Quinton et al., 2010).

Variants Ki pKi Ratio N
WT 0.85 9.07 + 0.03 1 10
K7A 4.5 8.35 + 0.03** 5.3 3
F10A 15 7.82 + 0.03*** 18 8
K34A 1.1 8.96 + 0.03 1.3 6
Y36A 1,600 5.80 £ 0.1*** 1900 5
E50A 0.2 9.70 + 0.04 0.24 3
D53A 38 7.42 £ 0.08** 45 4

WT: wild type sequence. Ki are expressed in nM, pKi = —log (Ki), ratio = Ki (variant)/Ki (WT), N: number of determinations. Statistical analysis was done by a one-way ANOVA with post hoc

test according to Dunnett in comparison to a1,AR WT.
*: p value = [0.01; 0.001]; **: p value < 0.007 using ANOVA tests. Original data.
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urinary tract symptoms secondary to benign prostatic
hyperplasia. The rabbit prostate gland smooth muscle
contraction is mainly mediated by activation of al,AR. At
concentrations of 30 and 100nM, p-Dala injected
intraperitoneally decreased both phenylephrine potency and
efficacy, confirming its in vivo insurmountable antagonism
(Quinton et al.,, 2010). The same insurmountable antagonist
property was obtained with human isolated prostatic smooth
muscle. As expected with the peptide nature of p-Dala, no
effect could be seen on the rat intra-urethral pressure when the
toxin was administrated per os (Palea et al., 2013). In vivo
effects of p-Dala and tamsulosine were evaluated in male rat
by measuring the intra-urethral pressure. Here again, p-Dala
acted as an insurmountable antagonist with a potency
equivalent to that of tamsulosin (Palea et al., 2013).

Comparison MT7/p-Dala

Interestingly, based on the pharmacological and structural
characterization of the interaction of aminergic toxins on
aminergic receptors described above, the multiplicity of
these interactions and the diversity of the biological
effects observed were highlighted. Indeed, despite their
belonging to the same structural toxin family, the three-
finger-fold  toxins, and their interaction  with
phylogenetically related class A aminergic receptors, MT7

GPCRs-Interacting Toxins

and p-Dala interact in a totally different way with their
respective receptors and induce quite different functional
effects. Whereas MT7 acts as an allosteric modulator on
muscarinic M1 receptor by interacting predominantly with
its extracellular loop e2 (Glul70, Leul74, and Phe 182)
(Maeda et al., 2020), p-Dala behaves as a competitive
inhibitor on al,AR, in agreement with the crucial role of
orthosteric residues of this receptor in its interaction (Phe86,
Phe87 in TM2, Aspl106 in TM3, Phe288 in TM6 and Phe312
in TM7) (Table 2) (Figure 7). Concerning the toxins, both
MT?7 and p-Dala exploit the tip of their three fingers to
interact with their respective receptors but interestingly, if
the highly conserved positively charged residues at the tip of
the second loop of three-finger toxins (Arg34 in MT7) is
highly critical in its interaction with M1 receptor, it is not the
case for p-Dala (Lys34) on alp,AR (Table 1). The
crystallographic structure of the MT7-M1 complex allows
to precise the hydrophobic and polar interactions involved
in this interaction, such precise information being not yet
available for the p-Dala-al,AR complex. Furthermore, at
the functional level, while p-Dala displays insurmountable
antagonism on the agonist activation of al ;AR (Maiga et al.,
2013b), MT7 produces a surmountable effect on the
carbamylcholine-activated M1 receptor (personal data).
These data highlight the pleiotropic effect of 3FTs on

TABLE 2| Affinities of p-Dat1a on a1,AR mutants. Data obtained by competition binding experiments with 3H-prazosin and'2°I-HEAT on COS cells stably expressing a1 AR
as previously described. Positions of amino acids in the transmembrane helices are given according to the Ballesteros-Weinstein nomenclature (Ballesteros and

Weinstein, 1995).

alaAR Position pKi using ®H-prazosin pKi using'®I-HEAT Ratio
WT 9.19 + 0.09 9.26 + 0.07 1
F86A 2.64 7.7 £ 0.06& 36
E87A 2.65 8.14 + 012 11
Y91A ECLA 9.26 + 0.08 0.85
FO4A ECL1 9.18 + 0.14 1.02
R96A ECLA 9.27 £ 0.11 0.83
FO8A 3.24 8.80 + 0.09 2.45
D106A 3.32 8.48 + 0.11& 6.0
P168A ECL2 8,92 + 0.14 1.86
D172A ECL2 9.11 + 0.09 1.20
E173A ECL2 8.96 + 0.11 1.70
E180A ECL2 9.01 + 0.07 1.51
E181A ECL2 9.27 £ 0.12 0.83
F187A 5.41 8.96 + 0.08 1.70
S188A 5.42 9.30 + 0.18 0.78
S192A 5.46 9.26 0.85
F193A 5.47 9.64 + 0.11& 0.42
F281A 6.44 9.66 + 0.09& 0.40
F288A 6.51 8.00 + 0.08& 18
M292A 6.55 9.41 £ 0.11& 0.71
P299A ECL3 9.22 + 0.15 0.93
D300A ECL3 8.89 + 0.13 2.00
KB802A ECL3 9.43 + 0.08 0.58
E305A ECL3 8.77 + 0.09 2.63
F308A 7.35 9.15 £ 0.07& 0.71
F312A 7.39 7.28 + 0.10* 93
W313A 7.40 9.12 £ 0.16 1.17

WT: wild type sequence. Ratio = Ki (variant)/Ki (WT), pKi = —log (Ki). The data are original unless & (Maiga, et al., 2013a). Ratio concern the p-Dala affinity for a1 ,AR mutant versus a1 ,AR

wild-type.
* p value = [0.0; 0.01] using ANOVA tests.

Frontiers in Molecular Biosciences | www.frontiersin.org

19

February 2022 | Volume 9 | Article 811365



Van Baelen et al.

GPCRs-Interacting Toxins

Mode of interaction of MT7 on M1

Mode of interaction of p-Dala on al,AR

Allosteric modulation

Surmontable antagonism

Competitive antagonism

Insurmontable antagonism

Major role of e2 loop in the
MT7-M1 interaction

TM4: W164, L167
e2 loop: E170, L174, F182
TM7: E397, E401

Allosteric
site

FIGURE 7 | Differences in the mode of interaction of the three-finger fold toxins MT7 and p-Data with their respective aminergic receptor. Allosteric site of M1 is
represented in red, orthosteric site of a1AR is represented in green. Both receptors are shown in the same orientation.

Major role of orthosteric residues
in the p-Dala-al,AR interaction

TM2: F86, E87
TM3: D106
TMe6: F288
TM7: F312

Orthosteric
site

class A GPCRs, reinforcing their interest as pharmacological
tools and original modulators of this receptor family.

CONCLUSION

Many venomous animals have evolved venom systems in order to
select toxins that interfere with specific physiological systems of prey
or predators. Besides the most known and potent neurotoxic and
cardiovascular/hemostatic effects associated with respective inhibition
of various ion channels or enzymes, other alternative strategies appear
to have been selected such as those involving GPCR targets. That is the
case of different toxins described in this review, as sarafotoxins from
Atractaspis snake venoms that exert their toxic effect by inducing a
strong general vasoconstriction leading to heart failure via their
interaction with endothelin receptors. In the same way, p-TIA
conotoxin, a selective al,AR antagonist, induces a striking loss of
zebrafish larvae escape that could be crucial for the net hunting
strategy of this cone snail. This latter example highlights the
importance of using ecologically relevant animal models to
decipher the biological role of toxins, and could explain the
lack of toxic effect in mammals often associated with GPCR-
interacting toxins. Interestingly, when the GPCR-toxin itself is
devoid of any toxicity, some authors postulate that a
synergistic effect may occur with other toxins present in the
venoms, as postulated for muscarinic toxins in Dendroaspis
venoms. Nevertheless, in many cases, the question of the
functional requirement of GPCR-targeting toxins in venoms

is still debated. Anyway, the absence of toxicity of these toxins,
associated with usual high affinity, selectivity and stability of
these peptides, can be largely exploited for therapeutic
development. Indeed, GPCRs represent a family of
privileged drug targets covering more than 30% of the
drugs approved by the FDA (475 drugs targeting 108
GPCRs) (Hauser et al, 2017). Nevertheless, a general
problem associated with GPCR drug discovery research is
the lack of new specific ligands of this receptor superfamily.
Venom-derived peptides could be part of the solution of this
problem, as demonstrated by the anti-diabetic exendin-4 and
other molecules in pre-clinical and clinical development.
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Résumé : Au niveau physiopathologique, le systéme rénine-angiotensine
(SRA) est un des systemes responsables de la régulation de la fonction
cardiovasculaire. Le principal médiateur du SRA est I'angiotensine Il
(Angll) ayant pour cible le récepteur a I'angiotensine de type 1 (AT1), qui,
une fois activé, est responsable entre autres d’'une augmentation de la
pression artérielle. Il existe d’autres effecteurs du SRA qui auraient des
effets opposés a ceux de I'axe Angll/AT1. C’est le cas notamment des
peptides angiotensine 1-7 ou alamandine qui cibleraient respectivement
les récepteurs Mas et MrgD, ou encore du récepteur AT2, qui une fois
activé par Angll entraine des effets cardiobénéfiques. Ces récepteurs aux
angiotensines sont des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG), aux
voies de signalisation intracellulaires multiples qui sont encore peu
étudiés et dont les roles biologiques ne sont pas parfaitement élucidés.
L’idée est donc de mieux comprendre quels sont les mécanismes de
transduction du signal impliquant ces récepteurs aux angiotensines par la
découverte de nouveaux outils permettant leur étude fonctionnelle. Pour
permettre I'étude de ces récepteurs, nous devons trouver des ligands
innovants qui se lient au récepteur, de fagon spécifique et sélective. Il
existe une source de ligands prometteurs encore sous-étudiée qui
répondrait a

ces critéres : les toxines issues de venins d’animaux. Ces venins constituent
une vaste bibliothéque de toxines peptidiques aux propriétés
pharmacologiques particulieres, avec une affinité et une sélectivité élevées
pour leurs cibles chez leurs proies. Il existe peu de toxines ciblant les RCPG,
et a ce jour, aucune n’est identifiée comme ciblant les récepteurs aux
angiotensines. Nous avons donc criblé une banque de 900 toxines
synthétiques sur le récepteur AT2. 3 toxines ont été mises en évidence avec
des affinités de I'ordre du uM. Ces toxines ont été produites par synthése
peptidique sur phase solide et ont subi une étape d’oxydation pour former
les ponts disulfure nécessaires a I'obtention de la forme finale fonctionnelle
de la toxine. Ces toxines ont ensuite été caractérisées par des études de
liaison sur les récepteurs AT2 puis AT1. Une toxine, A-CTX-cMila, présente
une affinité 100 fois plus intéressante pour AT1 que pour AT2 (Ki de 300
nM). C’est une toxine cyclique de 7 résidus issue de Conus miliaris. La
caractérisation pharmacologique s’est concentrée sur cette toxine et sur le
récepteur AT1. Par des méthodes de dosages de seconds messagers par
FRET et par utilisation de biosenseurs de BRET, nous avons montré que la
toxine est un antagoniste compétitif du récepteur AT1. Elle bloque les voies
Gq, Gi, Go, ainsi que le recrutement de la B-arrestine et I'activation de
ERK1/2.

Title : Characterization of innovative animal toxins for the functional study of angiotensin receptors
Keywords : angiotensin |l receptor, arterial hypertension, BRET/FRET, animal toxin

Résumé : At the pathophysiological level, the renin-angiotensin system
(RAS) is one of the systems responsible for the regulation of
cardiovascular function. The main mediator of the RAS is angiotensin Il
(Angll), which targets the angiotensin type 1 (AT1) receptor, which, when
activated, is responsible for, among other things, an increase in blood
pressure. There are other effectors of the RAS that are thought to have
opposite effects to those of the Angll/AT1 axis. This is the case in
particular for the angiotensin 1-7 or alamandine peptides which target
the Mas and MrgD receptors respectively, or the AT2 receptor, which
once activated by Angll leads to cardiobeneficial effects. These
angiotensin receptors are G protein-coupled receptors (GPCRs) with
multiple intracellular signalling pathways that are still poorly studied and
whose biological roles are not fully understood. The idea is therefore to
better understand the signal transduction mechanisms involving these
angiotensin receptors through the discovery of new tools allowing their
functional study. To enable the study of these receptors, we need to find
novel ligands that bind to the receptor in a specific and selective manner.

One promising and understudied source of ligands that would meet these
criteria is toxins from animal venoms. These venoms constitute a vast library
of peptidic toxins with specific pharmacological properties, high affinity and
selectivity for their targets in their prey. There are few toxins targeting
GPCRs, and to date none identified as targeting angiotensin receptors. We
therefore screened a library of 900 synthetic toxins on the AT2 receptor. 3
toxins were identified with affinities in the uM range. These toxins were
produced by solid phase peptide synthesis and underwent an oxidation step
to form the disulphide bridges necessary to obtain the final functional form
of the toxin. These toxins were then characterised by binding studies on AT2
and then AT1 receptors. One toxin, A-CTX-cMila, has a 100-fold higher
affinity for AT1 than for AT2 (Ki of 300 nM). It is a cyclic toxin of 7 residues
from Conus miliaris. Pharmacological characterisation focused on this toxin
and on AT1 receptor. Using FRET second messenger assays and BRET
biosensors, we showed that the toxin is a competitive antagonist of the AT1
receptor. It blocks the Gq, Gi, Go pathways, as well as B-arrestin recruitment
and ERK1/2 activation.
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