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RESUME

Les récepteurs B, (RB,) sont impliqués dans une multitude de réponses cellulaires notamment
reliées a 'inflammation. Les RB, font partie du systeme kallikréine-kinine qui est en relation
directe avec les composantes du systeme rénine-angiotensine. Une des composantes de ce
dernier est ’enzyme de conversion de I'angiotensine (ECA) qui métabolise la bradykinine (BK)
et la rend inactive. Un premier volet des travaux visait a étudier et caractériser de nouveaux
agonistes du RB, qui sont prolongés en amino-terminal (N-terminal) ou conjugués a un
épitope myc. Ces constructions révelent de nouveaux outils d’imagerie cellulaire et permettent
d’entrevoir la possibilité de pouvoir larguer un médicament conjugué aux ligands endogenes.
Dans une seconde partie des travaux, un des agonistes prolongés en N-terminal, la cétirizine-e-
aminocaproyl-BK (CTZ-eACA-BK) et un peptide produit par le neutrophile humain (Met-Lys-
BK-Ser-Ser) sont employés pour mettre a I’épreuve I’étendue du catabolisme de TECA. Seule

Met-Lys-BK-Ser-Ser  s’est  révélée étre un  substrat fonctionnel de T'ECA.
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1. INTRODUCTION

Le systeme kallikréine-kinine (SKK) et le systeme rénine-angiotensine (SRA) agissent de
concert pour balancer I'équilibre de la pression sanguine et des fonctions rénales. Il existe une
protéine partagée par les deux systémes : 'enzyme de conversion de I'angiotensine (ECA) qui
hydrolyse la bradykinine (BK) provenant du SKK et I’angiotensine I (Ang I) du SRA pour
engendrer la vasodilatation et la vasoconstriction respectivement. Ces deux systémes
permettent un équilibre des fonctions vasculaires. Les présents travaux précisent certains

aspects concernant ces deux systemes.

1.1 Le systéme rénine-angiotensine (SRA)

Le SRA est un systeme régulant certains des aspects les plus importants du corps humain; les
réponses cellulaires qu’il engendre sont cruciales pour maintenir une multitude de fonctions
cardiovasculaires, rénales et adrénaliennes (figure 1) (Underwood et Adler, 2013). Cette cascade
hormonale est composée de plusieurs acteurs protéiques dont les principaux sont le précurseur
peptidique de 'angiotensine I : I'angiotensinogene, des enzymes : la rénine et I'enzyme de
conversion de I'angiotensine (ECA) et les 2 effecteurs (hormonal et peptidique) résultant de
cette cascade protéique : aldostérone et 'angiotensine II (Carey et Siragy, 2003). A cet égard,
I'aldostérone est un élément majeur du systeme, qui est produit par 'action de I'angiotensine II
sur le cortex de la glande surrénale et qui engendre des effets au niveau du cceur, des reins et
des vaisseaux sanguins (Briet et Schiffrin, 2010). Le SRA classique met en fonction les actions
endocrines de l'angiotensine II sur les récepteurs de l'angiotensine (AT, et AT,), mais de
récentes découvertes mettent en lumiere de nouvelles avenues empruntées par le SRA
(Fyhrquist et Saijjonmaa, 2008). Effectivement, la présence de SRA locaux a été récemment
reconnue dans plusieurs tissus et la transmission locale des signaux cellulaires s’additionne a la
transmission hormonale déja connue en plus de lattribution de nouveaux roles pour certains

métabolites et récepteurs (Kobori et coll., 2007).
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Figure 1. Résumé schématique du systéme rénine-angiotensine (SRA) classique. Les cellules hépatiques
produisent 'angiotensinogéne. Les cellules juxta-glomérulaires des artérioles afférentes générent la pro-
rénine. Pour hydrolyser ’angiotensinogene, la pro-rénine doit subir ou non une activation protéolytique
qui clive ou déloge, respectivement, un segment obstruant le site actif de la rénine. La rénine activée
hydrolyse l'angiotensinogéne en angiotensine I (Ang I). Ensuite, 'enzyme de conversion de
Pangiotensine (ECA), qui est davantage exprimée par les cellules endothéliales des poumons, clive ’Ang
I en PAng II. De plus, des voies indépendantes de la rénine et de PECA produisent ’Ang 1I.
Finalement, aprés la génération de ’Ang II, de multiples effets physiologiques sont engendrés par une
stimulation des récepteurs AT1 et AT> (Adapté de Carey et Siragy, 2007 et de McFarlane et coll., 2003).

AT,




1.1.1 L’angiotensinogene

A la suite de Ianalyse de sa séquence contenant un domaine de quatorze acides aminés,
I'angiotensinogene a été classé dans la famille des inhibiteurs de sérines protéases et il s’avere
étre le seul précurseur des peptides du SRA (Doolittle, 1983). L’angiotensinogéne est
majoritairement synthétisé dans le foie et la présence de ses ARNm dans les hépatocytes est
observée de mani¢re panlobulaire (Morgan et coll, 1996). La transcription du gene de
I'angiotensinogeéne dans le foie serait enclenchée par deux processus activateurs : le premier
implique la liaison de glucocorticoides a des récepteurs cytosoliques d’hépatocytes provoquant
une activation du promoteur de 'angiotensinogéne menant a son expression et le deuxi¢me est
directement lié a I'inflammation et plus particulicrement aux cytokines interleukine 1 et du
tumor necrosis factor alpha (TNF-o) (Brasier et Li, 1996). Un polymorphisme connu du géne de
I'angiotensinogeéne engendrerait une augmentation de 'expression de ce gene menant a une
activité accrue du SRA, ce qui se répercute par une prévalence de ’hypertension chez certaines
populations (Brasier et Li, 1996). Pour générer 'angiotensine I (10 acides aminés), la rénine
hydrolyse 'angiotensinogéne en N-terminal et la présence de son motif His-Pro-Phe a la
position 6 a 8, respectivement, est primordiale pour cette scission et agirait a titre d’ancrage
enzymatique (Nakagawa et coll., 2007). De plus, des enzymes additionnelles peuvent former de
I'angiotensine I a partir de l'angiotensinogene : la cathépsine, la tonine, le plasminogene

tissulaire, la kallikréine faisant partie du SKK, etc. (Guang et coll., 2012).

1.1.2 La rénine

La rénine (EC 3.4.23.15) est une aspartyl protéase, facteur enzymatique limitant en amont de la
production de ’hormone circulante angiotensine II et est exprimée dans de nombreux tissus
mais principalement dans les reins (Nguyen et Muller, 2010). Cette enzyme est d’abord sécrétée
sous forme de pro-enzyme, la prorénine, par les cellules juxtaglomérulaires des artérioles

afférentes des reins et lors de son activation protéolytique, elle subit un retranchement de 43 de



ses acides aminés N-terminaux libérant la rénine active (Kobori et coll.,, 2007). De plus, une
activation non-protéolytique réversible de la pro-rénine a été obtenue 7 vitro par acidification
ou par exposition a de froides températures : ceci provoque un changement de conformation
activateur du précurseur enzymatique (Hsueh et Baxter, 1991). Par ailleurs, la différence entre
les deux types d’activations réside dans la scission irréversible (protéolytique) ou dans le
repliement réversible du prosegment (non-protéolytique) dévoilant le site enzymatique (Jan
Danser et coll,, 2007). Lorsqu’elle est activée, la rénine provoque une conversion de
I'angiotensinogeéne en angiotensine I (8 acides aminées). La pro-rénine ne semblait pas avoir
d’effets biologiques et la rénine était percue comme étant simplement une enzyme mais
récemment, un récepteur pouvant lier ces deux protéines a été découvert et a permis d’étendre
le réle de ces deux protéines (Nguyen, 2011). Effectivement, ce récepteur mobilise la voie de
signalisation des extracellular signal-regulated kinases (ERKs), la voie canonique Wnt/B-caténine et
la voie non-canonique Wnt/ Planar cell polarity, ce qui permet de lui attribuer un role au niveau
embryonnaire, du dommage et de la réparation cellulaire, du cancer et de la fibrose lors de

diabetes et d’hypertension (Nguyen, 2011).

1.1.3 L’enzyme de conversion de ’angiotensine (LECA)

I’ECA (peptidyl-dipeptidase A, EC 3.4.15.1), une métallopeptidase a zinc, est responsable
d’une étape protéolytique clé dans le SRA : la conversion de angiotensine I (Ang I : 1-10) en
angiotensine II (Ang II : 1-8) (Baudin, 2002). Effectivement, PECA agit généralement comme
une exopeptidase et hydrolyse deux peptides du C-terminal libre de ses deux substrats
préférentiels; PAng I et la BK (Guang et coll,, 2012). Trois formes actives de TECA sont
maintenant reconnues, la premicre étant 'TECA somatique, qui est présente dans de nombreux
tissus, TECA germinale retrouvée exclusivement dans les testicules, TECA2 (EC 3.4.17) qui est
le produit d’un autre gene. I’ECA2, exprimée de manicre ubiquitaire, et son homologue
inactif, la collectrine, sont présents dans les reins (Turner et Hooper, 2002). L'ECA2,
récemment introduite comme membre actif dans la cascade du SRA, clive ’Ang I en Ang-(1-9)
et PAng IT en Ang-(1-7); deux protéolyses menant a la formation du fragment Ang-(1-7) auquel

le récepteur MAS a nouvellement été attribué (Clarke et Turner, 2012, Santos et coll., 2003).



De plus, TECA2 est une monoxycarboxypeptidase et 'ECA germinale et somatique, en
revanche, sont des di-peptidyl-carboxypeptidases (Guang et coll., 2012). De surcroit, '"ECA2 et
IECA germinale détiennent chacune un site catalytique tandis que 'ECA somatique dispose de
deux domaines catalytiques indépendant mais chaque isoforme de I'ECA recéle deux
séquences consensus de liaison au zinc dont celle-ci : His-Glu-X-X-Glu (Turner et Hooper.,
2002). Par conséquent, les deux sites catalytiques de 'ECA somatique, le domaine-C et le
domaine-N, présentent une prédilection variable pour plusieurs substrats; le domaine-C est
attribué au SRA par hydrolyse préférentiel de I’Ang I tandis que le domain-N hydrolyse les
peptides Ac-SDKP et ’Ang-(1-7), la protéine B-amyloide, etc. (Coates., 2003).

1.1.4 L’angiotensine 1I

La voie primaire générant I'angiotensine II (1-8) est sans équivoque celle de PECA mais si on
se réfere aux différents SRA tissulaires, d’autres enzymes prennent le relais, notamment dans le
cceur ou la chymase agit a titre d’enzyme principale de conversion de ’Ang I en Ang II (Uehara
et coll.,, 2012). L’angiotensine II est le principal agent bioactif du SRA et médit une pléiade
d’effets a travers la stimulation de deux différents récepteurs a sept domaines
transmembranaires de I'angiotensine; les récepteurs AT, et AT, (Mehta et Griendling, 2007).
Drailleurs, la plupart des effets physiologiques de ’Ang I sont attribuables a son action sur le
récepteur AT, tandis que le récepteur AT, intervient davantage comme antagoniste
physiologique du récepteur AT, (Griendling et coll., 1996). Les effets physiologiques que ’Ang
I provoque, par lentremise d’une stimulation du récepteur AT, comprennent la
vasoconstriction, la rétention du sodium et de l’eau, une boucle de rétro-action négative
agissant sur la rénine, une hypertrophie des cardiomyocytes et des cellules de muscles lisses
vasculaires, etc. (Zaman et coll., 2002). Une stimulation du récepteur AT, par I'angiotensine II,
quant a elle, engendre une inhibition de la croissance cellulaire, de la prolifération cellulaire,

une réparation des tissus, de la vasodilatation, de I'apoptose, etc. (Zaman et coll., 2002).



1.2 Le systéme kallikréine-kinine(SKK)

Le SKK régule plusieurs fonctions vasculaires (pression sanguine, coagulation, relaxation du
muscle lisse et augmentation de la perméabilité vasculaire), cellulaires (prolifération cellulaire,
angiogénese, inflaimmation, activation de neurones sensoriels, etc.) et 'homéostasie des

électrolytes via la formation de la bradykinine et de peptides reliés (figure 2).

1.2.1 Les kininogénes

Les deux précurseurs des kinines, le kininogéne de haut poids moléculaire (KHPM) et le
kininogene de bas poids moléculaire (KBPM), résultent de I’épissage alternatif d’un seul gene
localisé sur le chromosome 3q26 et détiennent donc, presque enticrement la méme séquence
d’acides aminés, a 'exception d’une partie de la chaine C-terminale (Marceau et coll., 1998). Le
KHPM est une a-globuline (88 a 120 kDa) et le KBPM est une B-globuline (50 a 68 kDa) qui
sont clivées par la kallikréine plasmatique (KP) et la kallikréine tissulaire (KT), respectivement
(Morteau et coll., 2005). Leurs disparités structurales engendrent une différence fonctionnelle
de leur chaine légere, car le KBPM ne posseéde pas les sites d’activation de contact et de liaison
a la prékallikréine (PKK) et du facteur XI de la coagulation (Moreau et coll., 2005). Lorsque le
KHPM est hydrolysé, deux séquences peptidiques sont générées : la BK et la KHPMa
(Hillmeister et Persson, 2012). Ce produit de clivage (KHPMa) ainsi que sa molécule parente
(KHPM) peuvent lier trois différentes protéines de liaison présentes sur 'endothélium (la
forme soluble du récepteur de l'activateur urokinase du plasminogeéne (UPAR), gC1qgR et la
cytokératinel) avec une affinité semblable excepté pour la protéine adaptatrice uPAR qui lie
plus sélectivement (d’un facteur 50) le KHPM hydrolysé par les kallikréines (Pixley et coll.,
2011).
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Figure 2. Résumé schématique du systeme kallikréine-kinine. L’unique gene des kininogenes subit un
épissage alternatif pour générer le kininogene de haut poids moléculaire (KHPM) et le kininogéne de
bas poids moléculaire (KBPM). Le KBPM est hydrolysé par la kallikréine tissulaire pour former la Lys-
bradykinine (Lys-BK) qui agit via le récepteur B, des kinines ou est hydrolysé par une carboxypeptidase
pour produire la Lys-des-Arg®-bradykinine, qui est le ligand préférentiel du récepteur B1. D’autre part,
le KHPM mene a la formation de la Lys-BK et la bradykinine (BK) par P'action respective, des
kallikréines tissulaires et plasmatiques. De plus, la BK peut étre générée par un clivage de la Lys-
bradykinine par une aminopeptidase. A I'instar de la Lys-BK, la BK agit via le récepteur B, et est aussi
clivée par une carboxypeptidase pour produire la des-Arg?-BK qui agit via le récepteur B1 (Adapté de
Campbell, 2001).(Schmaier et McCrae, 2007). Deux zymogenes, la prékallikréine et la prokallikréine
engendrent, respectivement, la kallikréine plasmatique (KP; EC 3.4.21.34) et la kallikréine tissulaire
(KT; EC 3.4.21.35), qui sont les deux sérines protéases principales libérant les peptides actifs du SKK
(Regoli et coll., 2012). Ces derniers agissent sur deux récepteurs couplés aux protéines G (RCPG): le By
et le Bz des kinines (Marceau et Bachvarov, 1998).



1.2.2 Les kallikréines

Les kallikréines plasmatiques et tissulaires sont les deux enzymes les plus puissantes qui
catalysent la libération des kinines a partir des kininogenes mais elles sont physicochiquement,
immunologiquement et fonctionnellement différentes puisqu’elles ne partagent que 38%
d’homologie de séquence (Goettig et coll., 2010). La KP (60 kDa) est essentiellement exprimée
en tant que précurseur inactif (PKK), est sécrétée au niveau du foie et libere la BK intégrée
dans la séquence du KHPM (Moreau et coll., 2005). La KT est exprimée comme proenzyme
dans de nombreux tissus et leurs sécrétions exocrines; les reins, le pancréas et les glandes
salivaires détiennent les plus hauts niveaux d’expression pour libérer la Lys-BK a partir de
KHPM et KBPM (Feener, 2010). La KT a la capacité de cliver les deux kininogenes car ils
partagent dans leur structure primaire la séquence d’acides aminés de la kallidine (Lys-BK) et
ensuite des carboxypeptidases se chargent de libérer la BK incluse dans les deux kininogenes
tandis que la KP clive le KHPM, par sa liaison a la PKK, entre la lysine et I'arginine en C-
terminal, ce qui a pour effet de libérer la BK, qui est la kinine de référence (LLalmanach et coll,,
2010). En plus de la KT, 14 autres genes codant pour une protéase apparentée a la kallikréine
plasmatique existent chez I’humain et ils sont tous regroupés sur le méme locus (q13.2-q13.4)
du chromosome 19 (Goettig et coll.,, 2010). Cependant, seule la KT libere efficacement les
kinines, les substrats des autres formes étant pour la plupart inconnus ou mal connus (Moreau

et coll., 2005).

1.2.3 Les kinines

Les kinines sont des agents vasoactifs synthétisés de novo et présents dans la microcirculation, ils
agissent principalement sur les cellules dd muscle lisse et endothéliales. Les deux kinines
natives sont la BK et la kallidine (Lys-BK). Ces dernieres sont puissantes et efficaces, toutefois

certains de leurs métabolites sont également actifs (Moreau et coll., 2005). Deux différentes



cascades protéolytiques menent a la formation de la BK| une se déroulant dans le plasma et
l'autre dans les tissus, d’ou le nom de leur kallikréine respective (Phipps et coll,, 2012). Le
systeme de formation des kinines plasmatiques active la voie de la coagulation intrinseque. Le
facteur XII (FXII ou facteur Hageman) est la protéine initiatrice des cascades protéolytiques de
la coagulation, de la fibrinolyse, du complément et est un membre de la triade de protéines
comprenant la PKK et le KHPM impliquées dans la voie de formation des kinines
plasmatiques (Citarella et coll., 1996). L’activation de Iactivité sérine protéase du FXII peut
étre le résultat de plusieurs interactions plasmatiques telles que des conditions infectieuses et
inflammatoires, des blessures au niveau tissulaire ou celles initiées sur un nombre foisonnant
de surfaces artificielles et de substances physiologiques (Moreau et coll., 2005). Les surfaces
chargées négativement au contact du plasma lient le zymogene FXII et provoquent un
changement conformationnel de FXII résultant en FXII activé (FXIIa) (Schmaier et McCrae,
2007). Le FXIIa engendre la libération de la KP a partir de la PKK, cette derni¢re étant de 80 a
90% associée au KHPM (Proud et Kaplan, 1988). La KP produit alors une boucle de
rétroaction positive et active FXII beaucoup plus rapidement que la réaction de son
autoactivation (Kaplan et Ghebrehiwet, 2010). La KP libérée clive le KHPM. Fgalement, il a
été démontré que le KHPM est clivé par une enzyme libérée par le neutrophile humain, la
protéinase 3 (PR3), et ce, d’'une maniere équivalente chez des patients atteint de vascularite et
en santé (Kahn et coll,, 2009). La Lys-BK, quant a elle est le produit de la protéolyse limitée
des deux kininogénes par la KT aux liens peptidiques Met’”-Lys* and Arg™-Ser™ (Fogaca et
coll., 2004). Les kinines produites peuvent engendrer de multiples réponses cellulaires mais la
production d’agents relaxants est ce qui caractérise leur role au niveau du SKK (Regoli et coll.,
2012). Effectivement, en conditions inflammatoires, les kinines agissent sur les récepteurs B,
d’une part en provoquant une vasodilation artériolaire médiée par le relachement de I'oxyde
nitrique (NO) et de prostaglandines (PGI,) entrainant une augmentation du débit sanguin et
d’autre part en augmentant la perméabilité vasculaire provoquant une extravasation
plasmatique des vénules post-capillaires (Hall, 1997). Les kinines, malgré la dualité de leur type
de récepteur, produisent généralement les mémes actions physiologiques et pathologiques
principalement au niveau du systéme vasculaire et rénal (Regoli et coll.,, 2012). De plus, les
kinines menent au relachement périphérique de tachykinines proinflaimmatoires en actionnant
la voie de la douleur et de I'inflaimmation neurogénique par leurs actions sur les terminaisons

des nerfs sensitifs (Hall, 1997). Egalement, les kinines semblent impliquées dans les maladies



inflammatoires chroniques de l'intestin car le RB, et le RB,, qui lui est surexprimé dans les
entérocytes de ces patients, induisent une sécrétion active de chlorure (Cl) et d’eau provoquant

de la diarrhée (Marceau et Regoli, 2008).

1.2.4 Le métabolisme des kinines

Lorsqu'un peptide du SKK est généré, sa demi-vie plasmatique et la durée de son action
biologique sont restreintes en raison de l'action de multiples clivages orchestrés par diverses
familles d’enzymes (Bhoola et coll., 1992). Si on considere la pharmacologie du RB,, qui est le
plus largement exprimé, on sait que son agoniste préférentiel, la BK, s’avere étre la kinine type
du SKK. La BK est inactivée lorsque n’importe lequel des acides aminés dont elle est
composée lui est retranché. Un nombre considérable de peptidases, appelées kininases iz vitro,

peut effectuer cette transformation (figure 3) (Skidgel, 1992).

1.24.1 L’ECA

L'enzyme de conversion de I'angiotensine joue un role fondamental dans le SKK mais aussi
dans le SRA tel que décrit précedemment. Effectivement, si 'on compare les constantes de
cinétiques d’hydrolyse de la BK d’une multitude de kininases avec celle de PECA, on peut
déterminer que 'ECA inactivera spécifiquement la BK et que son action sera prépondérante
étant donné sa présence dans de nombreux tissus, dans 'endothélium des vaisseaux sanguins et
I'existence d’une forme soluble dans le plasma (Erdos et Skidgel, 1997). L’ECA inactive la BK
par I'hydrolyse de ses liens peptidiques entre 'acide aminé 7 et 8 qui génere la BK, 5, entre
Pacide aminé 5 et 6 qui génére la BK, 5 en plus de libérer un tripeptide de la des-Arg’-BK pour
générer, d’'une seconde manicre, la BK 5 (figure 3) (Kuoppala et coll., 2000). Toutes ces

protéolyses engendrent une inactivation physiologique (Bénner, 1990).
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1.2.4.2 Les carboxypeptidases N et M

La carboxypeptidase N (CPN, EC 3.4.17.3), appelée autrefois kininase I, est responsable de la
dégradation de Plarginine en C-terminal des kinines (Erdos et Sloane, 1962). Cette enzyme
soluble, exprimée dans le foie et sécrétée dans le plasma sanguin, est un tétrameére composé de
deux grosses sous-unités et de deux petites sous-unités ou se situent les sites catalytiques; elle
clive les lysines ou les arginines présentes en C-terminal d’une multitude de protéines et de
peptides (Matthews et coll., 2004). D’autre part, la carboxypeptidase M (CPM, E.C. 3.4.17.12)
est un monomere constitué d’une seule chaine d’acides aminés rattaché a la membrane
plasmique par une ancre glycosylphosphatidylinositol (GPI) qui clive les mémes acides aminés
que la CPN (Deiteren et coll., 2009). Ces deux carboxypeptidases transforment la BK et la Lys-
BK en agonistes du RB, (figure 2)

1.2.4.3 L'endopeptidase nentre

L’endopeptidase neutre ou néprilysine (NEP, EC 3.4.24.11) est une métalloendopeptidase
membranaire, présente dans plusieurs tissus mais davantage dans les reins, qui clive
préférentiellement les acides aminés hydrophobes de la partie N-terminale des peptides et en
ce qui concerne la BK, la NEP génere deux types de fragments : la BK, ; et la BK,, ; (figure 3)
(Moreau et coll., 2005). Les autres fonctions de la NEP sont variées mais tres nombreuses dans
le cerveau : douleur, anxiété, rythmes circadiens, plasticité synaptique, intégrité de la barriere

hémato-encéphalique, fatigue, mémoire, fonctions motrices, etc. et concernent sans doute des
neuropeptides (Nalivaeva et coll.,, 2012). De plus, de récentes études démontrent que la
régulation a la baisse de la NEP semble impliquée dans la progression du cancer de la prostate
et des reins, dans le développement du cancer des poumons, dans la leucémie et la maladie
d’Alzheimer (Turner et coll.,, 2001). Tous les effets de la NEP résultent de la dégradation de

divers substrats.
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Figure 3. Représentation schématique des enzymes principales dégradant la bradykinine. Les fleches
représentent le clivage d’un lien peptidique de la bradykinine et celle en pointillé désigne un clivage
post-inactivation.]’aminopeptidase P clive les liens peptidiques Arg!'-Pro? et Pro>Pro? La dipeptidyl
peptidase 1V clive le lien Pro3-Gly* apres que 'aminopeptidase P ait clivé le lien Arg!-Pro2. Aussi, la
prolyl oligopeptidase clive le lien peptidique Pro3-Gly* et Pro’-Phe®. Les deux enzymes qui catabolisent
principalement la bradykinine, 'endopeptidase neutre et 'enzyme de conversion de I'angiotensine,
clivent successivement deux liens peptidiques chacun : Gly*-Phe5, Pro’-Phe? et Phe5-Ser® et Pro’-Phe?,
respectivement. L’oligopeptidase thimet clive le lien peptidique Phe’-Ser6. De plus, les deux
carboxypeptidases, M et N, clivent I'arginine en C-terminal pour générer les deux agonistes des-Arg?

(Iys-des-Arg?-BK et des-Arg?-BK) du récepteur By (Adapté de Campbell, 2003).

1.2.4.4 1 aminopeptidase P et l'aminopeptidase N

L’aminopeptidase P (APP, EC 3.4.11.9) est une métallopeptidase composée de quatre
monomeres entourant un centre métallique catalytique qui clive un lien peptidique précédant
une proline quel que soit 'acide aminé final de la partie N-terminal d’un peptide (Graham et
coll., 2005). En ce qui concerne la bradykinine, PAPP clive le lien de Arg'-Pro” et de Pro’-Pro’
générant la BK, et la BK; , (figure 3) (Cunningham et O'Connor, 1997). I’APP est retrouvée
dans les reins, les poumons, les intestins, le cerveau et le plasma; la majorité de PAPP dans le
sang est localisée a l'intérieur des plaquettes lui conférant un role probable de dégradation de
peptides circulants impliqués dans la régulation des fonctions cardiovasculaires et pulmonaires
(Kitamura et coll, 1999, Cunningham et O'Connor, 1997). Les patients développant un
angioedeme induit par la prise d’inhibiteurs de I'enzyme de conversion de l'angiotensine

(GECA) détiendraient un haplotype ATG qui a pour conséquence une réduction de I'activité de
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I’APP membranaire; une augmentation de BK circulante serait ainsi en cause (Cilia La Corte et
coll,, 2011). Par ailleurs, 'aminopeptidase N (APN, EC 3.4.11.2) est une métallopeptidase
abondante au niveau des reins et du systéeme nerveux central qui hydrolyse la Lys-BK en BK et
la Lys-des-Arg’-BK en des-Arg’-BK (Danziger, 2008). Cette dégradation, quoi qu’ayant un
impact métabolique mineur, influence davantage le RB, par la dégradation de son agoniste
préférentiel tandis que les conséquences au niveau du RB, sont négligeables car le peptide et
son produit de dégradation démontrent une affinité semblable (Farmer et Burch, 1992). Dans
une autre étude, un antagoniste obtenu par substitution d’un résidu lysine a son extrémité N-
terminale par une D-arginine, démontre que cette conversion permet de conserver la nature
antagoniste mais devient, en plus, un inhibiteur de FAPN (Gera et coll., 2006). De plus, un

antagoniste du RB,, I'icatibant, peut inhiber ’APN (Bawolak et coll., 2006).

1.2.4.5 La prolyl oligopeptidase et la dipeptidyl peptidase I

La prolyl oligopeptidase (POP, EC 3.4.21.26) est une enzyme cytosolique réalisant le clivage
d’une proline intrapeptidique du c6té C-terminal ou participant a la maturation d’une panoplie
d’oligopeptides de moins de trente acides aminés : les hormones peptidiques et les
neuropeptides (Matsuda et coll., 2013). Dans le cas de la bradykinine, la POP hydrolyse le lien
peptidique entre la phénylalanine a la position 8 et la proline a la position 7 et du résidu Pro’ et
Gly' (figure 3) (Campbell, 2003). Cette enzyme est ubiquitaire et est impliquée dans de
nombreux processus physiologiques ou pathologiques : différenciation cellulaire, inflammation,
transport intracellulaire, le cycle des phosphoinositides, mémoire, fonctions cognitives, maladie
de Parkinson, sans doute par la modulation de neuropeptides (Szeltner et coll.,, 2012). Le
niveau d’activité plasmatique ou sérique de POP semble étre associé a certains désordres
psychiatriques. Ainsi, les patients dépressifs démontrent un faible taux de POP tandis que les
patients atteints de schizophrénie et de troubles maniaques démontrent un niveau supérieur
aux patients normaux (Peltonen et Minnist6, 2011). Toutefois, étant donné qu’elle présente
une plus haute activité dans le cerveau, la POP est une cible toute indiquée pour la création
d’inhibiteurs spécifiques pour pallier a 'amnésie, aux lésions du cerveau, a des désordres
neurologiques, a la perte de mémoire lors du vieillissement et pour la recherche de fonctions

neuroprotectrices (Szeltner et coll.,, 2012). D’autre part, la dipeptidyl peptidase IV (DIPP IV,
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EC 3.4.14.5) est une glycoprotéine transmembranaire exprimée a la surface d’'une multitude de
type cellulaire et est impliquée dans de nombreux processus pathologiques et physiologiques
hétérogenes tels que la régulation de la glycémie, la pathogénése du virus de
I'immunodéficience humaine (VIH), les fonctions immunitaires, la métastase de diverses
tumeurs malignes, I'adhésion cellulaire, la mobilisation des cellules souches de la moelle
osseuse, ctc (Gorrell, 2005, Byrd et coll., 2008). A la différence de toutes les autres enzymes
décrites ici, la DIPP IV n’est pas une kininase, dans le sens ou la BK est déja clivée par
Paminopeptidase P lorsque la DIPP IV clive le lien peptidique de Pro’-Gly* (Brown et coll.,
2009).

1.2.4.6 L’oligopeptidase thimet

L’oligopeptidase thimet (EP24.15, EC 3.4.24.15) est une métalloendopeptidase thiol-
dépendante qui catabolise des peptides contenant de 5 a 18 acides aminés par clivage du lien
peptidique suivant, au minimum, les trois premiers acides aminés a partir du C-terminal et qui
est localisée dans les tissus produisant des hormones peptidiques et des neuropeptides
(Morrison et Pierotti, 2003). I’EP24.15 clive la BK presque en son centre en ne laissant que la
BK, 5 et la BKq (figure 3) (Knight et coll, 1995). I’EP24.15 est retrouvée de manicre
ubiquitaire mais les plus hauts niveaux d’activité recensés se situent dans les testicules, le
cerveau et dans les deux lobes de ’hypophyse (Shrimpton et coll., 2002). De plus, cette enzyme
jouerait un role dans hydrolyse de séquences peptidiques antigéniques, qui contiendraient
entre 6 et 17 acides aminés, générées a partir de protéines dégradées dans le protéasome (Saric

et coll., 2004).

1.2.5 Les récepteurs B, et B, des kinines

Deux récepteurs médient les effets cellulaires des kinines, les récepteurs B, et B,. Les RB, et B,
RB, font partie de la superfamille des RCPGs et plus particulierement de la famille apparentée
au récepteur de la thodopsine qui est subdivisée en 19 sous-familles (famille A3); donc, on peut

postuler que leur structure est suffisamment semblable a celle de la thodopsine pour pouvoir
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prédire leurs conformations spatio-temporelles (Feierler et coll., 2011). Chez 'homme les deux
RCPGs sont séparés par 12 kb sur le chromosome 14 et sont organisés en un locus compact
de 60 kb (Cayla et coll, 2002). Par contre, ils ne présentent qu’une assez faible homologie de
séquence (36 %) qui explique de multiples disparités associées aux deux sous-types (Hall,
1997). Ainsi le modele «knock-out» du gene du RB, chez la souris exprime encore les réponses
associées aux RB,. Ainsi, méme étant trés pres sur un méme locus, la régulation et le profil
d’épissage des deux geénes ne semblent pas interdépendants. Les deux récepteurs de la BK
different de maniére notoire et ainsi ils peuvent étre distingués par sept criteres dont trois
pharmacologiques : leur affinité pour les antagonistes, 'ordre de puissance des agonistes et leur
manque de désensibilisation croisée. Ils se distinguent également par leur patron d’expression,
la délétion ciblée de leurs genes, leurs séquences nucléotidiques et leur composition en acides
aminés (Marceau et coll., 1997). Les RB, ont été généralement associés aux « cotés néfastes »
du SKK contrairement aux RB, qui sont percus comme ceux produisant des effets bénéfiques
surtout pour le systeme cardiovasculaire; toutefois, malgré leurs divergences indubitables, les
récepteurs B, et B, produisent fréquemment plusieurs actions physiologiques et pathologiques

qui sont identiques (Regoli et coll., 2012).

1.2.5.1 Le réceptenr By

Ce récepteur a une sensibilité marquée pour les métabolites des kinines n’ayant plus I'arginine
en C-terminale et une affinité accrue pour les kinines possédant une lysine en N-terminale
(Marceau, 1995). Effectivement, la seule kinine naturelle ayant une affinité subnanomolaire
pour le RB; humain est la Lys-des-Arg’-BK (Marceau, 1997). Le RB, est exprimé a de trés
faibles niveaux dans les tissus humains ou animaux sains mais est fortement exprimé lors de
situations inflammatoires : dommages tissulaires ou injection de lipopolysaccharide bactérien
(LPS), ce qui fait du RB, un récepteur inductible (Leeb-Lundberg et coll.,, 2005). 1I est
maintenant reconnu que le RB, est un important médiateur dans I'inflammation; en cas de
septicémie, conditions immunopathologiques ou autres types de lésions tissulaires, il y a
libération de molécules signalétiques induisant la synthese de ce récepteur qu'on peut suivre
notamment par la concentration d’ARN messager (ARMm) (Marceau et coll, 1998).

Effectivement, lors de ces conditions, le récepteur est synthétisé dans le réticulum
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endoplasmique et transloqué vers I’appareil de Golgi car la contraction médiée par la des-Arg’-
BK dans l'aorte de lapin isolée est prévenue par P'addition de la bréfeldine A qui est un
inhibiteur sélectif de cette translocation (Audet et coll,, 2004). Fgalement, la réponse aux
différents agonistes et antagonistes pour les RB; dans de nombreux essais biologiques
augmente de maniere dépendante du temps et de la synthése protéique, ce qui renforce la
notion d’augmentation de la transcription du récepteur lors d’une lésion. (Marceau, 1997). ILa
régulation a la hausse de I'expression du RB,, dans les cellules de muscles lisses vasculaires,
serait dépendante a la fois d’'une transcription accrue et de la stabilisation de son ARNm, la
translocation nucléaire du Nuwclear factor kappa B INF-uB) et la protéine kinase C (PKC)
joueraient un réle central dans ces processus (Moreau et coll, 2007). Fgalement, il a été
démontré dans les cellules vasculaites humaines que l'interféron-y (IFN-y) et le TNF-o
influencent de manicre synergique l'expression RB, par la mobilisation de la voie de
signalisation JAK-STAT et de la translocation nucléaire de NF-»B, respectivement
(Koumbadinga et coll.,, 2010). De plus, il n’est généralement pas exprimé chez des sujets
normaux, néanmoins il existe certaines exceptions reliées aux différents tissus ou especes
animales (Marceau et Regoli, 2004). Le RB, est tout indiqué pour exercer un role stratégique
des pathologies inflammatoires (diabete, asthme, arthrite rhumatoide et la sclérose multiple) de
par son expression dans de multiples types cellulaires, son mécanisme signalétique persistant et
le fait qu’il produit les effets pro-inflammatoires suivants: 'cedéme, la douleur et extravasion

de leucocyte dans le sang (Couture et coll., 2001).

1.2.5.2 Le réceptenr B,

Le RB, est retrouvé constitutivement dans les cellules endothéliales et des études de RT-PCR
ont démontré qu’il était exprimé dans une panoplie de tissus allant des tissus des organes
vitaux a ceux des appareils génitaux (Mahabeer et Bhoola, 2000). Egalement, les RB, sont
présents dans les cellules tumorales de cerveau et non dans les cellules endothéliales normales
ou tumorales des capillaires sanguins au niveau du cerveau : lors d’un cancer intra-cranien, la
BK augmente la perméabilité de la barriere hémato-tumorale (Liu et coll.,, 2001). Par ailleurs, le
RB, est localisé dans la couche superficielle de la moélle épiniere, dans les minces fibres non

myélinisées et dans les petites cellules neuronales des ganglions sensitifs et cette présence du
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RB,, dans le systeme nerveux central, médie la douleur viscérale et cutanée principalement.
Cependant, il semble étre impliqué dans d’autres types de douleur (Steranka et coll., 1988).
Effectivement, le RB, est impliqué dans tous les signes cardinaux de l'inflaimmation aigué,
incluant la vasoconstriction/vasodilatation, la perméabilité vasculaire augmentée, la dilatation
artérielle et la douleur par Pactivation des nociecepteurs mais ce récepteur joue un role limité
dans les composantes cellulaires de la réponse inflammatoire comprenant le recrutement des
leucocytes a partir de la microcirculation (McLean et coll., 2000). Etant donné leur importance,
le RB, et de nombreux RCPGs doivent subir un recyclage; ils sont engagés dans un cycle de
désensibilisation induite par un agoniste qui comprend des phosphorylations, 'endocytose et

un recyclage cellulaire du récepteur tel qu'observé dans des cellules en culture (Marceau et coll.,

2002).

1.3 Interactions entre le SKK et le SRA

Les deux systemes sont étroitement reliés autant pour la régulation de fonctions physiologiques
primordiales que pour les protéines et peptides qui les composent. Le fait que les récepteurs B,
et AT, puissent former des hétérodimeres stables demeure controversé. Si ces derniers
formaient des hétérodimeres, ils pourraient potentialisent les voies signalétiques normalement
engendrées par AT, et la formation de ce complexe provoquerait une augmentation de
Iexpression du RB,, suggérant que ’Ang I agit comme activateur de la transcription du RB,
(Shen et El-Dahr, 2006). Dcailleurs, les deux peptides, BK et Ang-(1-7), provoquent la
vasodilatation de 'endothélium via le RB, et le récepteur AT, respectivement. De plus, I’Ang
IT et la BK enclenchent I'activation de la fibrinolyse et la formation de la BK (Dielis et coll.,
2005). Ainsi, ’Ang-(1-7) contrebalance les effets médiés par 'axe ECA-Ang II-récepteur AT, a
I'instar de la BK et ce via sa production par PTECA2 a partir de 'Ang I ou ’Ang II (Iwai et
Horiuchi, 2009). Egalement I’Ang-(1-7) potentialise la BK par inhibition de PECA ou par des
mécanismes dépendants du récepteur AT, (Tom et coll.,, 2003). Pour ce qui est du métabolisme
du SKK et du SRA, il est a noter qu'un nombre impressionnant d’enzymes ont pour substrat
les peptides reliés a la bradykinine en plus des peptides apparentés a l'angiotensine. Par

exemple, une des enzymes du SKK, la KP, a pour substrat la prorénine qui est une proenzyme
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du SRA et en hydrolysant, la rénine devient opérationnelle (Shariat-Madar et coll., 2002). Le
métabolisme des peptides vasoactifs de ces deux systemes est capital et c’est précisément une
enzyme qui permet la connexion la plus tangible entre le SKK et le SRA : I'enzyme de
conversion de I'angiotensine qui inhibe la vasoconstriction induite par la BK en catalysant son
inactivation et en promouvant la vasoconstriction induite par 'activation de ’Ang I en Ang II
(Campbell, 2003). En plus de cliver la BK, 1a POP et la NEP dégradent I’Ang I pour générer le
fragment actif Ang-(1-7) (Welches, 1993). Une troisicme enzyme, l'oligopeptidase thimet,
génere les mémes résultats; elle catabolise la BK en fragment inactif et ’Ang I en Ang-(1-7)
active, 'impliquant dans 'homéostasie cardiovasculaire en induisant de la vasoconstriction
(Shrimpton et coll.,, 2002). I’APN serait impliquée dans la dégradation des agonistes du
récepteur B, dans le SKK mais jouerait un role plus discret dans le SRA : elle transformerait le

peptide Ang-(2-8) en Ang-(3-8) (Campbell, 2003).

1.4 La famille des récepteurs couplés aux protéines G

Pour convenablement fonctionner, chaque cellule du corps humain doit étre en mesure de
communiquer de facon adéquate en intégrant tous les types de stimuli extracellulaires sous
forme d’informations pour produire une réponse intracellulaire adaptée. Cette transposition de
sighaux est en partie médiée par les RCPGs qui engendrent la signalisation cytoplasmique et
nucléaire de par leurs interactions avec des protéines intracellulaires. Lors de la résolution du
patron de diffraction du cristal du récepteur bovin de la rhodopsine, la disposition structurale
dans 'espace et les points de contact moléculaires d’un mod¢le général tridimensionnel de
RCPG furent décrits et cette approche a ¢été étendue depuis a de nombreux RCPGs
(Palczewski et coll., 2000). Les RCPGs sont regroupés dans 5 familles qui peuvent étre
déterminées par le systeme de classification GRAFS : Glutamate, Rhodospsine, Adhésion,
Frizzled/taste2 et Sécrétine (Schioth et Fredriksson, 2005). Les RCPGs de la famille
apparentée a la rhodopsine ont une structure tertiaire commune qui se détaille par sept
domaines transmembranaires (TMs) hélicoidaux, trois boucles intracellulaires (Bls) et
extracellulaires (BEs) ainsi qu’une queue carboxy terminale (C-terminale) intracellulaire et

amino terminale (N-terminale) extracellulaire (Kristiansen, 2004). De plus, entre la premicre et
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la deuxieme BE se trouve deux cystéines (Cys), formant un pont disulfure, nécessaire au
repliement du récepteur et un autre acide aminé Cys retrouvé dans la queue C-terminale qui
sert de site de palmitoylation permettant la formation d’une éventuelle quatriéme BI par
intercalation du lipide 4 la membrane (Luttrell, 2008). Egalement, la structure des RCPGs est
contrainte par divers acides aminés, conservés au cours de I’évolution, qui assurent une
multitude de fonctions, telles que la stabilisation de la structure, la reconnaissance de ligands,
I’établissement de sites de modifications post-traductionnelles (phosphorylation, glycosylation,
farnésylation, palmitoylation, sumoylation, isoprénylation, ubiquitination, acylation, etc.) (Chini

et Parenti, 2009).

1.4.1 Activation et signalisation des RCPGs

Les RCPGs sont maintenant percus comme étant des protéines oscillant entre une
conformation active et inactive (la dernic¢re étant favorisée) et pouvant afficher différents
stades d’activation, leur procurant plusieurs intensités de transmission de signal, qui dépendent
entre autres de la structure chimique du ligand (Granier et Kobilka, 2012). Les ligands générent
des changements de conformation au sein des RCPGs qui menent a la stabilisation de la
conformation active selon trois différentes voies connues : la voie TM5/TM3 faisant
intervenir une proline et un acide aminé hydrophe, la voie TM6 impliquant une rotation de ce
domaine autour d’une proline par 'action d’un acide aminé tyrosine et tryptophane et la voie
TM7/TM2 impliquant le réarrangement d’un réseau intra-domaine de liens hydrogene par
interactions avec des molécules d’eau (Deupi et coll., 2012). Les ligands provoquent ces
activations par interactions avec de multiples sites de liaison qui peuvent étre classés en 2
groupes : les sites de liaison orthostériques (site de liaison du ligand endogene qui entraine une
stabilisation de la conformation du récepteur) et les sites de liaison allostériques (site de liaison
distinct du site de liaison orthostérique et entraine un changement de conformation qui
modifie ce dernier) (Chun et coll., 2012). La diversité des ligands existants se traduit aussi dans
lorientation qu’ils adoptent aux sites de liaison des différents RCPGs; diverses orientations
possibles des ligands ont été modélisées et les sites de liaison varient considérablement dun

type de récepteur a l'autre et respectent la nature des ligands qui leurs sont attribués (petites
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structures hormonales jusqu’a de volumineux repliements peptidiques) (Audet et Bouvier,
2012). Une multitude de récepteurs sont localisés a la surface membranaire sous forme de
complexes oligomériques; il a été démontré qu’une importante fraction de ces récepteurs
subsiste en tant que complexes lors de leur internalisation induite par un agoniste et que cette
configuration affecterait leur trafic intracellulaire (Cao et coll., 2005). Effectivement, la capacité
de dimérisation des récepteurs leur octroie de nouvelles propriétés : un répertoire de ligands
augmenté, une spécificité et une affinité accrue pour les ligands, une possibilité de
transphosphorylation et de déplacement des sous-unités pour accroitre Iéventualité d’une
activation, etc. (Lohse, 2010). Néanmoins, ces oligomeres peuvent avoir des répercussions
néfastes au sein de lorganisme et la découverte de leur implication dans la pathogénése de
certaines maladies (la pré-éclampsie, la maladie de Parkinson, la schizophrénie et
I’hypogonadisme hypergonadotrope) n’en n’est qu’a ses balbutiements (Dalrymple et coll,,
2008). Ainsi, lorsqu’un ligand atteint un site de liaison, le récepteur agit a titre de « guanine
nucleotide exchange factor » (GEF) et catalyse le transfert de la guanidine diphosphatase (GDP)
pour une guanidine triphosphatase (GTP) sur la sous-unité alpha (G,) de la protéine G
hétérotrimérique. Celle-ci étant composée de trois sous-unités (alpha, gamma et béta) et subit
une dissociation de la G, nouvellement modifiée (Zhang et Xie, 2012). Selon de récentes
études de fluorescence resonance electron transfert (FRET), le modéle favorisé présentement suggere
que le complexe hétérotrimérique serait pré-couplé au récepteur et n’entrerait pas en contact
avec le récepteur seulement lors de son activation (Oldham et Hamm, 2008). Lors de cette
dissociation, une des quatre classe de sous-unités alpha (G, Gy, G, et G;) recrutera les
voies canoniques de signalisation en régulant un des effecteurs qui lui est associé; activation de
la phospholipase C@ (PLCB), stimulation de la RhoGEF, activation ou inhibition de I'adénylate
cyclase, respectivement (Parmentier, 2012). De manicre générale, G, active la PLCE qui
hydrolyse son substrat préférentiel, le phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PI1(4,5)P2) en
diacylglycérol (DAG) et inositol triphosphate (IP3) ce qui provoque une augmentation du Ca**
intracellulaire (Berridge, 1993). Concernant 'activation de RhoGEF, la GTPase monomérique
RhoA est activée a son tour et active la protéine ROCK pour induire une contraction cellulaire
et une augmentation de la transcription génique SRF-dépendante (Siehler, 2009). De plus,
lorsque l'adénylate cyclase est activée, il y a génération d’AMP cyclique (AMPc) ce qui
provoque l'activation de la protéine kinase A (PKA) qui phosphoryle la ¢ylic AMP response

element binding protern (CREB) qui migre au noyau, lie PADN et induit la transcription génique
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(Blumenthal, 2012). Fgalement, les RCPGs peuvent parfois s’associer a différentes sous-unités
o des protéines G et ces dernicres peuvent activer de multiples effecteurs en plus de ceux qui
seraient typiquement activés par une seule (exemple : le parathyroid hormone receptor 1 (PTH1) de
la parathormone peut s’associer a G, et G;) (Dorsam et Gutkind, 2007). De plus, les sous-
unités { et y, qui sont physiologiquement indissociables (Gy ), peuvent aussi médier des signaux
par 'entremise d’une liaison avec une vingtaine d’effecteurs tels que la PLCS, la tubuline, la
calmoduline, des canaux calciques, etc. (Ritter et Hall, 2009 et Kristiansen, 2004). En plus de la
régulation des effecteurs traditionnels établis, les sous-unités de la protéine G peuvent
emprunter des voies non canoniques, ce qui reflete leur importance d’une maniere indiscutable.
Cela se traduit, entre autres, par attribution de nouveaux réles dans la division cellulaire, dans
les interactions avec le cytosquelette et les protéines d’adhésions cellulaires et dans la régulation
subcellulaire, considérant leur localisation dans plusieurs organelles (Hewavitharana et
Wedegaertner, 2012). Egalement, par la mesure de Pactivité des effecteurs activés par différents
ligands, la notion d’agoniste biaisé a émergé et fait appel a I'activation d’une ou de quelques
voies de signalisation parmi toutes celles que I’agoniste naturel active normalement ou méme
des voies dont l'activation n’a jamais été répertoriée (Galés, 2012). En effet, certains ligands
biaisés reconnaissant un RCPG ont activé des voies dépendantes de la B-arrestine sans que la
protéine G hétérotrimérique ne soit impliquée (Millar et Newton, 2010). De plus, des patrons
de phosphorylations spécifiques orchestrés par différentes protéines kinases provoqueraient
une variation des voies signalétiques qu'un méme récepteur peut déclencher et expliqueraient
Peffet signalétique dépendant du tissu observé pour une multitude de RCPGs (Tobin et coll,,
2008). Cependant, en plus des multiples voies signalétiques activées, une activation et une
expression atypique de plusieurs RCPGs seraient a T'origine de transcriptions géniques qui
provoqueraient une stimulation de la croissance et de l'invasion de tumeurs et les métastases
(Lappano et Maggiolini, 2012). De fait, les RCPGs s’avérent jouer un role central dans le
développement de métastases; on retrouve les effets de pro-survie, prolifération et
promigratoires médiés par les récepteurs de chimiokines CXCR4 augmentés dans les cellules
tumorales surexprimant ce récepteur (Dorsam et Gutkind, 2007). Effectivement, une multitude
de RCPGs sont surexprimés dans les cellules squameuses de carcinomes du cou et de la téte et
dans plusieurs tumeurs primaires ou métastatiques (Lappano et Maggiolini, 2011). Par ailleurs,

les récepteurs des chimiokines procedent normalement au guidage physiologique des
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leucocytes mais ce processus est « piraté » lors de la progression de différentes étapes clés

menant a la migration des cellules cancéreuses (Kakinuma et Hwang, 2000).

1.4.2 Désensibilisation et endocytose des RCPGs

Apres que les RCPGs aient effectué la transmission de leur message, la cellule est en mesure de
réguler la suppression de la signalisation selon 3 modes : la désensibilisation des récepteurs qui
permet une phase réfractaire lors d’une stimulation continue, le recrutement de la machinerie
endosomale qui opere une captation des récepteurs a la surface pour en abaisser le nombre ou
par la régulation a la baisse provoquant une diminution du niveau total de récepteurs de la
cellule (Kim et Benovic, 2002). En ce qui concerne la régulation a la baisse des RCPGs, des
processus tels que la biosynthese, Pexpression génique et la protéolyse lysosomale ou non
lysosomale des récepteurs sont responsables de la régulation de la diminution du nombre de
récepteurs (Tsao et von Zastrow, 2001). Le mécansime général de désensibilisation des RCPGs
fait intervenir successivement deux processus; le premier impliquant une kinase des RCPGs, la
G-protein coupled receptor kinase (GRK), qui initie la phosphorylation des acides aminés Ser/Thr
présents dans la queue C-terminale ainsi que sur les boucles intracellulaires. Le deuxieme
mécanisme fait intervenir la B-arrestine (3-arr) qui reconnait les acides aminés phosphorylés et
contraint stériquement le récepteur empéchant un couplage avec la protéine G, entrainant une
désensibilisation fonctionnelle (figure 4) (Shukla et coll, 2011). Les [-arrestines sont des
protéines jouant un role capital dans la désensibilisation et il en existe quatre membres actifs
dont l'arrestine-1 visuelle (batonnet) et Iarrestine-4 (cones) qui sont presque exclusivement
exprimés dans la rétine et s’associent a leur photorécepteur, la rhodopsine (Luttrell et
Lefkowitz, 2002). Quant aux deux autres B-arrestines (B-arrestine, = arrestine-2 et 3-arrestine,
= arrestine-3), elles sont ubiquitaires et interagissent avec un nombre immense de protéines
variées (337 a ce jour); enzymes métaboliques, canaux ioniques, chaperons, protéines du
cytosquelette, facteurs de transcription, ribonucléoprotéines, etc. (Xiao et coll., 2007). D’apres
certaines ¢tudes portant sur 'endocytose des RCPGs, un nouveau paradigme émerge : la -
arrestine donne lieu a un deuxiecme mode de régulation, a la suite de la désensibilisation,

comportant 'endocytose de certains RCPGs par recrutement de protéines d’échafaudage
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favorisant la formation de puits recouverts d’'un manteau de clathrine (PRMC) (McDonald et
Lefkowitz, 2001). A cet égard, le mécanisme d’internalisation via les PRMCs est le plus connu
et plusieurs RCPGs Pempruntent. Néanmoins, méme si la désensibilisation et I'endocytose
semblent étre des processus inextricables, ils sont indépendants et leurs activités ne permettent
pas de prédire le sort du récepteur (van Koppen et Jakobs, 2004). Effectivement, plusieurs
exemples appuient le fait qu’ils ont une identité distincte; des ligands allostériques peuvent
influencer la désensibilisation sans affecter I'endocytose et les ligands endogenes liant le site
orthostérique semblent étre efficaces dans la sélectivité des effets du trafic des RCPGs en ayant
la capacité de promouvoir un certain processus aux dépens dun autre (Whistler, 2009). 1l
semblerait que certains RCPGs soient phosphorylés mais aussi ubiquitinés, ce qui
déterminerait leur sort intracellulaire d’une mani¢re dépendante du temps et du patron
d’ubiquitination (Jean-Alphonse et Hanyaloglu, 2011). A cet égard, les arrestines peuvent aussi
étre ubiquitinées et cela engendre leur recrutement a la membrane plasmique et
hypotétiquement une succession de liaisons moléculaires conduisant a l’endocytose de
récepteurs phosphorylés; les ligases E3, tiers acteurs de l'ubiquitination, reconnaissent les
cargos phosphorylés (Shenoy et Lefkowitz, 2003a). En plus de ces fonctions de
désensibilisation et d’internalisation des RCPGs, la B-arrestine est récemment reconnue comme
pouvant agir a titre de protéine adaptatrice et transmettrice de sighaux notamment dans la voie
des extracellular signal regulated kinases (ERKs) (Heitzler et coll., 2012). Effectivement, la liaison
de la B-arrestine au récepteur activé et phosphorylé par une GRK expose son domaine C-
terminal et entraine la liaison a ce domaine de molécules adaptatrices et accessoires (AP2 étant
essentielle et la plus abondante aux PRMCs) pouvant reconnaitre la machinerie des PRMCs et
ainsi stabiliser cet assemblage pour une future scission du PRMC par Pactivité GTPase d’une
dynamine (figure 4) (Delom et Fessart, 2011). Pour ce qui est de la B-arrestine, il semble qu’elle
ne conduit pas a la formation des PRMCs mais qu’elle achemine le complexe du récepteur vers
des PRMCs pré-formés a la surface cellulaire (Pierce et coll, 2002). En ce qui concerne
I'association des récepteurs a la B-arrestine, ils peuvent étre associés, préférentiellement a la 3-
arrestine,, mais non internalisés ensemble (RCPGs de classe A) ou internalisés associés, soit a
la B-arrestine, ou a la -arrestine,, et mener a la formation d’endosomes (RCPGs de classe B)
(Shenoy et Lefkowitz, 2003b). Subséquemment, lorsque tous les acteurs sont réunis et que les
RCPGs sont concentrés dans les puits, la transformation du PRMC en vésicule endocytotique

est enclenchée et elle est divisée en cinq stages distincts déterminés par observations
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biologiques; 1) la nucléation a la membrane plasmique, 2) la sélection du cargo par association
avec la protéine AP2, 3) I'assemblage du manteau de clathrine par polymérisation des
triskélions de clathrine, 4) la scission vésiculaire par laction de la dynamine et 5) le
démantelement/recyclage des composantes du manteau de clathrine menant a la formation
d’une vésicule endocytotique contenant les molécules cargos (McMahon et Boucrot, 2011). La
formation complete, des la capture du cargo, des vésicules recouvertes d'un manteau de
clathrines et leur internalisation se produit dans un délai de 20 secs a 90 secs tout en étant
saturable et non compétitive vis-a-vis les différents RCPGs permettant une hétérogénéité des
cargos (Wolfe et Trejo, 2007). Il est a noter que la dynamine est une grosse GTPase qui est
indispensable pour la scission de la vésicule au niveau de la membrane plasmique; des
fibroblastes présentant un double KO de la dynamine 1 et 2 révélent une élongation du cou
tubulaire de la vésicule par addition de protéines (protéines contenant un domaine Bin—
Amphiphysine—Rvs (BAR) : endophiline, la sorting nexin-9 (SNX9), Pamphiphysine et la tuba)
sans toutefois présenter de scisson vésiculaire (Ferguson et De Camilli, 2012). De plus, des
RCPGs empruntant la voie endocytotique dynamine-dépendante seraient sujets a une
complétion de leur activation a 'intérieur des vésicules résultantes ou entralneraient 'activation
de voies signalétiques lors de leur trafic intravésiculaire (Platta et Stenmark, 2011). A titre
d’exemple, des RCPGs peuvent inhiber ou stimuler la production d’AMPc apres leur
internalisation et ce flot de seconds messagers diverge de celui généré a la membrane
plasmique du fait que ce signal serait plus persistant et permettrait 'activation de voies de
signalisation différentes (Jalink et Moolenaar, 2010). En définitive, les études sur le mécanisme
d’endocytose dépendant des molécules de clathrines sont prédominantes, mais les RCPGs
peuvent étre endocytosés par d’autres mécanismes; par association avec les cavéoles, qui sont
des invaginations de la membrane plasmique riches en cavéoline-1, ou par autres vésicules non

recouvertes de clathrine (Drake et coll., 20006).
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ACTIVATION DU RECEPTEUR PAR

UN AGONISTE :

arrestine

1. PHOSPHORYLATION DU 2. LIAISON DE La
RECEPTRUR PAR LA GRK 8-ARRESTINE AUX RESIDUS
PHOSPHORYLES 3. INTERNALISATION

DU RECEPTEUR

Figure 4. Représentation des processus de désensibilisation et de I'endocytose médiés par le complexe
associé a la B-arrestine. 1- Lorsque le récepteur est activé par un agoniste, la GRK phosphoryle la queue
C-terminale. 2- La B-arrestine reconnait les acides aminés phosphorylés et empéche le récepteur de
signaler a nouveau méme si un agoniste entre en contact avec son site d’activation. 3- Lorsque la B-
arrestine, une protéine adaptatrice multifonctionnelle, est en place, plusieurs protéines viennent s’y
associer (AP2, clathrine, Mdm3, Nedd4, etc.) et la formation de ce complexe enclenche le processus

d’endocytose par reconnaissance de puits recouverts d’'un manteau de clathrine. (Adapté de Shukla et
coll,, 2012).

1.4.3 Dégradation et recyclage des RCPGs

Lorsque le RCPG est séquestré dans une vésicule recouverte d’'un manteau de clathrine,
nouvellement scindée de la membrane plasmique, il peut emprunter deux voies : recyclage ou
dégradation (figure 5) (Luttrel, 2008). La voie de recyclage implique un retour rapide a la
surface cellulaire ce qui induit une resensibilisation des récepteurs et une remise a neuf de sa
capacité a transmettre les signaux tandis que la voie de dégradation permet une interruption de
Pactivité signalétique du récepteur par un transit vers les lysosomes (Jean-Alphonse et
Hanyaloglu, 2011). En plus de ces deux voies, une troisicme option, de recyclage ou de
dégradation, peut étre imposée aux récepteurs mais a un rythme beaucoup plus lent (Marchese
et coll., 2008). Pour ce qui est de la régulation a la baisse des récepteurs par dégradation, les
lysosomes en sont les protagonistes étant donné qu’une cinquantaine d’enzymes disposées a

hydrolyser les cargos y sont amassées et que ces dernicres arborent une activité intra-
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lysosomale maximale au pH acide optimal de 4.5-5.0 (Repnik et coll., 2012). Ainsi, plusieurs
autres molécules sont impliquées dans cette dégradation, dirigent les cargos ubiquitinés ou non
vers les lysosomes tel que le complexe de triage endosomal requis pour le transport (ESCRT)
et induisent P'arrét permanent du signal (Moser et coll., 2010). II a été démontré qu’un nombre
croissant de RCPGs nécessiterait une ubiquitination de leurs acides aminés lysines pour étre
dirigé vers les lysosomes mais que cette ubiquitination, distincte de celle menant au
protéasome, ne serait pas responsable de 'endocytose initiale (Hanyaloglu et von Zastrow,
2008). Si les RCPGs sont ubiquinités lorsqu’ils sont dirigés vers une dégradation, des
peptidases  ubiquitines-spécifiques (USPs) doivent absolument retirer leurs molécules
d’ubiquitines pour qu’ils puissent pénétrer les lysosomes (Cottrel, 2013). Etant donné que les
RCPGs provenant de la voie endocytotique ne sont pas les seuls cargos se dirigeant vers les
lysosomes, une distinction de ces cargos doit étre effectuée et il existe une famille de molécules
pouvant réguler ce trafic vésiculaire : les petites GTPases Rabs (Ng et coll, 2012).
Effectivement, si les récepteurs ne sont pas destinés a la dégradation, ils empruntent des voies
post-endocytotiques permettant leur recyclage dans lesquelles les Rabs coordonnent
successivement le trafic de compartiments intracellulaires distincts (Segev, 2011). En effet, les
Rabs sont des petites GTPases apparentées a Ras et sont responsables de la régulation de ces
voles post-endocytotiques. On en dénombre plus d’'une soixantaine encodées dans le génome
et elles sont impliquées dans 'endocytose, le trafic endosomal, la fusion des endosomes et
Pexocytose (Seachrist et Ferguson, 2003). Ftant donné qu’elles sont des GTPases, les Rabs
doivent étre activées par des protéines accessoires, les GEFs, a linstar de la protéine G
trimérique, et lorsqu’elles sont liées au GTP, elles recrutent un cortege d’effecteurs qui leur est
propre et qui permettront de réguler les voies de transport vésiculaires (Mizuno-Yamasaki et
coll., 2012). Malgré une quantité considérable de protéines Rabs, seulement quelques-unes sont
les figures emblématiques du trafic endocytotaire des RCPGs : Rab5 qui médie la fusion de la
vésicule endocytotique pour former 'endosome précoce, Rab7 qui permet le transport de
I'endosome tardif au lysosome, Rab15 qui dirige le trafic de 'endosome précoce a 'endosome
de recyclage pour rejoindre les Rab4 et Rabll qui régulent le recyclage rapide et lent,
respectivement (figure 5) (Hutagalung et Novick, 2011). Ainsi, la premicre petite GTPase
impliquée est Rab5 qui est exprimée a la membrane, aux PRMCs et aux endosomes précoces,
occupe une fonction de formation des vésicules car elle est directement corrélée a la régulation

de la demi-vie des PRMCs 77 vivo (Bucci et coll., 1992). De plus, Rab5 régule le démantelement
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des vésicules recouvertes de clathrines par interactions avec I'u2 kinase et le
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (P1(4,5)P2) (Hutagalung et Novick, 2011). Rab5 assure
le transport des nouvelles vésicules aux endosomes précoces en amarrant et déplagant les
vésicules le long des microtubules, lui conférant les taches de régulation non seulement du
transport membranaire, mais aussi de la motilité et de la distribution intracellulaire des
endosomes précoces (Zerial et McBride, 2001). FEgalement, en plus de Rab5, eary endosomal
antoantigen 1 (EEA1) semble étre présent au niveau des endosomes précoces uniquement et
serait impliqué dans la fusion de ces derniers par interactions, en tant qu’effecteur de Rab5
(Clague, 1998). Dans 'endosome précoce le pH luminal est acide (pH ~ 6.5) de telle sorte que,
généralement, le ligand se dissocie de son récepteur et toutes les protéines présentes sont
ensuite triées pour étre recyclées, dégradées, transcytosées a la surface opposée ou transportées
de maniere retrograde au réseau trans-golgien (Welling et Weisz, 2010). Ainsi, 'endosome
précoce, régenté par Rab5, agit a titre de station qui destine les RCPGs aux différentes voies
possibles. Les vésicules qui bourgeonnent de I'endosome précoce pour étre dirigées vers
différentes compartiments endosomaux seraient acheminées a leur destination par le complexe
dynéine-dynactine par déplacemnt sur une route constituée de microtubules (Jovic et coll,
2010). Rab4, qui est identifiée aux endosomes précoces et aux endosomes de recyclage (pH ~
0.5), serait impliquée dans une redistribution rapide des RCPGs directement a la membrane
plasmique a partit de 'endosome précoce et probablement dans le trafic des endosomes
précoces vers les endosomes de recyclage (Sonnichsen et coll, 2000). Si les RCPGs sont
destinés a un recyclage lent, ils sont transportés aux endosomes de recyclage ou Rabll
effectuerait principalement un recyclage du contenu de ces endosomes vers la surface
membranaire (Maxfield et McGraw, 2004). Par contre, si les RCPGs doivent étre détruits, ils
doivent se rendre aux lysosomes; la petite GTPase Rab7 gouverne ces processus et elle est
responsable du trafic de I'endosome précoce vers Iendosome tardif (pH ~ 5.0-6.0) et
finalement au lysosome. Rab7 est donc reconnue pour étre I'instigatrice principale de la

dégradation des cargos (Luttrell, 2008). Effectivement, la
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Figure 5. Représentation des voies de dégradation ou de recyclage lors de linternalisation médiée par
les molécules de clathrine. 1) Lors de la scission de la vésicule par la dynamine, le récepteur, le ligand et
des protéines de la machinerie endosomale sont séquestrés. 2) Les protéines de la machinerie se
dissocient et redeviennent fonctionnelles. Rab5 ainsi que d’autres protéines procedent au
démantelement du manteau de clathrine de la vésicule. Le RCPG, son ligand et la B-arrestine sont
dirigés par l'action de Rab5 vers un endosome précoce ou Iétape du tri du RCPG amorce ce qui
dirigera le complexe vers la membrane ou le lysosome. 3A) Le complexe présent dans 'endosome
précoce est dirigé, a 'aide de Rab15 vers un endosome de recyclage, est déphosphorylé et retourne a la
membrane par transport médié par Rab11. Rab11 est aussi présent dans le réseau trans-Golgien. 3B) Le
complexe dans 'endosome précoce fusionne avec un endosome tardif et ce dernier est habituellement
transféré et dégradé au lysosome. La maturation de ces endosomes est accompagnée par un échange de
Rab5 en Rab7. 3C) Le recyclage rapide de certains RCPGs est orchestré par Rab4, lequel est présent
aux endosomes précoces mais aussi aux endosomes de recyclage (Adapté de Luttrell, 2008 et de
Hutagalung et Novick, 2011).
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localisation partagée de Rab7 aux compartiments lysosomaux, en plus de celle aux endosomes
tardifs, confirme son role dans le trafic de 'endosome tardif vers les lysosomes en interagissant
avec la « Rab-interacting lysosomal protein » permettant de recruter un complexe moteur
microtubulaire dynéine-dynactine (Méresse et coll., 1995, Hutagalung et Novick, 2011).
Ensuite, le lysosome dégrade les cargos transporté par 'endosome tardif (aussi appelé «
multivesicular body » ; MVB) lors de leur fusion dans la région juxta-nucléaire étant donné que ces

organelles sont concentrés au voisinage du centre organisateur des microtubules (Luzio et coll.,

2007).

1.4.4 Le récepteur B, des kinines

Le RB, des kinines est un récepteur a sept domaines transmembranaires, décrit précédemment,
qui est exprimé constitutivement sur plusieurs types cellulaire et est reconnu pour médier la

majorité des effets physiologiques des kinines.

1.4.4.1 Activation et signalisation du récepteur B,

Le RB, est un récepteur qui a la possibilité d’adopter une conformation active de manicre
spontanée, sans avoir recours a la liaison d’un ligand et la stabilisation de la conformation
inactive serait générée par une interaction intramoléculaire entre les acides aminés Asn'"
(TM3) et Trp™® (TM6) (Leed-Lundberg et coll., 2005). En plus des différentes conformations
qu’ils adoptent, de nombreux GPCRs sont retrouvées sous forme d’hétéro- ou d’homo-
dimeres a la membrane plasmique et ceci serait en partie di a des interactions entre les
domaines transmembranaires, la queue C-terminale et la possibilité de former des ponts
disulfures; les dimeres de RB, seraient stabilisés par N-glycosylation, par ajout de molécules
d’acide sialique et par création de ponts disulfures (Michineau et coll., 2006). Une association
du RB, avec le récepteur AT, de ’Ang II demeure controversée mais elle induirait une

réduction de la puissance de la BK; cette association potentialise les effets signalétiques de

I'Ang II médiés par le récepteur et la séquestration apres Iactivation de ce dernier tout en
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atténuant celle induite par la BK (AbdAlla et coll.,, 2000). En effet, les récepteurs sont co-
exprimés dans des tissus susceptibles de dépendre du bon fonctionnement du SRA; les reins,
les muscles lisses, les plaquettes et les vaisseaux péritonéaux (Breitwieser, 2004). Une pléthore
de ligands, agonistes et antagonistes, ont été développés dans le but d’approfondir les
mécanismes cellulaires contrélés par le RB,, mais d’un point de vue clinique, seul licatibant est
en usage clinique et est présentement disponible pour traiter I'angio-cedeme héréditaire
(Marceau, 2012). Plusieurs études allient 'exploitation d’agonistes et d’antagonistes développés
en laboratoire a titre comparatif versus les effets induits par ’agoniste natif, la BK, sur le RB,;
des études de mutagénese ont permis d’élucider les acides aminés impliqués dans la
reconnaissance du ligand et lactivation du récepteur (Meini et coll., 2002). Ainsi, il a été
observé que certaines mutations dans les domaines transmembranaires distants (TM2 :W86A
et TMO6 : F259A) ont totalement entravé la reconnaissance et la liaison de la BK et dun
agoniste non peptidique synthétique aux récepteurs mutés, ce qui concorde avec les trois voies
principales de stabilisation des RCPGs (Bellucci et coll., 2003). Toutefois, certaines mutations
n’ont affecté que Peffet de 'agoniste synthétique sans influencer la liaison de la BK pour les
RB, mutés et cela a permis d’établir que le RB, posséde au moins un site qui difféere de son site
orthostérique (Bellucci et coll., 2003). D’ailleurs, la méme mutation (TM2 :W86A) abaisse
laffinité de trois antagonistes ainsi que quelques autres mutations dans les TM3 et TM7,
renforcant I'implication de ces TMs dans la stabilisation du récepteur B, (Meini et coll., 2002).
Egalement, une étude révéle que si arginine en position 9 (C-terminale) de la séquence de la
bradykinine native est retranchée, son affinité pour le RB, de rat est réduite d’un facteur 27,000
comparativement a la méme opération effectuée sur 'antagoniste HOE 140, pour qui I'affinité
n’est réduite que d’un facteur 7 (Jarnagin et coll., 1996). Effectivement, ’arginine en C-terminal
de la BK est I'acide aminé qui pénetre en premier dans la rosette formée par les TMs du RB, et
C’est cette arginine qui permet une affinité marquée de la BK pour le RB, et moindre pour le
RB,, ce dernier favorisant les ligands dépourvus de cette arginine (exemple : des-Arg’-BK)
(Leeb-Lundberg et coll,, 2005). Lorsque la BK se lie au RB,, il y a couplage intracellulaire avec
la protéine G trimérique dont les sous-unités alphas peuvent étre, généralement, G,,/;; ou G,
(Maurer et coll., 2011). 11 existe aussi certains modeles ou les voies signalétiques controlées par
les protéines G,, et G,, co-existent et ou ces voies sont trans-régulées de manicre négative
(Fang et coll., 2005). La sous-unité¢ G, /; active la PLCB générant ainsi du DAG et de I'[P3 a

partir du PI(4,5)P2. I’IP3 se lie a son récepteur provoquant l'activation de canaux calciques
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induisant un relichement d’ions Ca®" dans le cytosol a partir de réserves intracellulaires,
notamment dans le réticulum endoplasmique (Mikoshiba, 2007). Dans les cellules
endothéliales, cette hausse de Ca®" active la calcineurine qui désinhibe 'oxyde nitrique synthase
endothéliale (eNOS) par déphosphorylation de sa Tyt (Harris et coll., 2001). De plus, le
calcium engendré d’une manié¢re dépendante d’un agoniste active la PLA2 qui entraine la
transformation de plusieurs lipides telle que la phosphatidylcholine (PC) en acide
arachidonique, qui est ensuite métabolisée par la cyclooxygénase (COX) et la prostaglandine I,
(PGL,) synthase pour mener a la formation de la PGI, (Howl et Payne, 2003). Par la suite, cette
PGI, active son récepteur (IP) pour augmenter la concentration d’AMPc disponible dans le
muscle lisse. Ces deux seconds messagers provoquent la relaxation des muscles lisses via la
hausse de calcium occasionnée par la BK. En plus des effets médiés par la sous-unité alpha, la
sous-unité Gy, active la phosphoinositide 3-kinase (PI3K) qui 2 son tour active une protéine
sérine/thréonine kinase (Akt) provoquant la phosphorylation de la Ser''”, site d’activation
majeur d’eNOS (Kuhr et coll.,, 2010). De sorte qu’eNOS est a la fois désinhibée par G, et
activée par Gg,. Il a ét¢ démontré que dans plusieurs tissus, action des kinines, du NO et des
prostaglandines ne provoquent pas une augmentation du nombre de RB, et qu’un antagonisme
persistant et systémique du RB, par Iicatibant n’induit pas un mécanisme compensatoire de
régulation a la hausse du récepteur B, (Marceau et coll., 1999). Egalement, la notion d’agoniste
biaisé du RB, a été étudiée par exploitation d’agonistes résistants au métabolisme (B-9972 :
agoniste peptidique et le composé 47a : agoniste partiel non-peptidique) lesquels démontrent
une activation persistante de c-Fos et de ERK1/2 qui peuvent étre di 2 une cinétique
prolongée d’endocytose (Bawolak et coll., 2009). Entre autres, les RB, de la bradykinine
seraient impliqués dans le développement du cancer de la prostate, dans la migration du
chondrosarcome et dans la stimulation de I'invasion et la croissance de multiples carcinomes
notamment celui des cellules squameuses de la téte et du cou (CCSTC) (Lappano et Maggiolini,
2011). le RB, et les EGFRs sont généralement surexprimés dans les cellules cancéreuses et leur
ligand inflammatoire, dans ce cas la BK et la PGE,, respectivement, contribuent a la
stimulation de voies autocrines telle que la voie wmitogen-activated protein kinase (MAPK) de
maniere dépendante ou indépendante de PTEGFR (Thomas et coll., 2006). Effectivement, dans
les CCSTC, la bradykinine induit une transactivation du epidermal growth factor receptor (EGFR),
activant la voie MAPK induisant une augmentation de I'expression de la cyclooxygénase-2

(COX-2) lui conférant une activité inflaimmatoire (Zhang et coll., 2008). D’ailleurs, dans les
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cellules humaines du cancer de la prostate, la BK active la voie PKC8/c-Src menant a une
augmentation de la chimiomigration et de 'expression des watrix metalloproteinases 9 (MMP-9);
Pactivité protéolytique des MMP correle avec les processus d’invasion et de métastases
observées dans plusieurs cancers (Yu et coll, 2013). En outre, la BK potentialise la
prolifération cellulaire, augmente les niveaux de c-Myc et de lactivité de ERK1/2 dans les
cellules tumorales mammaires MCF-7 (Figueroa et coll., 2012). L.a BK, via P'activation de son
récepteur, induit la prolifération cellulaire dans un nombre croissant de cancers. Fgalement, il a
été démontré qu’une perte de fonction du RB, dans le rein en développement entraine une
stabilisation de la protéine tumorale 53 (p53) et conséquemment, 'induction d’un état pré-
apoptotique par stimulation de Iexpression de geénes pré-apoptotiques (Bax, PUMA, Bad,
caspases, etc.) et une dérégulation intracellulaire des voies de survie par régulation négative des
voies MAPK/ERK et PI3K-Akt qui sont reconnues pour promouvoir la survie et la

prolifération (Fan et coll., 2000).

1.4.4.2 Désensibilisation et endocytose du réceptenr B,

Etant donné que le RB, détient une activité indépendante de la liaison d’un ligand, il semblerait
qu’il serait aussi sujet a une désensibilisation basale autonome (Leeb-Lundberg, 2012). La
phosphorylation des acides aminés sérine (Ser) et thréonine (Thr) de la queue C-terminale par
les GRKSs et la PKC joue un réle indéniable dans I’endocytose, le traffic, le recyclage du RB, et
de son couplage aux protéines G (Leeb-Lundberg et coll, 2005). Effectivement, dans les
cellules HEK293, la co-expression du RB, et d'une GRK révele que seule la GRK4a parmi les
GRK non associées a la rhodopsine (GRK2 a GRKG6) provoquait une augmentation des
phosphorylations de la queue C-terminale et ce, aux acides aminés Ser’” et Ser’*’/Ser’*
(Blaukat et coll., 2001). En plus des GRK, le RB, est phosphorylé par la PKC sur le résidu

S e r346

ce qui entrainerait sa désensibilisation lors d’addition de faibles doses de BK et cette
phosphorylation semble aussi étre agoniste-indépendante provoquant ainsi la désensibilisation
hétérologue (Blaukat et coll., 2001). L’internalisation du RB, s’opére, généralement, via la
phosphorylation de acides aminés spécifiques dans une séquence centrale de la queue C-

: : 2 Yo ‘2 : 339 346 348 342 345 . :
terminale. Ces acides aminés sérine et thréonine (Ser™, Ser””, Ser”™”, Thr™, Thr™”) définissent
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une phosphorylation/internalisation optimale du RB, puisque lorsque ces acides aminés sont
mutés, une diminution de 'internalisation peut étre observée et ce, jusqu’a 80% (Pizard et coll.,
1999). Par contre, la séquestration via les vésicules enrobées de clathrine n’est pas
completement supprimée indiquant une implication de mécanismes auxilliaires. Ainsi, il a été
démontré que les phosphorylations de la queue C-terminale seraient nécessaires au recrutement
de la B-arrestine; mais pas a celui de la B-arrestine,; lorsque la région C-terminale du RB, est
tronquée, l'internalisation du récepteur se produit par association a la B-arrestine, (Feierler et
coll,, 2011). Drailleurs, il s’avere que ce serait ’hélice 8 qui jouerait un role crucial dans
I'endocytose de récepteur car lorsqu’une mutation ponctuelle de la proline de I’hélice 8 est
effectuée, aucune endocytose n’est observée et ce, méme si les B-arrestines sont surexprimées
(Feietler et coll,, 2011). Ainsi, ’hélice 8 intracellulaire agirait comme régulateur allostérique
permettant au RB, de stabiliser une conformation autorisant une subséquente liaison avec la
protéine G, les B-arrestines et les GRKs (Faussner et coll., 2005). En effet, le récepteur B, peut
s’associer a la B-arrestine; ou a la -arrestine,, est recyclé d’'une manicre dépendante du trafic
endocytotique et une stimulation par un agoniste induit une régulation a la baisse (Bawolak et
coll., 2009). La désensibilisation ainsi que I’endocytose du RB, suivent les paradigmes établis
pour les RCPGs qui préconisent le role que jouent les B-arrestines; apres la phosphorylation du
RB,, les B-arrestines s’associent et permettent 'endocytose (Bawolak et coll., 2011). Une étude
exploitant la méthode de fluorescence recovery after photobleaching (FRAP) est en mesure
d’estimer le temps d’association du complexe RB,-B-arrestine, et en est venu a la conclusion
que ce dernier était d’environ deux minutes (Gousseva et coll.,, 2008). De plus, cette étude a
validé une version de la B-arrestine, tronquée, ayant supposément plus d’affinité pour le RB,, et
celle-ci forme un complexe avec le RB, qui reste associé presque trois fois plus longtemps au
récepteur que la [B-arrestine, non-tronquée (Gousseva et coll, 2008). La distribution
subcellulaire de la [B-arrestine, et de la B-arrestine, est influencée par leur séquence en C-
terminal et la liaison de ces dernieres au RB, influence grandement la désensibilisation, la
séquestration et le recyclage du récepteur (Oakley et coll, 2000). L’endocytose du RB, a
longtemps été percue indépendante des molécules de clathrine et médiée par une séquestration
des récepteurs au niveau des cavéoles mais une récente ¢étude exploitant un systeme de
bioluminescence resonance energy transfer (BRET) (Hamdam et coll, 2007) a catégorisé
I'internalisation des RB, dépendante des molécules de clathrine et des -arrestines. Toutefois, il

existe une possibilité quune population de RB, soit retrouvée aux cavéoles et/ou radeaux
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lipidiques et que cette dernicre y soit transloquée transitoirement sans étre séquestrée (Lamb et
coll,, 2002). II se pourrait que 'endocytose du RB, soit dépendante du type cellulaire car
certaines protéines impliquées dans les voies signalétiques du RB, ainsi que le récepteur méme
sont associés aux cavéoles dans les cellules endothéliales (Frank et coll.,, 2003). De plus, des
études exploitant des signaux optiques, générés par la lignée cellulaire cancéreuse A431, ont
révélé que la rupture des domaines enrichis en cholestérol supprimait environ 50% de
I'endocytose des RB, (Fang et coll.,, 2005). Ce modc¢le démontre que les RB, n’empruntent pas
une voie endocytotique exclusivement et que plusieurs voies peuvent coexister pour
désensibiliser les récepteurs et recruter des voies signalétiques intracellulaires post-
endocytotiques. Egalement, les RB, peuvent endocytoser de volumineux complexes ligand-
anticorps sans présenter des signes autophagiques tel que confirmé par exploitation de

nanomatériaux enrobés d’anticorps (Bawolak et coll., 2011).

1.4.4.3 Dégradation et recyclage du réceptenr B,

Le sort du RB,, lorsqu’il est internalisé, s’avere étre dicté par certains acides aminés présents
sur sa queue C-terminale; une substitution de la queue du RB, par celle du RB, atténue la
proportion de récepteurs recyclés et dirige le RB, vers la dégradation lysosomale (Enquist et
coll., 2007). Effectivement, la queue C-terminale du RB, activé est la cible de phosphorylations,
effectuées par les GRKSs, permettant de recruter une B-arrestine qui agit a titre de protéine
d’échaffaudage, facilitant I’association de plusieurs autres molécules impliquées dans le
recyclage (Kim et Benovic, 2002). A cet égard, lorsque la queue du RB, est mutée pour
augmenter Paffinité de sa liaison a la B-arrestine, les complexes résultants demeurent au niveau
des endosomes et le recyclage est ainsi interrompu (Simaan et coll.,, 2005). Une observation
similaire est obtenue lors de la stimulation du RB, par un agoniste résistant au métabolisme qui
empéche un recyclage classique (redistribution des RB, a la membrane plasmique observée
apres trois heures de stimulation) révélant qu'une dissociation de I’agoniste permet le recyclage
du récepteur : des enzymes endosomales doivent étre responsables de la dégradation du ligand
(Bawolak et coll., 2012). De plus, il a été démontré que 30 minutes apres la stimulation du RB,

par un agoniste fluorescent, le complexe récepteur-ligand est localisé aux endosomes précoces
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(colocalisation du complexe et de Rab5) : le RB, est dirigé vers la station régissant le trafic
endocytotique (Gera et coll., 2011a). De plus, la stimulation du RB,, par un ligand modifié en
N-terminal par ajout d’'une molécule fluorescente permet d’observer que le ligand parcourt le

trajet endosomal (Rab5 et Rab7) jusqu’au lysosome pour y étre dégradé (Gera et coll., 2011a).

1.4.5 Récepteurs de ’histamine

Pour médier ses effets pléiotropiques, I’histamine doit entrer en contact avec un ou plusieurs
des quatre RCPGs de I’histamine (H,, H,, H; et H,) présents sur des types tout aussi variés de
cellules : nerveuses, dendritiques, endothéliales, muscle lisse vasculaire, neutrophiles,
macrophages, hépatocytes, etc (Jutel et coll., 2009). Par contre, il y a une prévalence
d’incidence d’activation des récepteurs H; (RH,) et H, de I'histamine et donc les symptomes
allergiques qui apparaissent chez ’humain sont majoritairement dus a ces 2 récepteurs, mais

d’une manicre prépondérante au RH,

1.4.5.1 Le Réceptenr H, de ['histamine

Le RH, est un RCPG de la famille apparentée a la thodopsine qui peut induire, entre autres, la
vasodilatation, la perméabilisation vasculaire, la bronchoconstriction, la contraction de muscles
lisses, de la vasodilatation a l'instar du RB, de la BK (Akdis et Simons, 20006). De plus, le RH,
est associ€ a la sous-unité G, activatrice de la phospholipase C, a Iinstar du RB, des kinines

(Simons et Simons, 2011)

1.4.4.2 Antagonisme du RH,

Les quatre types de récepteurs de I’histamine détiennent une activité constitutive et peuvent
alors provoquer des effets physiologiques sans que son agoniste n’ait pu intervenir dans la

cascade signalétique (Simons, 2004). Donc cette activité intrinseque des récepteurs suggere que
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la forme active et inactive des récepteurs soit en équilibre et que I’équilibre tendrait vers la
conformation inactive pour la majorité des récepteurs d’une population mais que certains
récepteurs seraient activés de maniere spontannée. Par contre, depuis peu, I'appellation des
antagonistes de I’histamine (antihistaminiques) est changée pour agonistes inverses car ils se
lient spécifiquement a la conformation inactive et suppriment lactivité intriseque des
récepteurs par un déplacement de I’équilibre de la population totale des récepteurs vers une
conformation inactive (Simons et Simons, 2011, de Ligt et coll., 2000). La premicre génération
d’antihistaminiques pour le RH, est non spécifique aux récepteurs de Thistamine (bloque
d’autres types de récepteurs) et ces molécules peuvent traverser la barricre hémato-
encéphalique et provoquer de la somnolence, une perte des fonctions cognitives et affecter les
performances psychomotrices (Leurs et coll,, 2002). Pour remédier a cette situation, une
seconde génération d’antihistaminiques fut introduite pour usage clinique vers 1980 et ces
molécules détiennent une forte affinité aux RH,, ne traversent pas la barriecre hémato-

encéphalique et ont peu d’effets secondaires (Simons, 2004).

1.4.4.3 Agoniste inverse du RH : la cétirizine

La cétirizine est un agoniste inverse qui fait partie de la deuxieme génération d’antihistaminique
et est un métabolite principal (45%) de ’hydroxyzine duquel un groupement alcool est oxydé
en groupement carboxylique pour générer la cétirizine (Nojavan et Fakhari, 2011). La cétirizine
est un mélange racémique de deux énantiomeres, la levocétirizine et la dextrocétirizine et son
efficacité thérapeutique a ¢été démontrée pour les rhinites allergiques saisonnicéres et
pérenniales, l'urticaire, la dermatite atopique, la toux et P'asthme allergique et les réactions
locales aux piqares de moustiques (Curran et coll., 2004). Les effets antihistaminiques de la
cétirizine seraient attribuables a ’énantiomere R (Iévocétirizine) et au groupement carboxylique
spécifique de ce métabolite qui lui procure un taux de dissociation tres lent (Gilliard et coll.,
2002). De ce fait, cette lente dissociation peut étre exploitée dans une stratégie de pro-drogue
étant donné que, dans un systeme biologique, les cinétiques d’hydrolyse des médicaments par
les composantes enzymatiques sont des facteurs limitants complexes. Ainsi, chaque fraction
libérée lie son récepteur et y reste associé jusqu’a ce que toutes les réactions d’hydrolyse soient

complétées.
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Figure 6. Représentation de I'action moléculaire de la cétirizine (agoniste inverse) sur le récepteur H;
de Ihistamine. La cétirizine permet 'immobilisation des récepteurs dans la conformation inactive et
empéche toute activité intrinseéque suite a un déplacement de I’équilibre vers la conformation inactive.
(Adapté de Simons et Simons, 2011).

1.5 Objectifs des travaux

Nos travaux visaient a approfondir notre connaissance sur I’étendue de la capacité
d’endocytose d’un complexe formé d’un ligand et du RB, et d’explorer la faculté des enzymes

appartenant au SKK, notamment I’ECA, de cliver divers substrats.

Le premier volet de I'étude consistait a exploiter des peptides pourvus dun espaceur
permettant le couplage d’'une séquence bifonctionnelle ou dun cargo. Deux ligands du RB,,
Pagoniste B-9972 et antagoniste B-9430, furent couplés a une molécule fluorescente (FITC)
dans le but d’obtenir des outils d’imagerie cellulaire dotés d’une bonne affinité pour le RB,. Ces
deux ligands fluorescents furent caractérisés et ont été employés a titre de témoins dans les
autres expériences. Fgalement, des peptides détenant un épitope myc ont été employés pour
tester hypothése qu’un anticorps peut lier un ligand et étre coendocytosé. Ces deux ligands
bifonctionnels ont été caractérisés et la complémentarité moléculaire épitope-anticorps a été

étudiée. De plus, des peptides cargos, chacun conjugué a une molécule aux propriétés
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distinctes, ont été caractérisés. Par exemple, le peptide cargo comprenant I’AlexaFluor 350 a
servi de modele de localisation intracellulaire post-endocytose. Ainsi, des études basées sur les
mécanismes d’endocytose connus permettront d’effectuer des colocalisations avec des
protéines impliquées dans I'endocytose, notamment les 3-arrestines et EEA1 (effecteur de
Rab5). Tous ces peptides pénétrent dans les cellules cibles via une endocytose récepteur-

spécifique et sont subséquement colocalisés avec les protéines endosomales.

Le deuxiéme volet était plutot axé sur Penrichissement de nos connaissanceS du métabolisme
d’un peptide naturel et d’'un agoniste artificiel au sein de systemes biologiques. Ainsi, une étude
détaillée du peptide cargo détenant la cétirizine a son extrémité N-terminale a été effectuée. De
ce fait, sa possible bivalence pour le RB, et le RH, de I’histamine a été évaluée. Ainsi, la CTZ-e-
ACA-BK permit de vérifier si une libération de la cétirizine seule ou des fragments de la
cétirizine pouvaient agir via les récepteurs de histamine et antagoniser les effets engendrés par
I’histamine. On émet ’hypothese que CTZ-e-ACA-BK agisse a titre de pro-drogue nécessitant
I'action d’hydrolyse d’'une enzyme présente dans le systeme étudié pour révéler son activité
antihistaminique latente. Fgalement, avec la découverte d’un peptide libéré par une enzyme du
neutrophile, la protéinase 3, certaines questions concernant la relation qu’il entretiendrait avec
le SKK ont émergées. Ainsi, PTECA hydrolyse la BK et pourrait, de la méme maniere,
hydrolyser les liens peptidiques de la Met-Lys-BK-Ser-Ser et produire un peptide d’affinité
supérieure pour le RB,. Nous tenterons d’élucider I'implication du métabolisme de PECA dans
lactivation métabolique des deux peptides (CTZ-se-ACA-BK et Met-Lys-BK-Ser-Ser).
L’exploitation de systemes biologiques sera essentielle, dans ce volet, pour illustrer la capacité
des enzymes tissulaires, présentes au niveau vasculaire, a effectuer les réactions d’hydrolyses

peptidiques qui permettont de potentialiser les effets contractiles des ces deux peptides.
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1 Synthése peptidique

Tous les peptides présentant une extension en N-terminal ainsi que Met-Lys-BK-Ser-Ser ont
été produits par synthése en phase solide, purifiés et caractérisés a l'aide des méthodes
générales décrites précédemment (Gera et coll. 1996) par notre collaborateur, le Dr Lajos Gera
(Université du Colorado, Denver). Ainsi, des groupements chimiques protecteurs (Boc, Fmoc,
Toc, Tos), activateur (HOBt) ou cyclisateur (BOP) ont permis I'assemblage de plusieurs

peptides selon des méthodes de synthése chimiques nouvelles ou bien établies.

2.1.1 Peptides fluorescents

Les peptides B-9972 (D-Arg’,[Hyp’lgl’,Oic’,Igl’|-BK) et son isomére B-9430 (D-
Argo,[Hyp3,Ig15,D—Igl7,Oic8]—BK), un agoniste et un antagoniste du RB,, respectivement, ont
précédemment été rapportés; B-9972 est un agoniste résistant au métabolisme et B-9430 est un
antagoniste puissant (Bawolak et coll., 2007). La méthode d’obtention de nouveaux peptides
fluorescents consistait en I'utilisation des sels d’acides trifluoroacétiques de B-9972 et B-9430
qui furent mis présence de fluorescéine-5-isothiocyanate (FITC) et de N,N-
diisopropyléthylamine (DIEA) dans un solvant diméthylformamide (DMF) (Fulop et coll.,
2007). Cette méthode d’acylation des peptides en N-terminal par FITC (isomere I, Molecular
Probes, Inc.) a permis d’obtenir des peptides couplés au Na-fluorescéine-thiocarbamoyle

(FTC); FTC-B-9972 et FTC-B-9430 (Gera et coll., 2012a).
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2.1.2. Peptides détenant un épitope myc

L’ajout d’'un épitope myc, qui est une séquence pouvant ¢tre reconnue par des anticorps
monoclonaux commerciaux, a été rapporté pour le RB, (Bawolak et coll, 2011) et le RB,
(Morissette et coll., 2004). I.’épitope myc a été utilisée pour concevoir des peptides pouvant
étre détectés par ajout d’un anticorps anti-myc fluorescent. Les peptides qui ont été conjugués
a cet épitope sont la BK et I'agoniste B-9972. Etant donné que Iépitope myc est assez
volumineux (composé de dix acides aminés), un espaceur, basé sur la maximakinine, a été
introduit pour permettre une certaine latitude pour la liaison de I'anticorps. Ainsi, les acides
aminés K, G et P ont servi de séquence charnicre et les peptides résultants, myc-KGP-B-9972
et myc-KGP-BK, ont été synthétisés a I'aide d’une résine préchargée (Boc-Arg(Tos)-O-résine)

par stratégie Boc standard.

2.1.3 Peptides cargos

La bradykinine et un espaceur e-aminocaproyl (e-ACA), dont le propre groupement N-terminal
fut protégé par Fmoc, furent couplés a une molécule d’intérét ce qui nous a permis d’obtenir
les peptides qui présentent une extension en N-terminal et ce, par une méthode exploitant
BOP/HOBt/DIEA sur phase solide (Gera et coll., 2012a). Les peptides conjugués qui ont été
générés sont la CTZ-e-ACA-BK et I'acide carboxylique du ferrocene (FeC) couplé avec e-
ACA-BK (FeC-e-ACA-BK). Le troisieme peptide conjugué, qui est constitué de I’AlexaFluor-
350 couplé a e-ACA-BK (AF350-e-ACA-BK), a du étre synthétisé différemment par une
nouvelle méthode faisant intervenir un ester carboxylique succinimide d’AF-350 (N-
hydroxysuccinimide-AF350) et le e-ACA-BK en présence de HOBt/DIEA (Cepeniene et coll.,
2011).
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2.1.4 Met-Lys-BK-Ser-Ser

Ce tridécapeptide, aussi appelé PR3-kinine, est issu d’'un clivage du KHPM du SKK par la
protéinase 3 du neutrophile (Khan et coll., 2009). Cette enzyme se retrouve au niveau de la
membrane plasmique du neutrophile humain et est généralement libérée lors de la
dégranulation des granules azurophiles, spécifiques et sécrétoires. La protéinase 3 est activée
lors de sa translocation dans un environnement neutre (Gabillet et coll., 2012). Met-Lys-BK-
Ser-Ser (M-K-BK-S-S) a été obtenu a partir de la stratégie Fmoc sur résine Merrifield selon la

procédure de synthése en phase solide standard (Gera et coll., 2008a).

2.2 Culture cellulaire et transfections

Les cellules CHO (cellules d’ovaires d’hamster chinois) ont été cultivées dans le milieu DMEM
(Dulbecco's modified Eagle medium) supplémenté avec du FBS (10 %), de la L-glutamine (2
mM) et des antibiotiques (pénicilline et streptomycine 1%). Les cellules HEK 293a, sous-
clones des cellules HEK 293, obtenues de Sigma-Aldrich, furent cultivées dans le méme milieu
que les cellules CHO. Les cellules HEK 293 exprimant stablement la protéine de fusion RB,-
GFP, produites a partir de cellules HEK 293 obtenues de I’American Type Culture Collection
(ATCC; Manassas, VA), quant a elles, ont été cultivées dans du milieu «a-MEM (x-Minimun
Essential Medium) supplémenté avec du FBS (10 %), avec la L-glutamine (2 mM), les
antibiotiques (pénicilline et streptomycine 1%) et de la généticine (500 pg/ml) pour
sélectionner les cellules exprimant le transfectant grace a une insertion du gene de résistance a
la néomycine. Les cellules CHO et HEK 293a ont été transfectées par utilisation du réactif de
transfection ExGen 500 (MBI Fermentas Inc.; 7 équivalents d’ExGen 500 pour 1 équivalent
d’ADN) Subséquemment, le réactif de transfection Turbofect (Thermo Scientific Inc.) a été
utilisé a cause de la discontinuation de la production d’ExGen 500. Les deux produits ont été
utilisés lorsque les cellules atteignaient 70% de confluence, pour une durée variant entre 12 et

48 heures et selon les procédures décrites par le manufacturier. Deux vecteurs codant pour le
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RB, précédemment décrits furent particulierement employés; le vecteur myc-RB, (Bawolak et
coll.,, 2011) et le vecteur codant pour le RB, de type sauvage du lapin (Bachvarov et coll,
1995). Le vecteur peACE codant pour PECA ainsi que les deux vecteurs codant pour des
mutants de TECA (peACE-NT1-active et peACE-Cl-active), dont un des deux sites catalytiques
est inactivé par substitution de deux acides aminés histidines par un acide aminé lysine (Wei et
coll., 1992), sont des dons du Professeur Pierre Corvol INSERM, Paris, France). Le vecteur
codant pour la B-arrestine,-GFP (Bernier et coll., 2007) est un don du Docteur Michel Bouvier
(Université de Montréal, QC, Canada) alors que celui codant pour la [-arrestine,-Cherry
Fluorescent Protein (cherryFP) (Bawolak et coll.,, 2009) est un don du Docteur Jean-Martin
Beaulieu (Université Laval, QC, Canada). Le vecteur codant pour EEAT-FYVE-GFP est un
don du Docteur Tamas Balla (NICHD, NIH, Bethesda, MD, USA). Le vecteur codant pour le
RH, (clone HRHO0100000 inséré dans le vecteur pcDNA3.1) a été obtenu au centre de
ressource cDNA de ’'Université du Missouri-Rolla (Rolla, MO).

2.3 Microscopie a fluorescence

Toutes les cellules destinées a la microscopie ont été cultivées dans des pétris de 35 mm. Ces
cellules ont été stimulées par addition de substances directement dans les pétris ou par ajout de
substances pré-mélangées au milieu de culture des pétris avant la stimulation et ce, pour une
durée variant de 15 minutes a 3 heures et ensuite incubées a 37°C (atmospheére saturée en eau
avec 5% CO,). Si les cellules exprimaient stablement le RB,-GFP ou transitoirement une
protéine fluorescente, les lavages avant 'observation n’étaient pas effectués. Par contre, si un
composé fluorescent agissait a titre de stimulant, 3 lavages étaient généralement accomplis. Par
la suite, le milieu dans lequel les cellules baignaient était enlevé pour pouvoir apposer une
lamelle au fond des pétris. De la sorte, la distribution cellulaire a été observée au microscope
sous un objectif normal de 40X ou a l'huile de 100X sur des cellules vivantes exprimant
stablement ou transitoirement des protéines cibles. Pour les peptides cargos, des cellules HEK
293 RB,-GFP ont été utilisées pour déterminer si la localisation intracellulaire de ce récepteur

correspond aux effets obtenus par stimulation d’un véritable agoniste du RB2. En plus de ces
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peptides, un exces de lantagoniste du RB,, le LF16-0687 (5 uM) (don de Laboratoires
Fournier, Daix, France), était additionné a certains pétris pour s’assurer de la spécificité des
effets des peptides. Pour le peptide AF350-e-ACA-BK, une colocalisation des cellules HEK
293 RB,-GFP était possible grace aux longueurs d’onde d’excitation et d’émission distinctes de
la portion AF350 du peptide. De plus, des cellules exprimant myc-RB, cotransfectées avec la 3-
arrestine,-GFP ou la EEA1-FYVE-GFP ont été utilisées pour une stimulation du RB, par
AF350-e-ACA-BK (essais de co-localisation). Pour les expériences concernant FTC-B-9972 (5
uM), CF-e-ACA-BK (5 uM) et FTC-B-9430 (100 nM) des cellules exprimant myc-RB, ou non
ont été utilisées. Toutes les expériences exploitant un anticorps fluorescent faisaient référence a
I'anticorps monoclonal dirigé contre Iépitope myc couplé a I’AlexaFluor-488 (clone 4AO0,
dilution 1:500; Millipore). Des cellules HEK 293a ont été transfectées soit avec myc-RB, ou le
RB, sauvage de lapin (parfois cotransfectées avec B-arrestine,-cherryFP) et stimulées avec la
BK (100 nM) ou un des peptides présentant un épitope myc (myc-KGP-BK ou myc-KGP-B-
9972 5 uM) en présence ou non de anticorps fluorescent. A titre de témoins, quelques pétris
furent stimulés avec FTC-B-9430 (100 nM) ou FTC-B-9972 (5 uM). D’autres expériences,
utilisant les cellules HEK 293 RB,-GFP, furent conduites pour confirmer le sort des récepteurs
lors d’une stimulation de 3 h par rapport au temps habituel de 30 min par ajout de la BK ou de

myc-KGP-B-9972 (1 ou 10 uM).

2.4 Essais de contractilité

La réalisation de mesures de contractilité fait appel a des procédures approuvées par deux
comités d’éthique locaux (expérimentations humaines et animales). Ainsi, des lapins males
(New Zealand White, 1,5-2 kg) furent utilisés pour 'obtention de bandelettes de 3 cm de veine
jugulaire (Houle et coll, 2000). En second lieu, des cordons ombilicaux provenant
d’accouchements par césarienne élective ont été disséqués pour en extraire la veine ombilicale
humaine et qui fut ensuite coupée en anneaux de 2-3 mm. Dans des bains a organes isolés de 5
ml, contenant une solution de Krebs (117,5 mM NaCl, 4,7 mM KCl, 1,2 mM KH,P0,, 1,18
mM MgS0,, 2,5 mM CaCl,, 25 mM NaHCO; et 5,5 mM D-glucose) oxygénée (95 % 0,: 5%
C0,) et chauffée (37°C), les tissus mentionnés ci-haut furent accrochés au fond et suspendus

par un fil sous une tension de 0,5 g pour les bandelettes de veine de lapin et de 2 g pour les
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anneaux d’aorte de lapin et de veine ombilicale humaine. Cette tension basale est nécessaire
pour lenregistrement des variations de contraction des tissus par un transducteur de force
isométrique (modele 52-9545; Harvard Apparatus, South Natick, MA) relié a un enregistreur.
Ainsi, des courbes concentration-effet furent construites pour mesurer la puissance de
nouveaux ligands des RB, quantifiée selon 'EC,, (concentration effective pour atteindre la
moitié de Peffet maximal) des agonistes testés pour chaque type de récepteur. Les contractions
ont été exprimées en pourcentage de contraction maximale induite par 'agoniste de référence

(BK) enregistrées dans les tissus utilisés.

2.4.1 Mesure de Pactivité antagoniste des ligands

Les valeurs d’EC;, sont celles calculées pour les agonistes lors des essais de contractilité tandis
que Iéchelle pA, mesure la puissance des antagonistes. Lors d’un ajout d’'un antagoniste
compétitif dans un essai de contractilité, la courbe concentration-effet obtenue pour un certain
agoniste sera déplacée vers la droite. De ce fait, seulement les antagonistes compétitifs peuvent
détenir une valeur de pA,. Le pA, est obtenu par un calcul de rapport des doses qui est
transformé en log de ce rapport - 1 et est mis en fonction du log de la concentration d’un
ligand qui servira de valeur témoin : régression de Schild (Gies et Landry., 2007). Les valeurs de
pA, ont été calculées avec un programme informatique (PCS/Pharm; Bawolak et Marceau,
2007). Ainsi, pour mesurer la puissance antagoniste de FT'C-B-9430 dans les essais de
contractilité, une addition de concentrations différentes (0, 250 nM, 1 uM et 5 uM) de ce
dernier, 30 minutes avant la BK, fut effectuée pour produire une courbe concentration-effet de

I'agoniste BK.

2.4.2 Etudes de ligands agonistes du RB, présentant une extension en N-terminal

En ce qui concerne les nouveaux peptides présentant un épitope myc (myc-KGP-BK et myc-
KGP-B-9972), qui s’averent étre deux produits d’extension d’agonistes connus du RB, (BK et

B-9972), 1a veine ombilicale humaine a été employée a titre d’essai biologique fonctionnel du

44



RB,. Les tissus furent pré-équilibrés 3 h et les courbes concentration-effet furent construites
telles que décrites précedemment (Bawolak et coll., 2007). Les deux peptides références ainsi
que les peptides détenant un épitope myc furent, un ou I'autre, ajoutés aux bains. Pour mesurer
les effets de LF16-0687 (10 ou 100 nM) sur le peptide myc-KGP-BK, il était ajouté 30 minutes
avant la construction de la courbe concentration-effet cumulative de ’agoniste. De plus, pour
attester leffet inhibiteur du LF16-0687 sur le peptide myc-KGP-B-9972, dans des bains
contenant I’agoniste en concentration unique (7,4 uM) cet inhibiteur (LF16-0687 100 nM) ou
de la saline furent préalablement additionnés. Finalement, lorsque les contractions atteignaient
des valeurs submaximales, un exces de BK (9,4 uM) fut ajouté pour obtenir des effets
contractiles maximaux. Pour les ligands détenant un groupement fluorescent FTC (FT'C-B-
9972 et FT'C-B-9430), qui sont des dérivés de 'agoniste B-9972 et de I'antagoniste B-9430, les
études de contractilité de la veine ombilicale humaine suivirent la nature des composés étudiés.
Pour FTC-B-9972, nous avons fait une comparaison des effets contractiles de ce peptide avec
ceux de la BK, représentés par les courbes construites lors d’un ajout cumulatif de 'un ou
I'autre de ces peptides a la suite d’une équilibration des tissus d’une durée de 3 h. Egalement,
une comparaison de leur temps de relaxation fut effectuée, suite a une stimulation maximale, et
obtenue par un lavage des obtention du plafond de 'effet contractile. Les peptides détenant
une portion étiquetée comme cargo (AF350-e-ACA-BK, FeC-e-ACA-BK et CTZ-s-ACA-BK)
furent introduits, dans les bains a organes isolés, apres un temps d’équilibration de 3 h des
anneaux de veine ombilicale humaine et des courbes concentration-effet cumulatives aux 3

peptides ainsi qu’a la BK furent construites.

2.4.3 Etudes de la Met-Lys-BK-Ser-Ser

Pour approfondir les effets contractiles de la M-K-BK-S-S sur des systemes biologiques
susceptibles d’étre concernés par laction de ce peptide dérivé d’une nouvelle voie de
formation, nous avons utilisé les veines isolées de lapin et de cordon ombilical humain, qui
sont représentatives des effets médiés par le RB,. Les segments de veines ombilicales humaines

ont été pré-équilibrés pour une durée de 3 h avant la construction des courbes concentration-
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effet. Ensuite, un ou lautre des peptides (M-K-BK-S-S ou BK) fut ajouté de manicre
cumulative et ce en présence de DMSO, de l'antagoniste LF16-0687 ou de l'inhibiteur de
IECA, préalablement ajoutés 30 minutes avant les peptides a I’étude. Dans les expériences
concernant les veines jugulaires de lapin, une confirmation de la suceptibilit¢ de M-K-BK-S-S a
I'hydrolyse par les ECA endogenes a été faite par 'emploi optionnel de l'inhibiteur de PECA
(énalaprilat 100 nM). A des fins de comparaison, des courbes concentration-effet ont été

produites, de maniere identique, pour 'agoniste naturel préférentiel du RB,, la BK.

2.4.4 Etudes du ligand latent du récepteur H, libéré a partir de CTZ-e-ACA-BK

Pour effectuer des essais de contractilité sur un systéeme biologique exprimant naturellement les
deux récepteurs (RB, et RH,), nous avons opté pour 'emploi d’anneaux de veine ombilicale
humaine qui peuvent aussi générer d’importantes réponses contractiles (Marceau et coll,
1994). Les anneaux furent pré-équilibrés dans les bains a organes isolés par lavages successifs
avec le tampon de Krebs et ce, pour une durée de 2,5 h. Deux protocoles ont été suivis; le
premier visant a s’assurer que la cétirizine seule pouvait inhiber les effets contractiles de
I’histamine sans nuire a ceux exercés par la BK et le deuxiéme pour attester la capacité du
peptide CTZ-s-ACA-BK a inhiber les effets contractiles médiés par histamine. Les courbes
concentration-effet du premier protocole pour Ihistamine, avec ou sans cétirizine (25 nM),
furent construites 4 h suivant le montage des tissus dans les bains et celles de la BK, en suivant
le méme mode opératoire, 3 h suivant le montage. Dans les expériences du deuxieme
protocole, tous les tissus furent traités avec le LF16-0687 (1 uM) pour effectuer un blocage
permanent du RB, dans I’éventualité ou certains effets qui en dépendent pourraient interférer
dans les enregistrements des effets contractiles médiés par histamine. Ensuite, 3 h apres le
montage des tissus dans les bains, la CTZ-e-ACA-BK (0,59 uM) fut introduite et 1 h apres ce
peptide, Phistamine était ajoutée de maniere cumulative pour effectuer la construction des
courbes concentration-effet. Le deuxieme protocole comportait aussi un traitement optionnel a
I'omapatrilate, un inhibiteur mixte de 'ECA et de la NEP, afin de déterminer si leffet
antihistaminique conjugué de la cétirizine dépend de la dégradation de la partie peptidique de

ce peptide.
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2.5 Essais de liaison

Pour estimer Paffinité des différents ligands pour un récepteur donné, nous avons effectué des
essais de liaison sur des cellules adhérentes intactes, cultivées dans des plaques de 24 puits et
incubées ou non avec des compétiteurs en présence d’un radioligand correspondant au
récepteur en question. Effectivement, 'emploi d’un agoniste naturel (BK), d’un antagoniste
(pyrilamine) et d’un inhibiteur (énalaprilate), modifiés par substitutions d’atomes d’hydrogene
par des atomes de tritium, a permis d’estimer la population résiduelle des récepteurs en
présence de compétiteurs ou encore de mesurer laffinité de ces radioligands pour un certain
type de récepteurs. Pour le RB,, la ['H|BK (PerkinElmer Life and Analytical Sciences, Boston,
MA; 60-90 Ci/ mmol) a été employée, pour 'ECA, I'[’H]énalaprilate (produite par le Dr Victor
Sidorov, a pattir de I’énalaprilate pure obtenue chez Kemprotec Ltd; 20-30 Ci/ mmol) et pour
le RH,, la ["H]pyrilamine (American Radiolabeled Chemicals, Inc. St. Louis, MO; 20 Ci/
mmol). Une méthode générale est suivie avec quelques modifications de manipulations qui
dépendent du type cellulaire, des compétiteurs et du récepteur cible. La procédure pour le RB,
a été décrite précédemment (Bawolak et coll., 2007) et de TECA (Koumbadinga et coll., 2010).
La procédure pour le RB, a été appliquée telle quelle pour le RH,. Les cellules étaient
premic¢rement rincées avec 1 ml de tampon de liaison approprié (préchauffé a 37°C pour
IECA), rincées une deuxieme fois avec 0,5 ml : ce volume restait dans le puits et servait de
milieu réactionnel. Ensuite, les compétiteurs étaient ajoutés, suivi d’une quantité de radioligand
qui était constante dans tous les puits; [H|BK (3 nM), I'’H]|énalaprilate (2 nM) et la
[’H]pyrilamine (2 nM). Dans d’autres cas, nous voulions établir des courbes de saturation des
récepteurs; alors une concentration croissante de radioligand était ajoutée a différents puits;
PH]BK (0,5-7 nM) et [H]pyrilamine (0,25-4 nM). De plus, dans toutes les expériences de
liaison, des puits appariés étaient employés pour mesurer la liaison non spécifique par ajout
d’un exces de la version non tritiée du radioligand utilisé. Apres une incubation de 90 min sur
glace pour le RB, et le RH, et une incubation de 60 min a 37°C pour PECA, les puits étaient

promptement rincés trois fois avec du PBS IX pH 7.4 glacé. Apres les ringages, les puits
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étaient laissés a sec pour dissoudre les cellules par addition de 1 ml de NaOH 0,1 M et les
suspensions résultantes étaient transférées dans 7 ml de liquide de scintillation (EcoLite(+),
Fisher Scientific Inc.) dans lequel la radioactivité émise, par les radioligands liés aux récepteurs,
était comptée pendant 2 min. I affinité des ligands est traduite en IC,, (concentration d’un
ligand non-radiomarqué qui inhibe la moitié de la liaison du radioligand) par dépouillement des
courbes concentration-effet obtenues (Gies et Landry., 2007). Les essais de compétition de
RB, ont été réalisés sur des cellules HEK 293 exprimant stablement la protéine de fusion RB,-
GFP dans un tampon maintenu a 4°C (PBS 1 X, 0,02% azoture de sodium, 0,1 % BSA
supplémenté avec 1 mM PMSF, 1 uM captopril). Les essais de compétition de PECA ont été
faits sur des cellules HEK 293a transfectées transitoirement avec un vecteur ’ADN codant
pour PECA de séquence humaine dans un tampon de liaison préchauffé (M199, pH 7.4,
supplémenté avec 0.02 % azoture de sodium, 0.1 % BSA). D’autres essais de compétition ou
de saturation reposaient sur lutilisation de cellules CHO transfectées transitoirement avec
myc-RB, ou RH, dans le méme tampon que les essais du RB,. En plus des essais de
compétition, une variation de ce protocole a été élaborée pour vérifier une possible libération
de la cétirizine par dégradation de la CT”Z-e-ACA-BK dans les pétris lorsque mis en contact
avec des cellules HEK 293 RB,-GFP ou HEK 293a transfectées avec 'ECA. Dans ces cas, le
milieu conditionné de ces stimulations sur pétris, a 37°C, a été produit dans un tampon de
liaison modifié (PBS 1 X, 0,1 % BSA), récolté et congélé. Les stimulations sur pétris de cellules
HEK 293 RB,-GFP ont été réalisées avec la CTZ-e-ACA-BK (1 uM) en présence ou non de
I'inhibiteur du RB,, le LF16-0687 (1 uM). Celles effectuées sur cellules HEK 293a ECA ont été
incubées avec la CTZ-e-ACA-BK (1 uM) en présence d’omapatrilat (1 uM) ou non (Bristol-
MyersSquibb, Princeton, NJ) qui est un inhibiteur double : ECA (IC;, = 5 nM ) et NEP (IC,,=
9 nM) (Blais et coll, 2002). Ensuite, les milieux conditionnés étaient utilisés comme

compétiteurs de la ['H]pyrilamine sur des cellules CHO transfectées transitoirement avec RH,.

2.6 Fractionnement cellulaire

L’isolement des membranes fut opérée sur des cellules HEK 293a non transfectées ou

transfectées avec un ou l'autre des mutants de PACE (peACE-N1-active ou peACE-Cl-active)
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pour supporter les essais enzymatiques. Ces cellules étaient cultivées dans des flacons de 75
cm’, jusqu’a confluence, pour étre décollées et homogénisées a 'aide d’un piston verre-verre,
sur glace, dans 250 ul de tampon sucrose (250 mM sucrose, 20 mM tampon tricine, 1 mM
PMSF, 10 mg/ml leupeptine, 2 mg/ml pepstatine, 10 mg/ml d'inhibiteur de trypsine de soja,
pH 7.5). L’homogénat résultant était soniqué 30 secondes, était centrifugé une premiere fois
(600 g, 10 min) et le surnageant issu de cette centrifugation I’était une deuxieme fois (15000 g,
5 min). Cette fois, le culot de la deuxieme centrifugation fut centrifugé une derniere fois (150
000 g, 3 h). Apres les 3 h de la dernic¢re centrifugation, le culot contenait les membranes
cytoplasmiques. Le dosage des protéines totales pour les essais enzymatiques se fit par

utilisation de I'essai BCA Protein Assay (Pierce) et la quantité de protéines utilisée était de 5 pg.

2.7 Essai enzymatique

Les extraits membranaires normalisés étaient ajoutés, juste avant la lecture, dans une cuvette de
1 ml contenant le substrat FRET de I'ECA, Abz-Phe-Arg-Lys(Dnp)-Pro-OH (Bachem,
Torrance, CA; 10 uM), chez lequel la fluorescence est latente et est révélée lors de son
hydrolyse par TECA, dissout dans un tampon Tris—HCI 0,1 M supplémenté de NaCl 0,05 M,
ZnCl, 10 uM, pH 7.0). Avant I'addition des membranes dans la cuvette, la BK, la M-K-BK-S-
S, en concentrations croissantes ou Iénalaprilat (100 nM) furent ajoutés pour agir a titre de
compétiteurs au substrat fluorogénique de PECA. Les cuvettes ont été déposées dans un
spectrophotometre Aminco Bowman Series 2 luminescence, maintenues a 37°C, constamment
agitées a l'aide d’un agitateur magnétique et ce, pour étre excitées a 320 nm. La lecture de la
fluorescence émise par les échantillons s’est effectuée a 420 nm pour une durée de 600 s. Les
valeurs entre 200 s a 600 s ont été utilisées pour faire les calculs des pentes

Afluorescence/Atemps.
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3. RESULTATS

3.1 Peptides détenant une extension en N-terminal

La création de nouveaux outils moléculaires permet 'approfondissement des connaissances de
plusieurs processus cellulaires et dans cette optique, différents peptides ont été produits dans le
but d’examiner I'endocytose et la relation ligand-récepteur (tableau 1). Ainsi, des ligands
fluorescents, des peptides dotés d’'un cargo fonctionnel et un espaceur e-aminocaproyl, des
peptides détenant un épitope myc et un espaceur basé sur la maximakinine (figure 7) et un
peptide produit par le neutrophile humain furent caractérisés et étudiés dans des systeémes

biologiques et des lignées cellulaires ou, a tout le moins, le RB, figure.

! position”

Beptas 3210 [ 1 [z2]3]a]s5]6]7]8 ] 9 [+ o
A gonistes duréceptemr B2/ licands del'ECA
\Premiar paptids parent: BE 4rg | Pro | Pro | Gly | FPhe | Ser | Pro | FPhe | Arg-COOH
CF-sACA-BE CF |s-ACA | Arg |Pro | Pro |Gly | Phe | Ser | Pro | FPhe | Arg-COOH
AF350-s4C A BE CF |s-ACA | Arg |Pro | Pro | Gly | FPhe | Ser | Pro | FPhe | Arg-COOH
CTZ-zACA-BE CTZ | s-ACA | Arg [Pro | Pro | Gly | Phe | Ser | Pro | Phe | Arg-COCH
FeC-sACA-BE Fel |=-4ACA | Arg |Pro | Pro | Gly | Phe | Ser | Pro | Phe | Arg-COOH
rnasimalinin Pl Lys | Oly Pro 4rg | Pro | Pro | Gly | FPhe | Ser | Pro | Phe | Arg-COOH
Iiet-Lys-BE-Ser-Ser Met | Lys | &rg |Pro | Pro |Gly |FPhe | Ser | Pro | Phe | Arg-COOH | Ser | Ser
\Secand peptide parent: B-9572 D-drg | Arg |Pro |Hyp |Gly | Igl | Ser [Oic | Igl | Arg-COOH
FTC-B-9972 FTC | D-Arg | Arg |Pro |Hyp | Gly | Ial | Ser | Oic | Igl Arg-COOH
lAnta gonistes duréceptenr Bz
\Peptide parent: B-9430 D-drg | Arg |Pro |Hyp |Gly | gl | Ser D-Igl] Oic | Arg-COOH
FTC-B-3430 FTC | D-Arg | Arg [ Pro |Hyp | Gly | Igl | Ser D-Igl| Oic | Arg-COCH

Tableau 1. Séquences alignées des substitutions effectuées et des acides aminés des peptides détenant
une extension en N-terminal comparés aux peptides parents

aAbréviations : AF350 : AlexaFluor-350; CF : 5(6)-carboxyfluorescéine; CpG : o-cyclopentylglycine;
CTZ : cétirizine; e-ACA : e-aminocaproyl; FeC : ferrocenoyl; FTC : fluorescéine-5-thiocarbamoyl; Hyp :
trans-4-hydroxyproline; Igl : a-(2-indanyl)glycine; Oic : acide (3as, 7as)-octahydroindole-2-carboxylique

bLa séquence compléte de la maximakinine (19 acides aminés) H-Asp-Leu-Pro-Lys-Ile-Asn-Arg-Lys-
Gly-Pro-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg-OH
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Espaceur

Bradykinine
DLPKINRKGPRPPGFSPFR Maximakinine (19 acides aminés)
EQKLISEEDL Epitope myc (10 acides aminés)
EQKLISEEDLKGPRPPGFSPFR Myc-KGP-BK (22 acides aminés)

EQKLISEEDLKGPIRP Ay G/g/Slic [R ~ Myc-KGP-B-9972(23 acides aminés)

Figure 7. Relation des séquences des agonistes détenant un épitope myc avec la maximakinine. Les
lettres bleues représentent les acides aminés de Iespaceur. Les lettres rouges représentent les acides
aminés de la bradykinine.

3.2 Etude des nouvelles versions fluorescentes des peptides B-9430 et B-
9972

3.2.1 Caractérisation pharmacologique des ligands fluorescents FTC du RB,

Laffinit¢é de FTC-B-9972 (agoniste) et de FTC-B-9430 (antagoniste) pour le RB,, en
comparaison avec laffinité de leur peptides parents (B-9972 et B-9430) pour le méme
récepteur, ont été testées conjointement dans une expérience de compétition de liaison avec le
radioligand ['H]BK sur des cellules HEK 293 exprimant stablement la protéine RB,-GFP
(figure 8). Ces cellules furent incubées, sur glace, avec les deux peptides fluorescents ainsi
qu’avec leur peptide parent pour une durée de 90 min a 37 °C (figure 8). Les peptides
fluorescents FTC-B-9430 et FT'C-B-9972 ont chacun démontré une perte d’affinité lors des
essals de liaison d’un facteur d’environ 8 fois et 50 fois pour le RB,-GFP, respectivement,
comparativement a leur peptide parent respectifs; 'IC,; de B-9972 : 40-68 nM, de FTC-B-
9972: 2205 nM, de B-9430 : 16-22 nM et de FTC-B-9430 : 145 nM (figure 8). Pour compléter
la caractérisation pharmacologique de ces deux peptides, des essais de contractilité basés sur la
veine ombilicale humaine furent effectués étant donné que ce systeme a été validé pour

caractériser des ligands du RB, (figure 9) (Marceau et coll.,, 2010). La courbe obtenue pour
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FTC-B-9972 fut comparée a celle de la BK. La BK présente des EC;, variables selon les tissus
mais les valeurs d’EC,, moyennes obtenues dans les veines ombilicales humaines se situent
entre 10 et 19 nM (Gera et coll.,, 2012a). Les EC,; obtenus dans ces essais traduisent une perte
de puissance contractile d’un facteur 8 pour le FTC-B-9972 (EC,, : 108 nM) comparativement
a Pagoniste préférentiel du RB,, la BK (EC,, :10-19 nM) (figure 9A). De plus, dans les bains ou
la plus haute concentration de ces deux agonistes a été ajoutée, lors de I'obtention d’une
réponse contractile maximale, un lavage fut effectué pour déclencher une relaxation des tissus
(figure 9B). Le temps de demi-relaxation (demi-vie : t, ,) des tissus incubés avec FTC-B-9972
est d’au moins deux fois plus long que pour ceux incubés avec la BK (figure 9B). Pour mesurer
Pactivité antagoniste du FTC-B-9430, une série de concentrations (0-5 uM) fut ajoutée dans les
bains 30 min avant I'ajout de concentrations croissantes de BK (figure 9C). Le peptide
fluorescent a démontré une activité antagoniste légerement plus faible que son peptide parent
(pA, de B-9430 : 7,70 > pA, de FTC-B-9430 : 6,96 *+ 0,8) (figure 9C) et cela a été démontré
par transformation des données obtenues a la figure 9C en régression de Schild et par calcul
des pA, par un logiciel informatique (Bawolak et coll.,, 2007) (figure 9D). La pente obtenue
pour la régression de Schild [-0.80 £0.20 (moyennet erreur-type)] est compatible avec un

antagonisme compétitif.

3.2.2 Distribution de la fluorescence des peptides

Des expériences en épifluorescence ont été effectuées pour visualiser la localisation
subcellulaire des peptides fluorescents. Des cellules HEK 293a surexprimant les récepteurs B,
recombinants de type sauvage de lapin ou myc-RB, ont été stimulées par les deux peptides
fluorescents (FTC-B-9972 : 5 uM ou FT'C-B-9430 : 100 nM) (figure 10A). De plus, des cellules
HEK 293a non transfectées furent pareillement stimulées et servirent de témoins.
L’antagoniste (FT'C-B-9430) présente un marquage général de la membrane plasmique tandis
que lagoniste (FT'C-B-9972) démontre une fluorescence intracellulaire discontinue de
structures ou la fluorescence est condensée. Dans la seconde expérience, des cellules HEK

293a transfectées avec le myc-RB, non stimulées servirent de témoins. Les cellules furent
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Compétition de 3 nM de [°H]BK sur des
cellules HEK 293 exprimant stablement RB,-GFP

vV B-9972(2)
¢ FTC-B-9972 (2-5)
B-9430 (2)

® FTC-B-9430(3)

O

25 4

Liaison spécifique
résiduelle (%)
3

109 10¢ 107 10° 10°
[Compétiteurs non radiomarqués] (M)

Figure 8. Compétition de la liaison de 3 nM de [*H|BK sur des HEK293-RB>-GFP par les peptides B-
9972, B-9430 et leur analogues fluorescents. La liaison spécifique résiduelle obtenue pour chaque ligand
est exprimée en pourcentage de la moyenne * erreur type de la moyenne. Nombre de déterminations
indiquées par les chiffres entre parentheses.
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A. Essai de contractilite de la B. Relaxation obtenue lors d'un

veine ombilicale humaine lavage pendant une
(n=4) - réponse maximale
100 -
qJ —~~
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Figure 9. Essais de contractilité basés sur la veine ombilicale humaine de I’agoniste FTC-B-9972 et de
l'antagoniste FT'C-B-9430. (A) Courbes concentration-effet cumulatives de la BK et de FTC-B-9972 (B)
Temps requis (min) pour une demi-relaxation de la réponse contractile de la veine ombilicale humaine
stimulée par une concentration maximale de BK et de FTC-B-9972 suite a un changement de la
solution de Krebs dans les bains. (C) Effet de I'ajout, 30 min avant la BK de différentes concentrations
de FTC-B-9430 (0- 5 uM) sur la contraction de la veine ombilicale humaine induite par la BK (D)
Régression de Schild pour FT'C-B-9430; la pente obtenue a I'aide du programme PharmStat (Bawolak et
coll,, 2007) est de —0.80 +0.20 (moyenne * erreur-type). (A et C) Les valeurs des réponses contractiles
composant les courbes sont exprimées en % de la moyenne * Terreur-type d'un nombre de
déterminations variant entre 3 et 4 pour les deux types d’essais de contractilité.
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employées pour comparer la distribution et I'intensité de la fluorescence de FT'C-B-9972 avec
le peptide CF-e-ACA-BK, ce dernier étant dégradé au niveau des endosomes (figure 10B).
Pour ces trois conditions, de nombreuses cellules furent individuellement évaluées (témoin=
110, CF-e-ACA-BK: 5 uM, 30 min = 148 et FTC-B-9972: 5 uM, 30 min = 117) pour compter
les structures fluorescentes intracellulaires et I'intensité médiane des pixels des cellules (logiciel
Photoshop 6.0; figure 10B). Comme prévu, le CF-e-ACA-BK présentait, en plus des agrégats
cytosoliques, une fluorescence diffuse uniforme et confirmait ce qui avait été démontré dans
une étude antérieure (Gera et coll.,, 2011a). La différence d’intensité médiane de fluorescence
que les deux peptides fluorescents ont induite est statistiquement significative lorsque
comparée aux images témoins (figure 10B). Effectivement, le CF-e-ACA-BK a émis une plus
grande intensité médiane des pixels comptabilisés dans les cellules (50,4 £ 1,2) par rapport au
FTC-B-9972 (45,4 £ 0,5) et aux cellules témoins (42,0 £ 1,3). Le FTC-B-9972 (agoniste
résistant au métabolisme) a affiché un plus grand nombre de structures fluorescentes
intracellulaires; 8,8 £ 1,8 comparativement a 5.5 £ 0,6 pour le CF-e-ACA-BK et 1,3 £ 0,4

pour les images témoins (valeur qui dépend de 'autofluorescence; figure 10B).

3.3 Etude de la liaison ligand-récepteur des agonistes détenant un épitope
myc

3.3.1 Caractérisation pharmacologique de myc-KGP-BK et myc-KGP-B-9972

Les courbes concentration-effet obtenues lors de I'essai de contractilité effectué a l'aide de
veines ombilicales humaines révelent que myc-KGP-BK détient une plus grande affinité pour
le RB, que myc- KGP-B-9972 avec une affinité 20 fois moindre que celle de la BK pour
contacter les tissus (figure 11A). Toutefois, 'agoniste résistant au métabolisme (B-9972), parent
de myc-KGP-B-9972 est plus puissant que les deux peptides modifiés. Myc-KGP-B-9972,
quant a lui, s’est avérée étre largement moins puissant pour stimuler les effets contractiles
médiés par le RB, avec une perte de puissance d’un facteur de 250, comparativement a la BK

(figure 11A). De plus, 'emploi de 'antagoniste LE16-0687 (Houle et coll., 2000) a révélé que
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Cellules HEK 293a

30 min, 37°C RB, de type
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Figure 10. Distribution de la fluorescence des peptides FTC-B-9972 et FT'C-B-9430 sur différents RB»
recombinants. (A-B) Les cellules témoins ainsi que toutes les images de cellules non transfectées
démontrent seulement de I'autofluorescence. Toutes les images représentent de I’épifluorescence verte.
Représentatif de plusieurs cellules. Grossissement original: 400-1000 X (A) Le peptide FTC-B-9430 a
démontré une fluorescence plutét membranaire lorsque mis en présence, pour une durée de 30 min,
des deux types de récepteurs. (B) Le CF-e-ACA-BK et la FTC-B-9972 se distinguent par leur
fluorescence et ce, aux mémes concentrations : l'un engendre une fluorescence beaucoup plus
cytosolique tandis que l'autre est localisée presque enticrement dans des structures endosomales. La
premiére série d’histogrammes comptabilise le nombre de structures fluorescentes intracellulaires par
cellule T erreur-type et la seconde série mesure Iintensité médiane des pixels de fluorescence verte dans
les mémes échantillons. Le nombre présenté entre les deux séries d’histogrammes correspond au
nombre de cellules comptabilisées. Le test de Kruskal-Wallis indiquait que les trois valeurs des deux
séries étaient hétérogenes (P< 0,0001). Le test de comparaison multiple de Dunn (P< 0,01) a permis de
démontrer que toutes les paires de valeurs possibles différaient significativement une de 'autre.
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les deux peptides détenant un épitope myc sont effectivement antagonisés; myc-KGP-BK
ajouté en concentrations croissantes en présence de 10 ou 100 nM de LF16-0687 (figure 11B)
et 7,4 uM de myc-KGP-B-9972 en présence de 100 nM de LF16-0687 ou de saline (figure
11C). Dans les trois essais, une concentration de 9,4 uM de BK fut ajoutée lorsque les
contractions semblaient submaximales pour atteindre un effet contractile maximal. Les essais
de liaison ont globalement corroboré 'ordre d’affinité établi des peptides. Par contre, les deux
peptides détenant un épitope myc ont démontré 196 a 259 fois moins d’affinité au RB,
comparé a la BK lors des essais de liaison (figure 12), 'espéce pouvant expliquer la différence

(Ia veine est humaine et le RB, recombinant, de lapin).

3.3.2 Evaluation de la complémentarité moléculaire des agonistes détenant un épitope
myc

L’affinité et la spécificité de 'anticorps monoclonal dirigé contre I’épitope myc couplé a I’Alexa
Fluor 488 (clone 4A0, dilution 1:500; Millipore) pour un épitope myc couplé a un récepteur a
été observée (Bawolak et coll., 2007) si bien que I'anticorps a reconnu les séquences myc des
récepteurs transfectés (myc-RB,) dans les cellules permeabilisées. Par contre, I’épitope myc, qui
est d’environ 150 kilodaltons (kDa), est couplé avec la BK qui elle, doit s’imbriquer dans la
rosette de son récepteur pour l'activer, d’ou ’hypothése qu’un espaceur dans la structure du
ligand serait utile. Ftant donné la grande perte d’affinité des peptides myc-KGP-BK et myc-
KGP-BK-B-9972 qui a été observée dans les essais fonctionnels précédents, une visualisation
de la capacité du RB, a étre internalisé, lorsqu’il est complexé a ces peptides, s’est imposée.
Ainsi, pour s’assurer de la validité de notre anticorps et de sa capacité a suivre le KB, lors de
son internalisation, des études en épifluorescence ont été réalisées impliquant la réaction de
I'anticorps anti-myc clone 4A6 conjugué a I’AlexaFluor-488 avec un épitope myc déja étudié,
myc-RB, (Bawolak et coll., 2007) (figure 13). Tous les pétris de ces expériences ont été rincés
trois fois pour garantir la spécificité du signal immunofluorescent (figure 13). Des cellules
transfectées transitoirement avec myc-RB, ou le RB, de lapin de type sauvage furent stimulées
par le peptide antagoniste fluorescent FTC-B-9430 (100 nM) pour une durée de 30 minutes et
ont prouvé 'expression des récepteurs de surface cellulaire (figure 13B). Dans certains pétris,

I'anticorps monoclonal AF488-4A6 (dilution 1: 500) a été incubé seul et a réagi seulement avec
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Figure 11. Essais de contractilité¢ de la veine ombilicale humaine, un essai biologique pour mesurer la
puissance des ligands du RB; détenant une séquence myc. (A) Les effets contractiles de la bradykinine
(BK), du B-9972 ainsi que leur peptide homologue. (B) Effet de I'antagoniste LF16-0687 (10 et 100
nM) sur Peffet contractile du peptide apparenté a la bradykinine. (C) La réponse contractile médiée par
myc-KGP-B-9972 (7,4 uM) telle que modifiée par 'antagoniste LF16-0687. * p < 0.01, test t de
Student. (B et C) Les effets de I'antagoniste LEF16-0687, ajouté 30 minutes avant un des deux agonistes.
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Figure 12. Essais de compétition du radioligand [?H]bradykinine au RB, conjugué a une protéine verte
fluorescente par différents ligands non radiomarqués. La liaison spécifique résiduelle, de 3 nM de
[PHIBK en présence des compétiteurs est exprimée en pourcentage de la moyenne * erreur type de la
moyenne. Nombre de déterminations indiquées par n.
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) AlexaFluor-488-anti-mycAb (4A6), 31 min
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Figure 13. Liaison de 'anticorps monoclonal anti-myc conjugé avec le fluorophore AlexaFluor 488 a
des cellules HEK 293a transfectées transitoirement avec myc-RB2 ou le RB; de type sauvage. Les
cellules sont stimulées a 37°C, pour une durée de 31 min pour celles mises en présence de 'anticorps et
de la BK et 30 min pour les autres. Les cellules stimulées par FTC-B-9430 présentent, pour les deux
types de récepteurs, une fluorescence membranaire. Epifluorescence verte. Représentatif de plusieurs

cellules. Grossissement original: 1000 X
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myc-RB, au repos dans la membrane plasmique (figure 13A). De plus, les deux types de
récepteurs ont été mis en présence de l'anticorps et soumis a une stimulation par la BK (100
nM) pour une durée de 30 minutes dans le but d’induire I'internalisation des récepteurs (figure
13A). Seules les cellules myc-RB, témoins ont présenté un marquage continu de la membrane
plasmique indiquant que I'anticorps ne peut diffuser dans la cellule (figure 13A). De plus, lors
de I'ajout de la BK, la fluorescence était transloquée au cytosol témoignant une agrégation des
anticorps, ou non aux récepteurs, a 'intérieur de la cellule (figure 13A). Les cellules exprimant
les deux types de récepteurs et stimulés par FTC-B-9430 présenterent un marquage
membranaire vert constant prouvant 'expression des deux récepteurs (figure 13B). Dans une
autre expérience, des cellules HEK 293a transfectées transitoirement avec le RB, de lapin de
type sauvage ont ¢été utilisées pour valider le modele impliquant une liaison anticorps-ligand-
récepteur (figure 14A). Les cellules furent incubées pendant 30 min avec un des peptides
détenant un épitope myc (5 uM chacun) ou la BK (100 nM) pour tester la complémentarité de
I'anticorps avec les nouveaux ligands (figure 14A). De plus, des co- traitements avec le LF-16-
0687 (5 uM), ajouté 15 min avant les compétiteurs, furent effectués pour confirmer la
spécificité des signaux obtenus (figure 14A). Les pétris témoins ainsi que ceux stimulés par la
BK n’ont démontré aucun marquage immunofluorescent résultant de Iexcitation du
fluorophore de l'anticorps. FTC-B-9972 fut introduit dans certains pétris pour agir a titre de
témoin fluorescent d’affinité connue et visuellement validée pour le RB, (figure 14B). Fait
étonnant, les pétris soumis a une stimulation par myc-KGP-B-9972 révelérent une endocytose
de lanticorps plus marquée que ceux stimulés par myc-KGP-BK. D’apres les données
statistiques, seul myc-KGP-B-9972 couplé a I'anticorps et les pétris témoins incubés avec FTC-
B-9972 ont affiché une fréquence de marquage fluorescent intracellulaire dépassant celle de
I'autofluorescence (figure 14C). La stimulation des cellules en présence de anticorps par la BK
n’a entrainé aucune augmentation de fluorescence relativement a 'autofluorescence. En outre,
I'inhibiteur LF16-0687 a supprimé toute fluorescence associée aux liaisons spécifiques entre les

peptides et le RB, (barres grises de ’histogramme, figure 14C).
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Figure 14. Endocytose de RB: de type sauvage de lapin exprimé par des cellules HEK 293a
transfectées transitoirement médiée par une stimulation par différents agents pharmacologiques. (A)
L’anticorps monoclonal anti-myc clone 4A6 conjugué au fluorophore AlexaFluor 488 a été ajouté 1
min avant les agonistes indiqués. (B) Les pétris témoins furent stimulées par 'agoniste FTC-B-9972 (5
uM). (A-B) Les stimulations ont été effectuées lors d’une incubation a 37°C, pour une durée de 30 min
pour les agonistes et de 15 min supplémentaires avant ’ajout de ces derniers pour le LF16-0687 (1 uM).
La concentration finale de I'anticorps dans les pétris atteignait environ 7 nM. Toutes les images prises
en épifluorescence a un grossissement original de 1000 X résultent de 2 jours d’observations et ont subi
la méme amplification du signal fluorescent. (C) Histogramme de la proportion de cellules qui
présentent des structures intracellulaires fluorescentes, sans rendre compte de lintensité, dans les
expériences reportées en A et B. La fluorescence des cellules témoins résultait uniquement de
Pautofluorescence. Le nombre des cellules comptabilisées est indiqué au-dessus de chaque barre de
I’histogramme. * p < 0.001 et ** p < 10 obtenus lors d’un test de Khi-carré.
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3.3.3. Effet d’une pré-incubation anticorps-agoniste

Lorsque le paratope d’un anticorps reconnait un ¢épitope, plusieurs caractéristiques
moléculaires conférent aux deux séquences une complémentarité de leurs charges et de la
cohésion de leur conformation spatiale (Frank, 2002). Nos deux expériences antérieures (figure
13 et 14) faisaient intervenir une pré-addition de l'anticorps monoclonal anti-myc AF488
environ 1 min avant les agonistes lorsque les pétris étaient observés en épifluorescence. Par
contre, étant donné la nécessité d’une étroite association de I'anticorps avec le peptide détenant
I’épitope myc, une pré-incubation de ces deux molécules pourrait mener a une augmentation
de la concentration de complexes anticorps-agoniste qui auraient pu pénétrer, par
internalisation du RB,, dans la cellule. Pour tester cette idée, nous avons pré-incubé I'anticorps

anti-myc 4A6 AF488 (dilution 1 :500) avec myc-KGP-B-9972 (5 uM) pendant 15 minutes a
température picce et avons additionné cette mixture a des cellules HEK 293a exprimant le RB,
de lapin de type sauvage (figure 15). L’intensité des sighaux produits par les structures
intracellulaires fluorescentes obtenues a été indiscernable pour les deux différents protocoles.
Ensuite, pour quantifier s’il y a une différence de puissance marquée entre 'agoniste lié ou non
a lanticorps, des essais de contractilité et de liaison ont été faits avec trois concentrations de
myc-KGP-B-9972 (1, 10 et 30 uM) (figure 16). Les réponses contractiles et les valeurs de
liaisons résiduelles spécifiques obtenues démontrent qu’une pré-incubation avec I'anticorps n’a

aucun effet significatif sur le nombre de récepteurs stimulés (figure 10)

3.3.4 Désensibilisation modifiée du RB,-GFP

Lorsque des RB, des kinines sont stimulé par la BK, ils entrent dans une voie de recyclage qui
permet aux récepteurs de revenir a la surface pour étre a nouveau disponible pour réagir a un
stimulus (Gera et coll., 2011a). Ce cycle de recyclage des RB, est achevé par la grande majorité
des récepteurs trois heures apres une telle stimulation (Bachvarov et coll., 2001). Lors d’études
impliquant le B-9972, le peptide parent de l'agoniste myc-KGP-B-9972, 'observation des

récepteurs apres 3 heures de stimulation a révélé que des structures endosomales typiques
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Cellules HEK 293a
exprimant le RB, de type
sauvage: autofluorescence
des cellules témoin

+ AlexaFluor-488-4A6, ~7 nM , -30 min + myc-KGP-B-9972 5 pM, -30 min

Figure 15. Influence d’une pré-incubation de 15 min de 'anticorps monoclonal anti-myc clone 4A6
avec le peptide myc-KGP-B-9972 sur la présence de fluorescence intracellulaire. Toutes les images ont
été prises en épifluorescence a un grossissement original de 1000 X et ont subi la méme amplification
du signal fluorescent. La fluorescence des cellules témoins résultait uniquement de autofluorescence.
Lanticorps monoclonal anti-myc clone 4A6 conjugué au fluorophore AF488 a été soit additionné 1
min dans les pétris avant 'ajout du peptide myc-KGP-B-9972 (5 uM), soit mis en présence du peptide
15 min avant leur incubation dans les pétris. La concentration finale d’anticorps dans les pétris
atteignant environ 7 nM (dilution 1:500). Les trois conditions sont représentées par deux champs
d’observation distincts.

Ajouté ensemble dans
le milieu de culture a
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Pré-mélanges ensemble

15 min (température piece)
avant leur addition au milieu
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Effets d’'une pré-incubation de 15 min de 'anticorps monoclonal anti-myc clone 4A6 avec
myc-KGP-B-9972 sur deux systemes impliquant le RB2. (A-B) Les deux expériences
présentent des courbes construites avec trois concentrations de myc-KGP-B-9972 (1, 10 et 30 uM). (A)
Les courbes concentration-effet résultent de I'incubation du peptide seul ou co-incubé avec Ianticorps
dans les bains a organes isolés. (B) Les courbes obtenues résultent de I'incubation du peptide seul ou
co-incubé avec I'anticorps. (A-B) Les valeurs de liaison spécifique résiduelle ou de réponse contractile
composant les courbes ont été exprimées en % de la moyenne * lerreur-type d’un nombre de
déterminations variant entre 4 et 7.
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d’internalisation des récepteurs étaient toujours présentes et cela découle de la résistance au
métabolisme de B-9972 (Bawolak et coll., 2007). Une vérification de cet aspect métabolique a
été effectuée a l'aide des cellules RB,-GFP, permettant de suivre le sort intracellulaire du RB,
jusqu’a la membrane plasmique lors de son recyclage (figure 17). Deux types de témoin ont été
employés pour confirmer la persistance endosomale du myc-KGP-B-9972 a linstar de son
parent (B-9972); des cellules qui n’ont subi aucune stimulation et d’autres cellules qui ont été
stimulées par la BK (100 nM) pour une durée de 30 min et de 3 h, ce qui correspondait au
temps requis pour observer une internalisation massive du RB, et son recyclage presque total a
la membrane plasmique, respectivement (figure 17). Une fluorescence membranaire lisse,
comme celle observée avec les pétris témoins, a été obtenue apres 3 h d’incubation avec la BK
et ce, sans changement de milieu dés le début de I'incubation. Au temps 30 min, une perte de
la continuité membranaire des RB,-GFP a été constatée, indiquant que la BK provoque une
internalisation massive des récepteurs de la surface cellulaire aux endosomes. Lors de son
endocytose, le RB, peut s’associer avec 2 types de B-arrestines (1 et 2) au niveau des
endosomes (Hamdam et coll., 2007; Bawolak et coll., 2009). Ftant donné la persistance des
structures endosomales lors de la stimulation de cellules RB,-GFP avec la myc-KGP-B-9972,
une évaluation de la présence d’une de ces deux arrestines confirmerait la présence du
complexe anticorps-agoniste-récepteur. En effet, 'anticorps monoclonal anti-myc clone 4A6
conjugué au fluorophore AF488 a été employé pour retracer 'agoniste associé au récepteur et
la protéine recombinante [-arrestin-cherryFP a été transfectée transitoirement dans des
cellules HEK 293a pour attester que la triade de protéines est effectivement associée apres 3
heures de stimulation (figure 18). Les cellules ont été incubées avec I'anticorps (dilution 1:500)
1 min avant ajout de myc-KGP-B-9972 (5 uM) (figure 18). Effectivement, une colocalisation
des signaux rouges et verts a ¢été observée confirmant qu’une persistance endosomale du
complexe agoniste-récepteur-arrestine s’est produite par stimulation des cellules avec la myc-

KGP-B-9972 a I'instar de son peptide parent (B-9972) (Bawolak et coll., 2007).
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RB,-GFP BK myc-KGP-B-9972
témoins 100 nM 1uM 10 uM

Figure 17. Endocytose et recyclage du RB,-GFP stimulé par la BK ou myc-KGP-B9972. Les temps
d’incubation correspondent a une endocytose massive (30 min) ou un recyclage presque complet (3 h)
des récepteurs Bz couplés a une protéine fluorescente exprimés de manicre stable par des HEK 293. La
BK induit un cycle normal tandis qu’une persistance endosomale est observée pour myc-KGP-BK au
temps 3 h. Résultats typiques et représentatifs de 2-3 jours d’observation en épifluorescence et de
plusieurs champs microscopiques. Les cellules témoins démontrent une fluorescence membranaire lisse
notable. Grossissement original: 1000 X
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3.4 Etude de peptides analogues 2 la BK : addition de cargos fonctionnels

Avec Tutilisation de l'espaceur e-ACA (Gera et coll, 2011a), un mod¢le de construction
fonctionnelle a émergé permettant 'adjonction de molécules qui seraient pertinentes au niveau
cellulaire si elles pouvaient étre délivrées au cytosol. Le but des peptides cargos était d’évaluer
si des molécules a la structure hétérogene, détenant chacune un groupement acide
carboxylique, pouvaient étre condensées ou conjuguées a la BK pour donner une nouvelle
vocation a la liaison ligand-récepteur B,. Les trois molécules sélectionnées ont toutes une
fonction propre. Le férrocéne est une molécule qui compose plusieurs dérivés ayant des
propriétés médicinales (Orneas, 2011), la cétirizine est un anti-histaminique du RH; de
deuxieme génération (Chen, 2008) et I’AlexaFluor-350 est un fluorophore émettant dans le
bleu (émission : 442 nm), ce qui difféere des longueurs d’ondes d’émission des deux
fluorophores généralement utilisés dans notre laboratoire (AlexaFluor-488 : émission verte et

AlexaFluor-594 : émission rouge).

3.4.1 Etude pharmacologique des peptides catgos

Pour évaluer les différences d’affinité et d’activité des trois peptides cargos AF350-e-ACA-BK,
FeC-e-ACA-BK et CTZ-e-ACA-BK, des études de compétition de liaison et de contractilité
ont ¢été faites, respectivement (figure 19A et 19B). En ce qui concerne les essais de liaison, les
trois peptides et la BK ont été incubés avec des cellules transfectées stablement avec le RB,-
GFP (figure 19A). Un ordre d’affinité des peptides pour le RB,-GFP fut obtenu; BK >> CTZ-
e-ACA-BK > FeC-e-ACA-BK > AF350-e-ACA-BK (figure 19A). Par contre, lors des essais de
contractilité, un ordre différent s’est dessiné : BK >> AF350-e-ACA-BK > FeC-e-ACA-BK >
CTZ-e-ACA-BK (figure 19B).
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HEK 293a
RB, de type sauvage de lapin
+ B-arrestine,-cherryFP

B-arrestine;-
composite cherryFP 4A6-AFA88
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+ myc-KGP-B-9972
5uM, 3 h

Figure 18. Représentation d’un complexe tétramoléculaire : anticorps (anti-myc-AF488), agoniste
(myc-KGP-B-9972), récepteur (RB2 de type sauvage de lapin) et une arrestine (3-arrestini-cherryFP).
Les images ont été prises 3 h apres une stimulation des RB2 par myc-KGP-B-9972 (5 pM). Les cellules
témoins démontrent une fluorescence rouge diffuse lisse pour expression de la protéine -arrestines-
cherryFP et une fluorescence granulaire verte pour les complexes anticorps-agoniste-RB. L’image
composite des cellules stimulées par la myc-KGP-BK indique une colocalisation des deux types de
fluorescence (représentée par les fleches bleues). Grossissement original: 1000 X.
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3.4.2 Confirmation de la nature agoniste des peptides cargos

Les agonistes synthétiques sont des mimétiques des médiateurs physiologiques; ils peuvent
engendrer les mémes réponses cellulaires lorsquils stimulent un récepteur et ils sont
déplagables par un exces de I'antagoniste de ce dernier (Gies et Landry., 2007). Pour s’assurer
que les trois peptides cargos conservent leur statut d’agoniste du RB, (mémes effets qu’une
stimulation par la BK), des cellules HEK 293 exprimant de manicre stable la protéine RB,-
GFP ont été incubées pendant 30 min, a 37°C avec les trois nouveaux ligands (figure 20). Les
trois peptides ont démontré le méme type de translocation endosomale du RB,-GFP que celle
qui a été observée lorsque ces cellules étaient stimulées par le ligand endogene préférentiel du
RB,, la BK (figure 17). De plus, pour certifier que la fluorescence endosomale est bel et bien
une conséquence de lactivation des récepteurs par les agonistes, une pré-addition de
I'inhibiteur du RB,, le LF16-0687 (5 uM), d’'une durée de 60 min avant I'ajout des trois
peptides, a été réalisée (figure 20). La présence du LEF16-0687 a permis d’obtenir un marquage
lisse des cellules a l'instar de celle émise par les cellules témoins indiquant qu’une abolition de

I'effet agoniste s’est produite (figure 20).

3.4.3 Exploitation en épifluorescence du peptide AF350-s-ACA-BK

Etant donné émission d’une longueur d’onde détectable dans le bleu, le peptide possédant la
portion AlexaFluor-350 a pu étre utilisé pour effectuer des études de colocalisation avec des
protéines qui étaient détectables dans le vert (GFP). Effectivement, a la mani¢re des études
faisant appel a 'anticorps couplé a I’AlexaFluor-488, le peptide a servi de référence illustrant la
localisation du complexe récepteur-agoniste lors de 'endocytose et plus particuliecrement de la
contiguité de ce complexe avec des protéines endosomales. Deux types de protéines ont été
sélectionnées pour visualiser la localisation du complexe récepteur-agoniste dans les
endosomes précoces, ce qui a permis de ne pas perdre I'association du récepteur avec le ligand.
La B-arrestine,-GFP et I’Early Endosome Antigenl (EEA1-FYVE-GFP) sont les deux
protéines qui ont été employées comme marqueur d’endosomes précoces. Des cellules HEK

293a ont été co-transfectées avec 'un ou 'autre de ces marqueurs et le myc-RB, (figure 21).
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Figure 19. Effets des différentes extensions en N-terminal de la BK (AF350-e-ACA-BK, FeC-e-ACA-
BK et CTZ-s-ACA-BK) lors des essais de contractilité et de liaison. (A) Essais de compétition du
radioligand [*H]bradykinine (3 nM) au RB: conjugué a une protéine verte fluorescente par différents
ligands, analogues a la BK, non radiomarqués. La liaison spécifique résiduelle obtenue est exprimée en
pourcentage de la moyenne * erreur type de la moyenne. Nombre de déterminations indiquée par n.
(B) Les courbes concentration-effet résultant de la stimulation par la bradykinine ou trois peptides
cargo. (A-B) Les symboles des courbes des différents ligands utilisés lors des deux types d’essais sont
représentés dans la légende située entre les deux graphiques. Pour chaque ligand, les valeurs ont été
exprimées en pourcentage de la moyenne T erreur type. Nombre de déterminations indiqué par les
chiffres entre parenthéses.

"



agoniste + LF 16-0687
(5pM, 30 min) (5 UM, 90 min)

o ™

témoin

AF350-¢ACA-BK

CTZ-eACA-BK

FeC-tACA-BK

Figure 20. Confirmation du statut d’agoniste pour les différents peptides cargos par stimulation de
cellules exprimant stablement le RB,-GFP. Les pétris de cellules RB>-GFP stimulées par un peptide
présentant une extension en N-terminal (5 uM) ont été incubés a 37°C pour une durée de 30 min.
Drautres pétris de cellules RB>-GFP ont été additionnés d’un inhibiteur du RBo, le LF16-0687 (5 pM),
60 min avant I’addition des peptides. Tous les peptides ont été antagonisés par 'inhibiteur et cela s’est
traduit par I’absence ou la réduction de 'endocytose du RB» fluorescent. Apreés chaque incubation, les
pétris ont été lavés trois fois et observés en épifluorescence. Grossissement original: 1000 X
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Par la suite, les cellules ont été stimulées pendant 30 min, a 37°C, avec le peptide AF350-¢-
ACA-BK (5 pM) ou non et rincées trois fois pour s’assurer que la fluorescence bleue observée
résulterait d’une liaison spécifique avec les récepteurs adjoints a I'épitope myc (figure 21).
Apres le lavage des pétris, les fluorescences bleues et vertes ont été observées en
épifluorescence. Pour les cellules HEK 293a transfectées transitoirement avec myc-RB, et la 3-
arrestine,-GFP, une colocalisation de la fluorescence verte de la B-arrestine,-GFP et de la
fluorescence bleue du peptide fut remarquée dans de nombreuses structures condensées
d’apparence endosomale (figure 21A). Le méme aspect condensé de la fluorescence ainsi que
de la présence de structures endosomales intégrant la protéine recombinante verte et le peptide
bleu furent observés pour les cellules myc-RB,-EEA1-FYVE-GFP a la différence que les

structures endosomales étaient plus abondantes et manifestes.
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Figure 21. Présence simultanée d’une protéine impliquée dans le processus d’endocytose (B-arrestines-
GFP ou EEAI-FYVE-GFP) et du peptide AF350-e-ACA-BK dans des cellules HEK 293a co-
transfectées. (A) La protéine recombinante B-arrestine>-GFP a été cotransfectée transitoirement avec
myc-RB2 dans des cellules HEK 293a. Les cellules ont été incubées a 37°C pour une durée de 30
minutes avec 5 uM ou non d’AF350-e-ACA-BK. (B) Le méme protocole a été appliqué aux cellules
hormis que la protéine surexprimée est la EEA1-FYVE-GFP. (A-B) Les cellules ont été lavées trois fois

A. HEK 293a: myc-RB, + B-arrestine,-GFP

composite vert bleu

AF350-e-ACA-BK

5 UM

B. HEK 293a : myc-RB, + EEA1-FYVE-GFP

composite bleu

AF350-e-ACA-BK

5 UM

avant leur observation en épifluorescence et le grossissement original était de 1000 X.
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3.5 Evaluation additionnelle du peptide cargo CTZ-e-ACA-BK comme
ligand direct ou latent du RH,

Le peptide cargo CTZ-e-ACA-BK a été choisi pour effectuer des études additionnelles parce
que sa portion CTZ est une cible tangible du RH, qui pouvait étre testée zz vitro au niveau

cellulaire (essais de liaison) et tissulaire (essais de contractilité).

3.5.1 Caractérisation de la liaison de CTZ-s-ACA-BK a deux récepteurs impliqués dans
Pinflammation

Le RH, et le RB, sont tous deux impliqués dans les manifestations vasculaires de
I'inflammation et le peptide CTZ- e-ACA-BK détient, a I'intérieur de sa séquence, une portion
pouvant lier ces récepteurs; un antagoniste inverse du RH; (CTZ) et un agoniste sélectif du

RB, BK).

Effectivement, pour la reconnaissance du ligand par le RB,, le coté C-terminal du peptide
plonge dans la rosette (ce qui correspond a la portion BK pour la CTZ-e-ACA-BK). Pour ce
qui est de la portion cétirizine, engagée dans un lien amide, elle pourrait ou non se lier au RH,.
Dans une expérience préalable, des courbes de saturation furent construites pour chaque
récepteur par addition du radioligand correspondant dans la moitié des puits et par ajout de la
version non tritiée du radioligand dans 'autre moitié (la BK et la pyrilamine, 1 uM) (figures
22A et 22B). Ensuite, les valeurs obtenues dans les puits ayant été incubés avec les ligands non
tritiés (liaison non spécifique) étaient soustraites des valeurs obtenues pour les puits ayant été
incubés avec les radioligands, ce qui nous a permis d’obtenir une courbe de saturation de la
liaison spécifique. Ainsi, des concentrations croissantes de [’H]pyrilamine et de ["H]BK ont été
mises en présence des deux types de récepteurs exprimés transitoirement dans des cellules
CHO. La liaison de la [’H]pyrilamine aux récepteurs myc-RB, semblait négligeable et celle aux

RH, semblait saturable avec un Kd de 3,19 nM et un B, extrapolé d’une valeur de 123

X

fmol/puits (figure 22A). De méme, la liaison de H]BK aux récepteurs RH, recombinants

humains apparait nulle tandis que la liaison aux myc-RB, était considérable avec un B, calculé
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de 42,9 fmol/puits et de haute affinité avec un Kd de 1,67 nM (figure 22B). Dans une
deuxiéme expérience, une série de ligands furent mis en compétition avec les radioligands
assortis aux récepteurs ciblés (figures 22 C et 20D). Ainsi, deux agonistes du RB,, la BK et la
CTZ-e-ACA-BK, un agoniste du RH;, I’histamine, un antagoniste du RB,, le LLF16-0687 et
deux antihistaminiques, la cétirizine et la pyrilamine servirent de compétiteurs pour les essais
de liaison aux deux récepteurs (figures 22C et 22D). Pour le RH,, les deux antihistaminiques
ont démontré une importante affinité avec des 1C;, de 5.5 et 532 nM pour la pyrilamine et la
cétirizine, respectivement (figure 20C). Les ligands du RB, furent inefficaces pour déplacer la
liaison de la ["H]pyrilamine aux récepteurs (figure 22C). Fait important, histamine, un agoniste
naturel du RH, a démontré une faible affinité pour ce récepteur avec un 1C,, de 55,5 uM tandis
que la CTZ-e-ACA-BK a davantage affiché d’affinité pour le RH, que ’histamine avec un 1Cj,
de 11,0 uM (figure 22C), ce qui est quand méeme une affinité moindre que celle de la CTZ libre.
Pour ce qui est de la liaison au récepteur myc-B,, les deux antihistaminiques n’ont pas présenté
d’affinité notable contrairement aux ligands du RB,, la BK et le LF16-0687, qui ont démontré
de tres hautes affinités avec des IC,, de 6.1 et de 11.5 nM, respectivement (figure 22D). La
CTZ-e-ACA-BK démontre une moins grande affinité pour le RH; que pour le myc-RB, avec
un IC;, passant de 11,0 uM a 690 nM : la CTZ-e-ACA-BK a davantage déplacé la liaison de la
[’H]BK aux myc-RB, que celle de la ’H]pyrilamine aux RH, (figure 22D).

3.5.2 Essais de liaison testant une activation métabolique de la CTZ-s-ACA-BK

Un protocole alternatif d’essai de compétition fut effectué pour déceler si la libération de la
forme libre de la cétirizine ou de fragments par des peptidases, pouvait avoir lieu dans le milieu
d’incubation de cellules transfectées stablement ou transitoirement avec RB,-GFP et ’enzyme
de conversion de l'angiotensine (ECA), respectivement. Des cellules HEK 293 RB,-GFP
furent incubée a 37°C, pour une durée de 30 minutes, avec 1uM de CTZ-e-ACA-BK ou non
(figure 23A). Ensuite, le milieu dans lequel les cellules ont été incubées fut récolté pour étre
congelé et appliqué a des cellules CHO exprimant de maniére transitoire le récepteur
recombinant RH; pour mesurer la présence d’un effet de compétition généré par, si il y a lieu,

des fragments de la cétirizine ou la cétirizine complete (figure 23A). Ces milieux conditionnés
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Figure 22. Caractérisation du RHi ou du myc-RB; exprimé transitoirement par des cellules CHO. (A et
B) Courbes de saturation obtenues par ajout de concentrations croissantes de 'un ou lautre des
radioligands ([*H]pyrilamine, ou [*H|BK) sur des cellules CHO exprimant le récepteur Hi ou le myc-
RB». (C et D) Essais de compétition de la liaison de la [*H]pytilamine aux RH; ou de la [PH|BK aux
myc-RB; par divers ligands non radiomarqués de 'un ou 'autre des récepteurs cibles. Les résultats sont
exprimés par une moyenne T l'erreur-type du nombre de déterminations (n) tel qu’indiqué.
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nous ont servi de témoins car on postulait que 'ECA exprimée par les cellules HEK 293a-
ECA dégraderait le peptide. Nos cellules HEK 293 RB,-GFP étaient employées pour tester si
une dégradation endosomale se produisait telle qu’observée pour la CF-e-ACA-BK (figure
10B). Pour tester I’hypothese de la dégradation de la CTZ-e-ACA-BK par TECA, des pétris de
cellules HEK 2932 ECA ont été incubés, dans un tampon de liaison modifié¢ (PBS 1 X, 0,1 %
BSA), pour une durée de 30 min, a 37°C, avec ou sans la CTZ-e-ACA-BK (1 uM) et en
présence ou non d’omapatrilat (1 puM), qui est un inhibiteur double de 'ECA et de
I'endopeptidase neutre (NEP) (figure 23B). Ainsi, des essais de compétition de la liaison de 2
nM de ['H]pyrilamine furent effectués, sur des cellules CHO exprimant le RH,, avec les
milieux conditionnés de cellules RB,-GFP qui testaient I'inactivation endosomale de la CTZ-e-
ACA-BK et avec des milieux conditionnés de cellules HEK 293a ECA (figures 23A et 23B).
Dans les essais de compétition réalisés, aucun milieu conditionné n’a pu efficacement déplacer
la liaison de la [’H]pyrilamine et donc n’a semblé contenir de la cétirizine libre ou des

fragments de la CT”Z-e-ACA-BK actifs dans cette mesure (figures 23A et 23B).

3.5.3 Essais de contractilité

Pour conduire des essais pouvant témoigner les effets contractiles de la bradykinine et de ceux
de Thistamine sur leur récepteur respectif, le RB, et le RH,, la veine ombilicale humaine a été
sélectionnée car il a été¢ démontré qu’elle peut produire des réponses contractiles médiées par
ces deux récepteurs (Marceau et coll.,, 2010). Deux protocoles (1 et 2) furent suivis pour rendre
compte de 'antagonisme induit par la cétirizine et de celle du peptide détenant la cétirizine, la
CTZ-e-ACA-BK. Ainsi pour le protocole 1, les veines ombilicales humaines dans les bains a
organes isolés furent pré-équilibrées dans le tampon Krebs pour une durée de 2,5 h, ensuite, la
cétirizine (25 nM) ou le DMSO furent introduits 30 min avant la construction des courbes
concentration-effet aux temps 3 h pour la bradykinine et 4 h pour l'histamine (figure 24A). Ce
protocole fut réalisé pour vérifier si un effet antagoniste de la cétirizine était remarqué pour
I'un ou l'autre des agonistes. Dans ces conditions, les effets contractiles observés pour une
stimulation par la bradykinine ne démontrent aucun antagonisme par la cétirizine (figure 24B).

Toutefois, lorsque les veines ont été stimulées par Phistamine, nous avons observé que la
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cétirizine antagonise bel et bien la contraction induite par I'histamine confirmant la présence
des récepteurs H; et de la spécificité de la cétirizine pour ce dernier (figure 24C). Pour ce qui
est du protocole 2, aprés une équilibration des tissus dans les bains de 2,5 h, un antagoniste du
RB,, le LF16-0687 (1 puM) fut introduit 30 min avant la construction des courbes
concentration-effet et ce, en présence ou non de 'omapatrilat (1 pM), qui est un inhibiteur de
IECA et de la NEP (figure 25A). Le LEF16-0687 sert a inhiber les effets contractiles directs et
Iendocytose de la CTZ-e-ACA-BK de facon a isoler l'effet des peptidases exprimées a la
surface cellulaire. Apres ce 30 minutes de double ou triple antagonisme, au temps 3 h, la CTZ-
e-ACA-BK 0,59 uM ou de la saline furent additionnées a ces bains (figure 25A). Finalement, au
temps 4 h, lhistamine fut introduite pour générer les effets contractiles et observer si les
courbes seraient antagonisées par de la cétirizine libérée par des peptidases présentes dans la
veine ombilicale humaine (figure 25A). L’ajout de CTZ-e-ACA-BK a 0,59 uM a démontré un
déplacement de la courbe concentration-effet témoin de lhistamine vers la droite signifiant
qu’elle exerce un effet antagoniste sur la contraction médiée par I’histamine (figure 25B).
Cependant, I'ajout de l'omapatrilat 1 puM, en plus du LF16-0687, ne modifie pas leffet
antagoniste produit par la CTZ-s-ACA-BK, ce qui révele que PECA ou la NEP ne participent

pas a la libération de cétirizine libre (figure 25B).
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A. Milieux conditionnés de cellules HEK 293
transfectées stablement avec RB,-GFP
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Figure 23. Histogrammes représentant les effets d’une pré-incubation de CTZ-s-ACA-BK avec des
cellules HEK 293 RB,-GFP ou HEK 293a ECA lors d’essais de compétition de la liaison de 2 nM de
[PH]pyrilamine aux RH;i exprimés par des cellules CHO. (A) Essais de compétition réalisés avec les
milieux conditionnés (témoin et CT”Z-e-ACA-BK) de cellules HEK 293 RB>-GFP utilisés comme
compétiteurs de 2 nM de [*H]pyrilamine aux RHi exprimés par des cellules CHO. (B) Essais de
compétition réalisés avec les milieux conditionnés (témoin, omapatrilat seul, CTZ-e-ACA-BK seule et
CTZ-e-ACA-BK mis en préscence d’omapatrilat) de cellules HEK 2932 ECA utilisés comme
compétiteurs de 2 nM de [*H]pyrilamine aux RH; exprimés par des cellules CHO. Les résultats sont la
moyenne T l'erreur-type du nombre de déterminations indiquées par les chiffres dans les histogrammes.
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Figure 24. Vérification de linhibition spécifique de la cétirizine sur la contraction induite par
Ihistamine par la réalisation du protocole 1 sur la veine ombilicale humaine. (A) Le protocole 1 fait
intervenir la cétirizine (25 nM) ou le DMSO (témoin) 30 min, au temps 2,5 h, avant la construction des
courbes concentration-effet par addition de la BK, au temps 3 h ou de I’histamine, au temps 4 h. (B)
Courbes de contractions obtenues pour la BK. (C) Courbes de contractions obtenues pour I'histamine.
(B et C) Les valeurs de réponses contractiles composant les courbes ont été exprimées en % de la
moyenne T erreur-type d’un nombre de d’expériences indiqué entre parentheses.
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Figure 25. Antagonisme de Thistamine par CTZ-e-ACA-BK dans la veine ombilicale humaine et
dépendance possible de cet antagonisme de peptidases endogenes. (A) Le protocole 2 fait intervenir
P'antagoniste LF16-0687 (1 uM) en présence ou non d’omapatrilat (1 uM) 30 min, au temps 2,5 h, avant
I’addition de la CTZ-e-ACA-BK ou de saline (témoin), au temps 3 h et ensuite, la construction des
courbes concentration-effet est effectuée par ajout d’histamine au temps 4h. (B) Courbes de
contractions obtenues pour I'histamine. Les valeurs de réponses contractiles composant les courbes ont
été exprimées en % de la moyenne * lerreur-type d’'un nombre de d’exprériences distinctes entre
parentheses.
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3.6 Caractérisation de Met-Lys-BK-Ser-Ser

3.6.1 Mesure de Paffinité¢ de Met-Lys-BK-Ser-Ser pour deux cibles pharmacologiques
principales présentes dans les vaisseaux sanguins

I’équilibre dynamique ligand-récepteur fait intervenir des états liés et non liés. Donc, pour
mesurer la concentration de complexes récepteur-ligand liés présents dans nos expériences, des
études d’affinité de ces complexes ont été effectuées par emploi de ligands radiomarqués.
Effectivement, deux cibles biologiques ont été sélectionnées; le récepteur B, des kinines et
Penzyme de conversion de langiotensine. Ainsi, les radioligands sont la [H|BK et la
[’H]énalaprilate, respectivement. Le ligand non radiomarqué correspondant au radioligand
utilisé dans chaque essai a servi de compétiteur de la Met-Lys-BK-Ser-Ser (figure 26). Dans les
deux essais de compétition, des concentrations croissantes des versions non tritiées des
radioligands et de la M-K-BK-S-S ont été ajoutées aux cellules conjoitement a une
concentration fixe du radioligand telle que décrite a la figure 26. Des cellules HEK 293
exprimant stablement le RB,-GFP furent employées pour évaluer laffinité de M-K-BK-S-§
pour le RB, (figure 26B). Les courbes de compétition obtenues pour le RB, nous indiquent que
la. M-K-BK-S-§ n’a que peu d’affinit¢é pour le récepteur B, des kinines (figure 26A).
Effectivement, d’apres les IC,,, M-K-BK-S-S aurait une affinité micromolaire pour le RB,,
comparativement a la bradykinine non tritiée (BK naturelle) pour laquelle les valeurs d’affinité
se situent dans les nanomolaires (tableau 2). Finalement, l'affinité de M-K-BK-S-S fut mesurée
pour PECA par transfection de cellules HEK 293a avec le vecteur codant pour la protéine
recombinante de TECA (figure 26B). D’apres les courbes de compétition obtenues, M-K-BK-
S-S a démontré une affinité pour TECA qui s’apparentait a celle de la BK; les IC;, révelent que
les deux peptides different d’'un facteur de 2 (BK : 11 uM et M-K-BK-S-S : 22,4 uM) (tableau
2). Néanmoins, la courbe pour ce dernier peptide était anormalement horizontale, s’éloignant

du modele a un site enzymatique.
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Figure 26. Essais de compétition de la Met-Lys-BK-Ser-Ser et de la bradykinine effectués sur des
cellules HEK 293 tranfectées stablement avec le RB>-GFP ou transitoitement avec I'ECA. Des
concentrations croissantes ont été co-incubées avec le radioligand pour une durée de 90 minutes pour
les essais du RB> et 60 min pour ceux de PECA La liaison spécifique résiduelle obtenue pour chaque
ligand est exprimée en pourcentage de la moyenne * erreur type de la moyenne. Nombre de
déterminations indiquées par les chiffres entre parentheses.
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3.6.2 Mesure de Pactivité des deux sites actifs de PECA par essai enzymatique

Pour éclairer I'irrégularité des points de la courbe de compétition obtenue lors des essais de
liaison de Met-Lys-BK-Ser-Ser sur TECA, une étude approfondie de I'affinité de ce peptide
pour les deux différents sites catalytiques de cette enzyme fut réalisée. Pour ce faire,
Pexploitation de deux vecteurs codants pour une ECA qui n’a quun de ses deux sites
catalytiques présent (peACE-N1-active et peACE-Cl-active) a été employée pour déterminer
quel site lierait préférentiellement la M-K-BK-S-S. Ainsi, chacun des vecteurs a été transfecté
transitoirement dans des cellules HEK 293a et les membranes de ces cellules, en plus de celles
de cellules HEK 293a non transfectées, ont été isolées pour étre en mesure de procéder a une
compétition des récepteurs membranaires avec le substrat fluorogénique Abz-Phe-Arg-
Lys(Dnp)-Pro-OH (10 uM). Les enzymes membranaires de cellules HEK 293a non
transfectées n’ont pas révélé la fluorescence latente du substrat. I’addition d’énalaprilate (10
uM) en présence des membranes 30 minutes avant celle du substrat a confirmé la spécificité du
substrat fluorogénique (figure 27). Toutefois, les membranes des cellules HEK 293a
transfectées avec les deux mutants ont réussi a produire une fluorescence par clivage du
substrat. En ce qui a trait a la compétition du peptide M-K-BK-S-S avec le substrat, on a
observé qu’il n’existe pas une grande différence d’affinité, a des concentrations de 10 uM, pour
I'un ou Plautre des sites catalytiques de TECA (figure 27). De plus, nous avons observé que la
BK compétionne davantage que M-K-BK-S-S pour les deux sites catalytiques mais que la BK
présente une affinité plus marquée pour le site N1 actif (figure 27). De cette manicre, on a
remarqué que la différence d’affinité entre les compétiteurs (M-K-BK-S-S et BK) est plus

grande pour le site N1 actif tel que démontré a la figure 27.

3.6.3 Essais de contractilité basés sur deux systémes biologiques : la veine ombilicale
humaine et la veine jugulaire de lapin

Les essais fonctionnels biologiques, bien documentés, que nous avons utilisés lors de nos
études sur Met-Lys-BK-Ser-Ser sont la veine ombilicale humaine et la veine jugulaire de lapin.
Dans les essais effectués a 'aide la veine ombilicale humaine, on a observé que M-K-BK-S-S

est 30 fois moins puissante que la BK et le LF16-0687 a déplacé les courbes de contraction des
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Figure 27. Compétition de I’hydrolyse de Abz-Phe-Arg-Lys(Dnp)-Pro-OH par la BK et la Met-Lys-
BK-Ser-Ser dans des essais enzymatiques basés sur les deux mutants de 'ECA. L’énalaprilate, un
inhibiteur de 'ECA, empéche I'hydrolyse du substrat fluorogénique. Les valeurs sont la moyenne *
erreur type du nombre de déterminations indiqué par n.
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deux peptides vers la droite d’environ 65 a 90 fois indiquant que M-K-BK-S-S médie ses
actions contractiles dans la veine ombilicale humaine via le RB, a 'instar de la BK (figure 28).
Fgalement, on a remarqué que les courbes contractiles produites par M-K-BK-S-S sont
déplacées d’un facteur 12 lorsque ce dernier est incubée avec un inhibiteur de 'ECA,
I’énalaprilate (100 nM) et ce, sans affecter les effets médiés par la BK (figure 28). Quant aux
essals effectués sur la veine jugulaire de lapin, qui présentent un systeme détenant un plus
grand rapport endothélium/muscle lisse, on a remarqué que la BK et M-K-BK-S-S
démontrent une puissance de contraction quasi équivalente médiée par les récepteurs B,
endogenes (EC,, de 16.3 nM et 10.5 nM, respectivement) (figure 29). Néanmoins, lors de
I'addition d’énalaprilate (100 nM), on observe une réduction des effets contractiles de M-K-
BK-S-S sur le RB, d’'un facteur 13 tandis que les effets induits par la BK sur le RB, sont
potentialisés (figure 29). En effet, la BK a été 5,3 fois plus puissante en termes contractiles lors

de la pré-addition d’énalaprilate (tableau 2).
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Figure 28. Essais de contractilité de la veine ombilicale humaine, un essai biologique pour mesurer la

puissance de contraction de Met-Lys-BK-Ser-Ser. Les valeurs sont la moyenne t l'erreut-type du
nombre de déterminations entre parenthéses.
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A. Essaide contractilite de la
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Figure 29. Essais de contractilité de la veine jugulaire de lapin, un essai biologique pour mesurer la

puissance de contraction de Met-Lys-BK-Ser-Ser. Les valeurs sont la moyenne * l'erreur-type de 4
déterminations.

Tableau 2. Valeurs d’affinité (ICso) et de puissance contractile (ECso) de la Met-Lys-BK-Ser-Ser et de la
BK pour différentes cibles moléculaires et biologiques.

M-K-BK-5-S BK M-K-BK-S-S BK
M-K-BK-5-S BK + LF16-687 + LF16-0687| + énalaprilate | + énalaprilate

Protéine
RBz-GFP 150 7.6 M 17.5nM N.D. N.D. N.D. N.D.
ECA ICso|  22.4pM 11.0 pM N.D. N.D. N.D. N.D.
Tissu
Veine ombilicale humaine ECsq 95.9nM 3.46 nM 9.18 UM 208nM 1.17 M 2.84nM
Veine jugulaire de lapin ECsq 16.3nM 10.5nM N.D. N.D. 211.9nM 1.97 nM
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4. DISCUSSION

4.1 Caractérisation des peptides détenant une extension en N-terminal

Lors d’études portant sur la maximakinine, qui est un peptide de 19 acides aminés sécrété dans
le venin d’'un crapaud chinois et détenant la séquence complete de la bradykinine en N-
terminal, une résistance naturelle a I'inactivation endosomale a été observée (Bawolak et coll,,
2012). De plus, la possibilité d’une extension de la séquence naturelle de la BK en N-terminal a
été confirmée par laffinité substantielle de la maximakinine pour le RB, (Bawolak et coll,
2012). Dans une autre étude antérieure, les peptides B-9972 et B-9430 ont été caractérisés en
profondeur (Bawolak et coll, 2007). Quoique de courtes séquences peptidiques soient
grandement affectées par une modification structurale Nous avons condensé ces peptides avec
la molécule fluorescente FITC. Ainsi, ces deux ligands fluorescents ont été synthétisés dans
Iespoir que FITC soit une molécule candidate qui n’altérerait pas leurs activités biologiques
(tableau 1). Ensuite, la production des peptides bifonctionnels détenant un épitope myc a été
réalisée en tenant compte de la séquence de la maximakinine par inclusion de trois de ses
acides aminés agissant a titre de charniére (figure 5). Ces peptides participent a la liaison
récepteur-ligand a I'instar des récepteurs modifiés avec le méme épitope (Bawolak et coll,
2007). De plus, d’autres études alliant fluorescence et ligands (Gera et coll., 2011a) ont servi de
précédents quant au choix d’une séquence compétente pour introduire entre les deux
domaines (espaceur), qui permettrait la synthese de peptides contenant une molécule cargo
fonctionnelle (AF350, CTZ et FeC) (Tableau 1). Les trois peptides qui ont été produits
détiennent chacun un cargo qui différe en termes de possibilité fonctionnelle. Le seul peptide
naturel (Met-Lys-BK-Ser-Ser) a été découvert lors d’une étude impliquant une réaction de
catabolisme d’une des composantes du SKK par une enzyme du neutrophile humain (PR3)
(Kahn et coll., 2009). La Met-Lys-BK-Ser-Ser et le peptide détenant la cétirizine ont été étudiés
dans I’hypothese d’une activation pharmacologique secondaire a leur hydrolyse enzymatique

(tableau 1).
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4.1.1 Paire agoniste/antagoniste de ligands fluorescents FTC

Entre les deux ligands fluorescents, le FTC-B-9972 est celui qui démontre la plus grande perte
d’affinité (d’un facteur ~50) par rapport a son peptide parent et le FTC-B-9430 affiche une
perte moins importante par rapport au B-9430 (d’'un facteur ~8). Néanmoins, les essais de
contractilité nous révelent une différence moins notoire (d’un facteur 8) entre le FTC-B-9972
par rapport au B-9972. La particularité de B-9972 est de pouvoir résister au métabolisme et la
cinétique de relaxation des veines ombilicales isolées suite au lavage des tissus dans les bains a
démontré que cette qualité a été conservée apres l'ajout du fluorophore fluorescéine-5-
isothiocyanate a la B-9972. Ainsi, un agoniste associé a un fluorophore présentant la possibilité
d’étre endocytosé est fonctionnelle. Effectivement, lors de la comparaison de lintensité de
fluorescence cellulaire produite par FTC-B-9972 et CF-e-ACA-BK, nous avons constaté que ce
dernier présente une plus forte intensité de marquage cellulaire qui est due a la distribution du
fluorophore dans le cytosol. Cette distribution de la fluorescence diffuse uniforme pour le
peptide CF-e-ACA-BK appuie la dégradation du peptide et la libération subséquente de CF
seul ou toujours couplé a Pespaceur. De plus, lors de l'analyse du nombre de structures
intracellulaires marquées, le FTC-B-9972 a affiché un nombre supérieur de ces structures étant
donné qu’il est résistant au métabolisme et le fluorophore n’a pas tendance a diffuser dans la
cellule. La transformation de I'antagoniste B-9430 en molécule fluorescente a déja été effectuce
(B-10380 : Bawolak et coll., 2008) mais nous voulions trancher quant a 'amélioration d’affinité
et d’'intensité de fluorescence que procurerait 'extension de ce peptide en N-terminal avec un
autre fluorophore (FITC). Le peptide résultant, FTC-B-9430, ne differe pas en termes de
puissance antagoniste, mais démontre une plus faible intensité de marquage cellulaire quant a
ce qui a été déja été observé en microscopie pour B-10380. Effectivement, une concentration
deux fois plus élevée (100 nM) que celle employée lors des études avec B-10380 (50 nM) est
nécessaire pour atteindre un marquage cellulaire moyen avec FTC-B-9430. La différence
majeure existant entre les deux antagonistes fluorescents est la présence de Iespaceur e-
aminocaproyl qui permet, peut-étre, de minimiser les interactions défavorables du fluorophore
avec les acides aminés du récepteur et de permettre une meilleure liaison de I’antagoniste.

Effectivement c’est a la lumiere de cette étude et de celle portant sur la CF-e-ACA-BK (Gera et
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coll., 2011a) que nous avons privilégié I'espaceur e-aminocaproyl dans la conception des

peptides cargos.

4.1.2 Peptides bifonctionnels liant un récepteur et un anticorps

Des études exploitant I’épitope myc adjoint a de volumineuses protéines ont été menées et
elles portaient sur un transporteur de glucose (GLUT4myc : Asahi et coll.,, 1999), le récepteur
AT, Myc-AT, : Jiang et coll, 2012) et le récepteur B, (myc-B,R : Bawolak et coll., 2007).
Egalement, il existe des études ou les ligands profitent de I’association avec un épitope dans la
détection immune et tel est le cas pour le ligand de Notch (Delta-1ext-myc : Varnum-Finney et
coll., 2000). Dans notre cas, les ligands possedent une séquence charniere dont les trois acides
aminés ont été tirés de la séquence de la maximakinine, un peptide naturellement prolongé en
N-terminal. Ainsi, les peptides résultants permettent d’obtenir une complémentarité
moléculaire (épitope-anticorps commercial) assez forte pour que cette liaison perdure au sein
de la cellule tel qu’observé en épifluorescence. Par contre, la fluorescence obtenue lors de la
stimulation du RB, pour les deux agonistes modifiés résulte uniquement du fluorophore de
I'anticorps et ne concorde pas avec la puissance contractile qu’ils médient. Ainsi, les effets de
contractilité observés (modele biologique) démontrent que myc-KGP-BK est un agoniste plus
puissant que myc-KGP-B-9972 pour induire la contraction dans les veines ombilicales
humaines. De ce fait, dans les essais de contractilité, myc-KGP-BK affiche une perte d’effets
contractiles d’un facteur 20 tandis que myc-KGP-B-9972 d’un facteur de 250. Ces résultats
concordent avec les pertes d’affinité observées lors des essais de liaison pour les deux peptides
(d’'un facteur 196-250). Cette grande disparité de valeurs constatée pour myc-KGP-BK entre
les deux essais peut étre attribuable au fait que la portion bradykinine dans le peptide myc-
KGP-BK gagnerait une certaine résistance face aux enzymes présentes au niveau des tissus par
protection stérique conférée par les acides aminés additionnels a la séquence parent. Une autre
explication serait la différence d’especes (RB, humain et RB, de lapin pour la construction
recombinante). Quant a myc-KGP-B-9972, les acides aminés supplémentaires n’engendreraient
aucun changement entre les valeurs obtenues lors des essais de contractilité et de liaison. De

plus, les essais de contractilité renforcent I'idée que les deux peptides détenant un épitope myc
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conservent leur statut d’agonistes spécifiques car lors de I'ajout de I'antagoniste du RB, (LF16-
0687), les deux peptides sont antagonisés. Fait treés important, lors de la stimulation des cellules
par la bradykinine en présence de I'anticorps monoclonal anti-myc (clone 4A6) conjugué au
fluorophore AF488, aucune fluorescence dépassant celle de autofluorescence n’est observée.
De ce fait, on peut sans aucun doute déduire que la fluorescence émise par les complexes
immuns résulte d’une internalisation des peptides porteurs de I’épitope myc par les récepteurs
B,. Néanmoins, les essais de liaison démontrent que les deux peptides détiennent une affinité
similaire pour le RB, lors de compétition avec la bradykinine tritiée (modele cellulaire),
contribuant a valider la distribution et lintensité de fluorescence de myc-KGP-B-9972
observée en microscopie (modele cellulaire). Le marquage fluorescent plus intense obtenu en
épifluorescence, lors de la stimulation des RB, par myc-KGP-B-9972 en présence de
I'anticorps, résulterait de la rigidité stérique conférée au peptide par la portion B-9972.
Effectivement, cette rigidité permettrait une meilleure stabilité de la liaison de I'anticorps avec
le peptide détenant I’épitope myc. Egalement, nous avons vérifié si une pré-incubation des
ligands avec l'anticorps monoclonal anti-myc clone 4A6 conjugué au fluorophore AF488
pouvait potentialiser la fluorescence observée lors de I'incubation du complexe préformé avec
les récepteurs B, Malgré la possibilité que cette pré-incubation soit favorable a une
augmentation de la formation de complexes immuns, I'intensité de la fluorescence observée est
constante dans tous les cas, suggérant que la formation de ce complexe est quasi instantanée
dans le milieu de culture lors de la stimulation. De plus, lorsque I'anticorps est présent lors de
la stimulation du RB,, celui-ci ne modifie pas l'affinité que possede myc-KGP-B-9972 pour le
RB,, tel qu'observé lors des essais de liaison et des essais contractiles. Etant donné que le
peptide myc-KGP-B-9972 présente une séquence commune a celle de I’agoniste résistant au
métabolisme, nous avons voulu valider que ce nouveau peptide bifonctionnel posséderait la
méme propriété. Effectivement, la présence de structures intracellulaires qui se démarquent par
une fluorescence condensée suggere la présence d’endosomes qui persistent aprés 3 h de
stimulation du RB, par cet agoniste. En plus de la fluorescence de la membrane de RB,-GFP
délocalisée au cytosol sous forme d’endosomes, myc-KGP-B-9972 colocalise avec la §-
arrestine,. Ceci démontre qu’apres 3 heures, le ligand persiste au niveau des endosomes et n’est

pas encore dirigé vers une dégradation.

94



4.1.3 Peptides cargos : molécules cycliques

Lors de la caractérisation des différents peptides cargos, 'ordre d’aftinité pour le RB, differe de
celui découvert lors des essais de contractilité. Dans les essais de liaison, la CTZ-s-ACA-BK
prend la téte apres la BK, mais dans les essais de contractilité elle est derniére en termes de
puissance contractilité en comparaison avec la BK. Cette disparité peut, encore une fois, étre
expliquée par la différence d’espéce entre les essais pharmacologiques. En plus, de la
destitution de la CTZ-e-ACA-BK de Tl'ordre pré-établi obtenu lors d’un comparatif de
contraction produite, ce peptide détient plus d’affinité pour le RB, que pour le RH,. Pour
évaluer si la portion BK préserve sa nature agoniste lors de I'ajout de ces molécules cycliques,
une incubation des peptides cargos avec un antagoniste du récepteur B, a permis d’affirmer
qu’ils sont bel et bien des agonistes. Effectivement, I'incubation de ces peptides avec des
cellules exprimant le RB, fluorescents permet d’observer des structures intracellulaires ou la
fluorescence est condensée (structures endosomales). De plus, cette distribution intracellulaire
condensée est totalement supprimée, laissant place a une distribution membranaire uniforme
de la fluorescence, confirmant que les peptides provoquent 'endocytose du RB, de par leur
liaison a ce dernier. Dans le but de consolider la présence des peptides cargos au niveau de la
triade ligand-récepteur-8-arrestine lors de I'endocytose ligand dépendante, et ultérieurement
dans les endosomes, le peptide cargo AF350-e-ACA-BK s’est révélé utile en raison de son
spectre d’émission caractéristique. Ainsi, AF350-e-ACA-BK colocalise avec la B-arrestine, et
EEA1-FYVE. Par contre, PAF350-e-ACA-BK s’est montré moins efficace que les autres
peptides conjugués a des fluorophores lors des études en épifluorescence étant donné que
I'autofluorescence des cellules est maximale dans le bleu et que lintensité d’émission des
fluorophores bleus n’est généralement pas grande. Avec le peptide détenant le ferrocene, nous
avons démontré que notre design permet d’adjoindre des molécules assez originales, de forme

« sandwich » qui engendre des dérivés pour lesquels des applications médicinales sont attribués.
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4.2 Exploitation de systemes biologiques et cellulaires pour libérer un
peptide actif

Les prodrogues sont des médicaments qui doivent subir une transformation 7 vivo pour libérer
leur molécule active (Rautio et coll, 2008). Le peptide CTZ-e-ACA-BK contient deux
domaines pharmacologiquement actifs agissant sur deux récepteurs différents et peut étre
considéré comme une pro-drogue car une biotransformation induirait, hypothétiquement, la
libération de fragments plus actifs que la molécule parente. Nous avions basé sa structure sur
celle de la CF-e-ACA-BK (Gera et coll., 2011a) car ce dernier a démontré une délocalisation
cytosolique de sa fluorescence lors de son internalisation par liaison au RB,. Ainsi, si la portion
CF est présente a travers le cytosol nous voulions voir si le médicament (CTZ) serait déployé, a

I'instar du CF, dans Pespace intracellulaire et jusqu’a la surface cellulaire ou se trouve RH,.

De nombreux intermédiaires métaboliques et métabolites endogenes activent, en conditions
physiologiques ou pathologiques, les RCPGs (Tonack et coll,, 2013). Cest alors que la
compréhension de la capacité de ces métabolites a engendrer des réponses cellulaires devient
importante si une dérégulation du métabolisme venait a se produire. Ainsi, le peptide Met-Lys-
BK-Ser-Ser est un produit du métabolisme du neutrophile humain mais il s’avere étre
subséquemment hydrolysé par TECA pour étre activé. Cette activation est paradoxale car dans
un méme environnement la BK et la M-K-BK-S-S pourraient étre présentes et hydrolysées par
I’ECA ce qui induirait, respectivement, une inactivation et une activation de la signalisation du

méme récepteut.

4.2.1 Evaluation de la libération de cétirizine de maniére enzymatique

Dans le but d’évaluer si la lignée cellulaire utilisée (cellules CHO) conviendrait a 'exploitation
de la transfection des vecteurs myc-RB, et RH; et pour mesurer Paffinité de différents ligands
nous avons procédé a des essais de liaison (saturation). Effectivement, les cellules CHO
permettent d’obtenir des courbes de saturation adéquates de la liaison de ['H|BK et

[’H]pyrilamine pour poursuivre avec des essais de compétition impliquant divers ligands. De ce
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fait, un ordre d’affinité des ligands s’est dessiné pour chaque récepteur. Les antihistaminiques
sont ceux détennant le plus d’affinité pour le RH, recombinant humain tandis que pour myc-
RB,, tel que prévu, ce sont la bradykinine et 'antagoniste LF16-0687. Avec ces ligands, nous
avons pu constater que pour le RH;, notre peptide (CTZ-e-ACA-BK) détient plus d’affinité
que son agoniste endogene (histamine). Par contre, dans l'autre essai de compétition, la CTZ-e-
ACA-BK démontre une plus grande affinité pour le RB,. Somme toute la CTZ-s-ACA-BK
démontre qu’il est possible de produire un ligand qui possede une dualité intrinseque
déterminée par I'identité de ses portions N- et C-terminales. Ensuite, nous avons évalué si une
libération de I'antihistaminique (CTZ) pouvait se produire par mise en contact du peptide avec
I'enzyme de conversion de I'angiotensine, d’enzymes endosomales ou intracellulaires. Lors de
la production du milieu conditionné et de son incubation avec les cellules HEK 293a
transfectées avec '’ECA, nous n’avons pas remarqué une quelconque libération de la cétirizine
libre ou d’un fragment actif. Au cours de nos travaux nous avons opté pour 'ECA et il se
pourrait qu'une autre enzyme du SKK puisse hydrolyser la CTZ-e-ACA-BK. Par contre,
compte tenu des études antérieures, une acidification du milieu dans lequel la CTZ-s-ACA-BK
se trouve ou le métabolisme des enzymes endosomales auraient pu permettre la libération de la
CTZ tel quobservé pour la CF-e-ACA-BK (Gera et coll., 2011a). Toutefois, le fait que les
fragments de cétirizine ou la cétirizine libre doivent rétro-diffuser de lenvironnement
endosomal ou cytosolique au milieu extracellulaire constitue une limitation de cette approche.
Ensuite, pour tester si une libération de la portion cétirizine ou de fragments actifs par les
ectoenzymes des tissus de veines ombilicales humaines pouvait se produire nous avons
effectué des essais de contractilité. Premi¢rement, pour s’assurer que les produits de
dégradation pourraient intervenir dans les effets contractiles médiés par I’histamine sur le RH,
et la bradykinine sur le RB,, nous avons construit nos courbes en présence de cétirizine pour
s’assurer que seules les courbes produites par lhistamine seraient affectées. Ainsi, la veine
ombilicale humaine s’avere étre un bon modele pour tester la libération de fragments actifs de
la cétirizine ou de la cétirizine libre car seulement les courbes de ’histamine ont démontrées un
antagonisme par un prétraitement a la cétirizine. Par la suite, I'introduction d’un antagoniste du
RB, (LF16-0687) et d’un inhibiteur double de 'ECA et de la NEP (omapatrilat), avant la
construction des courbes concentration-effet médiées par I’histamine permit d’isoler un effet
antagoniste du peptide conjugué sur la contraction induite par I’histamine. Ainsi, ces courbes

ont révélé que la CTZ-e-ACA-BK induit un antagonisme des effets contractiles médiés par
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I’histamine et que 'omapatrilat ne modifie pas cet antagonisme. La CTZ-e-ACA-BK n’est pas
fragmentée en un ligand de haute affinité du RH, suite a la dégradation enzymatique opérée
par les ectoenzymes présentes sur les veines ombilicales humaines. Ta '“C-cétirizine,
lorsqu’administrée a des patients en bonne santé ne semble étre que minimalement métabolisée
et le seul métabolite retrouvé chez ces patients est un produit de dé-alkylation de la chaine
latérale de la cétirizine (Wood et coll., 1987). Cette chaine, dans le peptide CTZ-e-ACA-BK, est
engagée dans un lien amide avec la portion espaceur ce qui limite davantage la possibilité d’un
clivage libérant la portion enticre de la cétirizine. Alors, seulement un produit de clivage

détenant au moins une portion de I'espaceur serait envisageable.

4.2.2 Nouveau substrat endogéne de PECA : Met-Lys-BK-Ser-Ser

M-K-BK-S-S est un peptide qui est produit d’'une manicere kallikréine indépendante par le biais
de T'action de la protéinase 3 du neutrophile humain (Kahn et coll., 2009). La PR3 est
retrouvée dans les granules de neutrophile ainsi que sur sa surface membranaire (Kahn et coll,,
2009). Une connaissance approfondie des interactions de M-K-BK-S-S avec le SKK s’avere
trés importante pour comprendre les effets que pourraient engendrer certaines pathologies
impliquant une concentration accrue de neutrophile dans le sang et les tissus. M-K-BK-S-S ne
détient qu’une affinité micromolaire pour le RB,, ce qui est nettement moins que la BK
(nanomolaire). Néanmoins, son affinité pour TECA est comparable a celle de la BK. Ainsi,
I'analyse de I’étude comparative que nous avons faite entre laffinité que détient la M-K-BK-S-
S et la BK pour les deux sites catalytiques de 'TECA démontre que la BK détient une différente
affinité pour les deux sites catalytiques. De plus, on peut affirmer que la différence d’affinité
entre les deux peptides est plus grande pour le site catalytique en N-terminal de TECA et que le
M-K-BK-S-§, a une haute concentration, semble avoir une affinité équivalente pour les deux
sites. Dans I’étude menée par Khan et coll, aucune référence a 'action des ectoenzymes des
vaisseaux sanguins sur le peptide produit par la PR3 n’est mentionnée. Ainsi, nous avons mis
en valeur des systemes biologiques (contractilité des veines ombilicales humaines et veines
jugulaires de lapin) pour démontrer 'implication de 'ECA dans I'activation de la M-K-BK-S-S.

Les courbes obtenues a I'aide de la veine ombilicale humaine révelent que I’action antagoniste
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de LEF16-0687, sur la contraction induite par la BK et la Met-Lys-BK-Ser-Ser, est remarquable.
Egalement, suite a la pré-incubation des tissus avec un inhibiteur de PTECA, I’énalaprilate, nous
pouvons confirmer P'action activatrice des enzymes présentes au niveau des tissus dans les
bains car nous observons une perte de puissance de contraction seulement pour M-K-BK-S-S.
Pour confirmer, cette perte de puissance, nous avons décidé d’employer un deuxiéme modéle
des effets contractiles médiés par la BK, la veine jugulaire de lapin. Effectivement, 'effet
inhibiteur de Iénalaprilate démontre de maniere manifeste ce qui se passe lorsque 'on met les
peptides en présence d’une population abondante ’ECA (rapport endothélium/muscle lisse
plus grand dans ce tissu vasculaire trés mince). La courbe de la contractilité médiée par la BK,
en présence d’énalaprilate, est déplacée vers la gauche ce qui signifie une grande
potentialisation. Toutefois, le contraire se produit pour la M-K-BK-S-S, la courbe est déplacée
vers la droite et on observe une grande perte de puissance. Cet essai biologique démontre les
effets contradictoires et paradoxaux de 'ECA sur les deux peptides : inactivation de BK et
activation métabolique de M-K-BK-S-S. Il est a noter que Met-Lys-BK, qui est le produit

probable de la réaction, est un agoniste de haute affinité pour le RB, (Gera et coll., 2011b).
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5. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Le premier volet de nos travaux a permis d’améliorer notre connaissance sur de nouveaux
outils d’imagerie cellulaire et de tester des hypotheéses concernant la complémentarité
moléculaire épitope-anticorps. Les deux peptides fluorescents (FTC-B-9972 et FTC-B-9430)
confirment la possibilité de conjuguer une molécule fluorescente a un ligand endogene et a un
agoniste résistant au métabolisme. Egalement, deux des ligands (BK et B-9972) ont été
exploités pour permettre de confirmer qu’une liaison d’un anticorps avec un ligand détenant
I’épitope correspondant peut etre détectée apres son endocytose. De plus, il est important de
noter que Pendocytose de cet anticorps est spécifique et peut étre controlée de manicre
phamacologique. Les peptides cargos témoignent bien la possibilité de conjugaison d’un cargo
avec un ligand ciblant un récepteur connu, la BK et le RB, en 'occurrence. Ainsi, des cargos
aux propriétés variées (une molécule organométallique médicinale, un anti-histaminique et un
fluorophore commercial) ont tous démontré leur qualité d’agonistes et ont été endocytosés
I’endocytose de tous les peptides produits et étudiés nécessite une liaison avec le RB, et donc,
ces outils sont dirigés vers le récepteur cible et pourraient libérer leur cargos d’une manicre

déterminée par les populations de récepteurs selon les tissus (sélectivité et spécificité).

Le concept de conjugaison d’un épitope avec un ligand permet de valider la possibilité que des
anticorps a cargos cytotoxiques puissent ¢tre exploités pour induire une cytotoxicité et
subséquemment, l'apoptose ou la nécrose de cellules qui détiennent spécifiquement le
récepteur en question (application possible en oncologie). De plus, le choix de cargos originaux
pourraient induire différentes voies signalétiques et conférer aux ligands de nouvelles
propriétés lorsqu’ils se retrouvent dans les endosomes et le milieu intracellulaire. Egalement, le
design de peptides bivalents pourrait étre étudié plus en détail et permettre la conjugaison de
peptides préférentiellement hydrolysés par des enzymes qui se retrouvent a proximité de
récepteurs cibles. De nombreux récepteurs sont surexprimés en conditions pathologiques,
notamment les cancers. D'ailleurs, une étude récente a permis de montrer que le relachement

de cargo, par exploitation d’un vecteur médicamenteux de type micelle polymérique, était
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possible sous l'influence du pH acide des endosomes de cellules tumorales (Ding et coll.,
2009). Une stratégie visant 'endocytose de médicaments anti-cancéreux pourrait étre bénéfique
en délimitant 'action de ces médicaments. Ceci est possible dans la mesure ou le vecteur
médicamenteux détient des liens labiles ce qui provoque le relachement du cargo au niveau

endosomal (bas pH) mais est stable au pH physiologique.

Le deuxi¢me volet de notre étude a permis de mettre en lumicre la possibilité d’obtenir un
ligand détenant deux domaines pouvant chacun lier leur récepteur. Par contre, a cause de sa
capacité initiale assez forte a lier le RH,, la CTZ-e-ACA-BK ne constitue pas un bon modcle
de pro-drogue car Iactivation métabolique ne permettra pas un gain d’affinité tres grand.
Effectivement, le ou les produits d’hydrolyse du peptide CTZ-e-ACA-BK n’affichent pas une
affinité supérieure au peptide non hydrolysé. De plus, les enzymes endogenes et recombinantes
dans nos systemes cellulaires et celles présentes sur les veines ombilicales humaines n’arrivent
pas a hydrolyser, d’'une quelconque maniere, la CTZ-e-ACA-BK pour libérer la cétirizine libre
ou des fragments susceptibles d’avoir un effet antagoniste. Ainsi, le fait que la cétirizine n’est
que faiblement métabolisée dans le corps humain soit une limitation, on aurait pu remarquer
des effets das a la CTZ liée a I'espaceur. Néanmoins, nos études concernant la Met-Lys-BK-
Ser-Ser nous ont permis de dévoiler une activation opérant dans les mémes systemes (SKK et
SRA) que la BK. Ainsi, la M-K-BK-S-S détient une affinité presque nulle pour le RB, mais une
affinité proche de la BK pour PECA. Effectivement, d’'une manié¢re paradoxale, la M-K-BK-S-
S est clivée par TECA a Iinstar de la BK, qui est inactivée, et les peptides résultants de cette
réaction (exemple: Met-Lys-BK) provoquent une activation du RB,. L’approfondissement du
métabolisme de la M-K-BK-S-S serait utile dans certaines situations cliniques étant donné que
IECA est majoritairement retrouvée au niveau des cellules endothéliales. Ainsi, une stimulation
du RB, pourrait étre compartimentée par une administration parentérale de la M-K-BK-S-S
(exemple : vasodilatation sans stimulation de I’épithélium gastro-intestinal ou des afférences
neurologiques qui possédent le RB,). De plus, si des patients se retrouvent dans une situation
d’hyperleucocytose, la dégranulation des neutrophiles sanguins pourrait induire, aux sites ou

IECA est présente, les mémes effets que ceux observés pour la BK.

Conséquemment, il serait intéressant de pousser 'exploitation de ligand d’affinité bivalente,
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dans la mesure ou le site cible devrait étre atteint et la portion fonctionnelle libérée. Des études
non publiées portant sur un ligand détenant une portion histamine (L-Ala-Histamine),
activable par une autre enzyme du systeme kallikréine-kinine (APN) sont en cours. Il est a
noter que la création de ligands activables par le métabolisme suscite un intérét particulier dans
la résolution de problemes concernant 'amélioration de la livraison ciblée du médicament, de
la solubilité aqueuse, de la perméabilité et de la lipophilicité, etc. De plus, a la maniere de M-K-
BK-S-§, les populations d’enzymes susceptibles d’hydrolyser les ligands devront étre ciblées

selon les tissus et les récepteurs a activer (proximité nécessaire).
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