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Résumé

Role des déterminants moléculaires impliqués dans la signalisation du

récepteur urotensine 11

Par
Nicolas Perzo
Département de pharmacologie
Mémoire présenté a la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de I’obtention
du diplome de maitre és sciences (M.Sc.) en Pharmacologie

L’Urotensine II (UII) est un peptide cyclique de 11 acides aminés initialement isolé
a partir de 'urophyse de gobie. Cette hormone est impliquée dans I'homéostasie
cardiovasculaire et exerce la majorité de ses effets par l'intermédiaire du récepteur de
I'urotensine (UT). Le récepteur UT est couplé préférentiellement & la protéine G
hétérotrimérique Gagq et les propriétés fonctionnelles de ce récepteur ont principalement été
étudiées pour sa capacité a induire la production d'inositol phosphate ainsi que la
mobilisation de Ca®" intracellulaire. Il a été rapporté que UT peut également coupler a
d'autres protéines G hétérotrimériques Gai/o et qu’il peut activer plusieurs voies
indépendantes de la protéine G, tels que la voie des MAP Kinase et de la beta-arrestine.
Notre hypothese stipule que différents ligands d’UT peuvent induire ou stabiliser
différentes conformations du récepteur, chacune conduisant a une signalisation spécifique,
ce concept est connu sous le nom de sélectivité fonctionnelle ou signalisation biaisée. Nous
avons sélectionné 6 analogues de UII qui différent dans leur structure chimique et nous
avons évalué leur capacité a activer plusieurs voies de signalisation : Gaq Gai, Gal3,
ERK, NFkB et le recrutement de la B-arrestine. Par ailleurs, la technologie de transfert
d’énergie bioluminescente par résonnance (BRET) fut utilisée pour évaluer I’activation
spécifique des protéines Gag, Gai, Gal3 ainsi que le recrutement de la -arrestine-2. Nous
avons montré que la substitution de la lysine en huitieme position de UIl affecte la
propriété du peptide a activer certaines voies de signalisation. De plus, I’analogue Nle8-UII
agit comme agoniste complet sur la voie Gaq mais active faiblement le recrutement de la
B-arrestine-2 ainsi que la voie NFxB. Cette étude a permis d’identifier des ligands sélectifs
pour certaines voies de signalisation d’UT et pourrait permettre la conception de ligands
sélectifs pour UT dans diverses pathologies associées a ce récepteur.
Mots clés : UII, UT, Lysine, BRET, Gal3
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1. Introduction

1.1. Les Récepteurs couplés aux protéines G

Toute cellule doit avoir le moyen de capter un stimulus de son environnement et de
transmettre ce signal en une réponse appropriée. Les cellules possédent a leur surface des
macromolécules protéiques appelées récepteurs. Ces récepteurs sont capables de
reconnaitre spécifiquement et de lier des entités chimiques, appelées ligands. Suite a la
liaison du ligand sur ce récepteur, un changement de conformation de ce dernier survient,
induisant une réponse intracellulaire adéquate.

Les récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) sont des protéines membranaires qui
forment la quatriéme plus grande superfamille du génome humain, représentant plus de
800 genes identifiés a I’heure actuelle (Lander et al., 2001). Nombre de ces récepteurs
Jouent un réle physiologique important dans la cellule, et plusieurs pathologies sont
aujourd’hui associées a une dérégulation de ces récepteurs (Seifert and Wenzel-Seifert,
2002). Par exemple les tumeurs gastriques via le récepteur de la cholecystokinine ou

encore la cécité via le récepteur de la rhodopsine.

1.1.1. Classification des GPCR

Il existe trois classes de GPCR, A, B et C. Chacune d’entre elles est caractérisée par
des éléments structuraux qui définissent sa classe (Figure 1).

La classe A, aussi appelée Rhodopsin-like, est 1a plus grande famille des GPCR. Cette
classe de récepteur fixe de nombreux types de ligands, incluant également les petites
molécules comme les amines biogénes ou les peptides. L’homologie de séquence des
récepteurs de cette classe repose essentiellement sur des résidus clefs qui au cours de

I’évolution ont été conservés, notamment au niveau des régions transmembranaires. Les
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récepteurs de cette classe possedent un domaine extracellulaire ou se situe le domaine N-
terminal, cette région étant impliquée dans la liaison du ligand au récepteur. Le domaine
transmembranaire est quant a lui composé d’un réseau de sept hélices a. Ces hélices
permettent le changement de conformation du récepteur suite a la liaison du ligand dans
la partie extracellulaire ou membranaire du récepteur. Enfin, au niveau de la partie
intracellulaire, la queue cytoplasmique contient des résidus et motifs importants pour la
régulation des interactions directes protéines-protéines ou indirectes, par I'intermédiaire
d’effecteurs intracellulaires. De plus, les modifications post traductionnelles (comme par
exemple la phosphorylation ou I'ubiquitinylation) de la queue cytoplasmique sont
susceptibles de moduler a la fois I’état d’activation du récepteur, le couplage aux
protéines G hétérotrimériques tout en participant a la régulation de I’internalisation et
désensibilisation du récepteur.

La classe B appelée Secretin-like, regroupe 20 récepteurs pour certaines types
d’hormones et de neuropeptides (Fredriksson et al., 2003). La liaison du ligand a ces
récepteurs implique a la fois les boucles N-terminales et extracellulaires. Ces récepteurs
sont caractérisés par la présence d’un domaine N-terminal d’environ 100 résidus
contenant plusieurs ponts disulfures conservés entre les récepteurs de cette famille. Bien
que le pont disulfure reliant la premiére boucle extracellulaire et le haut du TMD3 soit
présent chez cette classe, i1l y a absence des motifs conservés retrouvés chez la classe A.
Parmi les récepteurs de la classe B, on retrouve les récepteurs de la calcitonine, de la
parathormone (PTH), du glucagon, du peptide intestinal vasoactif (VIP).

La classe C est également appelée métabotropique ou glutamate-like. Parmi les
récepteur de cette classe, on retrouve les récepteurs métabotropiques du glutamate, le
récepteur de 1’acide y-aminobutyrique (récepteur GABAg), le récepteur « senseur de
calcium » (CaSR) ainsi que les récepteurs aux phéromones et certains du gout amer
(Kniazeff et al., 2011). La reconnaissance du ligand est obtenue grace a leur trés grand
domaine extracellulaire. Il est organisé en deux lobes distincts séparés par une cavité ou

se lie le ligand selon la maniere de la venus fly trap (Yang, 1996).



Figure 1 : Représentation schématique des trois familles de GPCR. Les GPCR sont
divisés en trois classes majeures et une représentation de chacun d’entre eux est montrée.
Les GPCR de chaque classe ont certains résidus et motifs conservés représentés en rouge.



1.1.2. Activation des GPCR

Les GPCR ont ainsi ét¢ nommés pour leur capacité a s associer avec des protéines G
hétérotrimériques (GaPy). Chez I"'Homme, il existe 23 sous-unités a, 6 sous unités p et
11 sous unités y (Oldham and Hamm, 2008). Les protéines G hétérotrimériques sont
divisées en quatre classes basées sur I’homologie de la séquence primaire de la sous unité
a : Gas, Gae, Gogny et Goyys. La liaison d’un ligand extracellulaire dans la pochette de
liaison du récepteur va entrainer I’initiation de la transduction d’un signal par
I’intermédiaire d’un changement de conformation du récepteur (Figure 2). Ce
changement induira, entre autre, le recrutement de certaines protéines G hétéromériques
(Gether, 2000). Puis, suite a I’échange de nucléotide (la guanosine diphosphate [GDP] va
étre remplacée par la guanosine triphosphate [GTP]), I’association étroite entre les sous-
unités et le récepteur va se rompre. Les deux groupes de sous-unités, Ga et Gy, seront
alors libres d’interagir et de moduler ’activation d’une ou de plusieurs cascades de
signalisation comme [’activation de |’adenylate cyclase, de la phospholipase, des
Mitogen activated protein kinase (MAPK) ou encore les canaux calciques ou potassiques.
La transduction du signal sera ensuite régulée par les modifications opérées sur le
récepteur, comme par exemple, sa phosphorylation par des kinases spécifiques ou non
spécifiques du récepteur qui moduleront son interaction avec certaines protéines
intracellulaires et ainsi induire son internalisation ainsi que sa désensibilisation (Kohout

and Lefkowitz, 2003; Lander et al., 2001; Tsao et al., 2001).
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Figure 2: Représentation schématique de DPactivation d’un GPCR. Dans la
conformation inactive, la sous-unité o de la protéine G se lie au GDP et est liée a un
complexe By. Lors de l'activation du récepteur par son ligand, il y a échange du GDP
pour le GTP. Dans la forme active, la sous-unité¢ Ga ainsi que le complexe By peuvent
induire une signalisation via des molécules effectrices en aval.



1.1.3. Désensibilisation des GPCR

La désensibilisation des GPCR se déroule dans les secondes qui suivent ’activation
du récepteur par son agoniste. La signalisation via les protéines G se termine donc par un
enchainement de deux étapes, les GPCR kinases (GRK) vont phosphoryler le récepteur
actif créant un site de liaison pour les arrestines. En effet, les GRK phosphorylent
spécifiquement certains résidus serine et thréonine présents dans la portion carboxy-
terminale et/ou dans les boucles intracellulaires des GPCR activés. Les récepteurs activés
et phosphorylés vont devenir par la suite des sites d’ancrage de haute affinité pour les
arrestines (Gurevich et al., 2012; Seifert and Wenzel-Seifert, 2002).

Les GRK sont une famille de six sérine/thréonine protéine kinases caractérisées par
leur capacité a phosphoryler et désensibiliser les récepteurs occupés. Les GRK sont
classées en fonction de leur similarité fonctionnelle et de séquence. Il existe chez les
vertébrés trois sous famille de GRK. La sous famille GRK1 comprend GRK1 (kinase de
la rhodopsine) et GRK7 (cone kinase), la sous famille GRK2 comprend GRK?2 et 3 et la
sous famille GRK4 comprend GRK4, 5 et 6 (Oldham and Hamm, 2008; Premont et al.,
1999). Toutes les GRK sont des protéines multi-domaines qui ont toutes en commun une
partie N-terminale unique composée d’environ 25 résidus spécifique de la famille de
GRK, suivi de la région régulatrice du signal de la protéine G (RGS) homology domain
(RH), et d’'un domaine Ser/Thr kinase. (Gether, 2000; Gurevich et al., 2012). D autre
part, le N-terminal de chaque sous famille contient 1’élément structurel responsable de la
reconnaissance de leur cible. GRK1 et 7 portent des courtes séquences de prénylation,
GRK2 et 3 possédent des domaines pleckstrin Homologie (PH) qui interagissent avec les
sous unités Py des protéines G. GRK4 et 6 possedent des sites de palmitoylation ainsi que
des sites de liaison pour les éléments chargés positifs alors que GRKS s’appuie
uniquement sur des éléments de liaison positifs.

Par ailleurs, certains seconds messagers dépendant des protéines kinases, incluant
I’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) dépendant de la protéine kinase A et C

(PKA et PKC), phosphorylent également les sérine/thréonine présentes au niveau de la
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queue C-terminale de nombreux GPCR. La phosphorylation de la queue C-terminale est

suffisante pour altérer 'efficacité des récepteurs en absence de B-arrestines (Luttrell and

Lefkowitz, 2002).

Les arrestines appartiennent a une famille composée de 4 membres. Les arrestines 1
et 4 sont exprimées uniquement dans les cones et batonnets de la rétine, les B arrestines 1
et 2 aussi connues comme étant les arrestines 2 et 3 sont quant a elles exprimées de
maniére ubiquitaire et régulent la majorité des récepteurs a sept domaines
transmembranaires (Ma and Pei, 2007). Les arrestines ont d’abord été identifiées comme
des régulateurs négatifs de la signalisation des GPCR. Cependant, de nouveaux rdles
dans le trafic et la signalisation des récepteurs leur ont été attribués récemment (Reiter et
al., 2012a).

La phosphorylation des résidus sérine ou thréonine de GPCR par les GRK va
augmenter 1’affinité de ces régions phosphorylées pour les arrestines qui vont se lier.
Cela va provoquer le découplage par encombrement stérique de la protéine G du
récepteur, entrainant ainsi la désensibilisation de la réponse.

Apres cette étape de désensibilisation le récepteur va entrer dans un processus
d’endocytose par l'intermédiaire du recrutement de partenaires dont la clathrine et le
complexe adaptateur hétérotétramérique AP-2. Ce dernier se fixera via sa sous unité $2-

adaptine a la B-arrestine-2 (Whalen et al., 2011).

1.1.4. Signalisation des B-arrestines

Depuis une dizaine d’année, il a été établi que les B-arrestines peuvent étre a I’origine
de signalisation cellulaire indépendante des protéines G. En effet, elles agissent comme
des plateformes multifonctionnelles qui interagissent avec de nombreux partenaires
protéiques ainsi que des protéines kinases afin d’activer par phosphorylation de
nombreuses cibles intracellulaires (Xiao et al., 2007). Parmi les effets reliés a la

signalisation induites par les [P-arrestines on retrouve [’activation des MAPK en



8

particulier de ERK1/2 (DeWire et al., 2008) ainsi que la formation de plaques d’adhésion
focale dépendante de RhoA (Barnes, 2004). D’autres voies de signalisation sont
également induites comme I'inhibition du facteur de transcription nuclear factor kappa B
(NFxB) en ciblant I’expression génique de sa protéines stabilisatrice inhibitor kappa B
(IxB) (Gao et al., 2004), ou encore ’activation de la protéine phosphatase 2A (PP2A) qui
va induire la déphosphorylation de AKT ce qui ménera a I’activation de la glycogéne

synthase kinase 3 (Beaulieu et al., 2005; Reiter et al., 2012b) (Figure 3).

@Inactif @ Actif @Phosphorylation @Désensibilisation

m— —> —
o

? @ Internalisation

Figure 3 : Désensibilisation et signalisation induit par les B-arrestines. Les protéines
G et les B-arrestines sont des déterminants clés de la pharmacologie des récepteurs. Le
récepteur inactif (1) activé par un agoniste induit un couplage avec la protéine G et
transduit le signal via un deuxiéme messager (2). Suite a cela, le récepteur occupé est
phosphorylé par les kinases GRK (3), puis les P-arrestines sont recrutées pour la
désensibilisation du récepteur en réduisant le couplage du récepteur avec la protéine G
(4). Les p-Arrestines sont des protéines d’échafaudages pour deux enzymes de
signalisation tels que la MEK, conduisant & la transduction d’un signal de maniere
indépendante de la protéine G et la machinerie d'endocytose pour promouvoir
l'internalisation du récepteur dans les endosomes (5). Pour certains récepteurs tels que le
récepteur de I’angiotensine II, la B-arrestine reste lié au récepteur et continue de stimuler
la transduction du signal a partir de 1'endosome. Dans I'endosome, le récepteur est soit
recyclé a la surface de la cellule ou dégradé aux lysosomes. (Violin et al., 2013)



1.2. Le systéme Urotensine 11

1.2.1. Urotensine 11 (UII)

1.2.1.1. Origine

L’urotensine II (UIl) est un peptide cyclique qui fut isolé pour la premiére fois en

1969 par Bern et Lederis (Douglas and Ohlstein, 2000) de 1’urophyse du gobie.
L’urophyse de ce poisson peut s’apparenter chez les mammiféres a I’axe hypothalamo-
hypophysaire (Figure 4). Des orthologues de I’UIl ont ensuite été retrouvées chez
d’autres poissons ainsi que chez les mammiféres, incluant ’'Homme. Chez ce demier, la
séquence de I’hormone présente onze acides aminés (Glu-Thr-Pro-Asp-Cys-Phe-Trp-
Lys-Tyr-Cys-Val). La comparaison de la structure primaire de cette hormone révéle une
trés forte identité de séquence entre les espéces. En fait, du poisson jusqu'a I"'Homme,
I’évolution entre les especes a favorisé la conservation des résidus 5 a 10, alors que la
partie N-terminale présente des variations de séquences entre les especes (Tableau 1).
UII est le résultat du clivage d’un prépropeptide de 124 acides aminés. L’ARNm de ce
précurseur a été identifié dans la moelle épiniére, le bulbe rachidien, le cceur, les reins, les
cellules endothéliales ainsi que dans les muscles lisses (Onan et al., 2004a). L’UII est
produite suite au clivage du prepro UII par des proprotéines convertases PC1 et PC2 lors
de la maturation dans les granule de sécrétion du réseau transgolgien (Bilodeau et al.,
2011)

UII exerce de puissants effets hémodynamiques, agit sur les réponses inotropiques
et chronotropiques (Krum and kemp, 2007), module la réponse inflammatoire (Johns et
al., 2004), joue un role dans l’induction de I’hypertrophie cardiaque et vasculaire
(Papadopoulos et al., 2008), provoque d’important effets angiogéniques (Guidolin et al.,
2010a) et inhibe la libération d'insuline induite par le glucose (Silvestre et al., 2004).
Ainsi, le systéme urotensinergique est lié a de nombreux états pathophysiologiques, dont

l'athérosclérose, l'insuffisance cardiaque, I'hypertension, la pré-éclampsie, le diabéte,
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I'insuffisance rénale et les maladies du foie, les ulcéres, ainsi que psychologique avec des

troubles neurologiques (Ross et al., 2010).

Systéme
hypothalamo-

Systéme
neurosécréteu

Fibres
aminergiques Corte —p

Figure 4:

Systéme neurosécréteur des

Cellules

poissons

Ependym

téléostéens.

Représentation

schématique de l'organisation du systéme neurosécréteur caudale et ses connexions

vasculaires dans I'épiphyse des poissons téléostéens. (Vaudry et al., 2010)

Espices noe

Larmproie H-Asn-Asn-Phe-Ser-Asp-Cys-Phe-Trp-Lys-Tyr-Cys-Val-OH
Fugu H-Thr-Gly-Asn-Asn-Glu-Cys-Phe-Trp-Lys-Tyr-Cys-Val-O#
Raie H-Asn-Asn-Phe-Ser-Asp-Cys-Phe-Trp-Lys-Tyr-Cys-Val-OM
Chaen de mer H-Asn-Asn-Phe-Ser-Asp-Cys-Phe-Trp- Lys-Tyr-Cys-Val-OH
Esturgeon H-Gly-Ser-Thr-Ser-Glu-Cys-Phe-Trp-Lys-Tyr-Cys-Val-OH
Esturgeon wpatude H-Gly-Ser-Thr-Ser-Glu-Cys-Phe-Trp-Lys-Tyr-Cys-Val-OH
Gobie H-Ala-Gly-Thr-Ala-Asp-Cys-Phe-Trp-Lys-Tyr-Cys-Val-O

Pomxan rébre a
Powsson rébre B
Sangsue A
Sangsue B
Carpe a

Carpe B1

Carpe B2
Carpey

Flet

Truite

Bar

Grenowdie
Poulet
Deamant mandarin
Souris

Rat

Porc A

Porc B

Bovin

Singe
Chempanzé
Humnain

Tableau 1 : Comparaison des structures primaire de UII (Vaudry et al., 2010)

H-Gly-Gly-Gly-Ala-Asp-Ops-Phe-Trp-Lys- Tyr-Cya-Val-OH
H-Gly-Ser-Asn-Thr-Glu-Ops-Phe-Trp-Lys-Tyr-Cys-Val-O8
H-Gly-Ser-Gly-Ala-Asp-Cys-Phe-Tip-Lys- Tyr-Cys-Val-OH
H-Gly-Ser-Asn-Thr-Glu-Cys-Phe-Trp-Lys-Tyr-Cys-Val-OH
H-Gly-Gly-Gly-Ala-Asp-Cys-Phe-Trp-Lys-Tyr-Cys-Val-OH
H-Gly-Gly-Asn-Thr-Giu-Cys-Phe-Trp-Lys- Tyr-Cys-Val-OH
H-Gly-Ser-Asn-Thr-Glu-Cys- Phe-Trp-Lys- Tyr-Cys-Val-O#
H-Gly-Gly-Gly-Aln-Asp-Cys-Phe-Trp-Lys-Tye Cys-lle-OH
H-Ala-Gly-Thr-Thr-Glu-Ops-Phe-Trp- Lys- Vyr-Cys-Val-OH
H-Gly-Gly-Asn-Ser-Glu-Cys-Phe-Trp-Lys-Tyr-Cys-Val-OH
H-Ala-Gly-Asn-Ser-Giu-Cys-Pve-Trp- Lys-Tyr-Cys-Val-OM
H-Ala-Gly-Asn-Leu-Ser-Glu-Oys-Phe-Trp-Lys-Tyr-Cys-Val-OH
H-Gly-Asn-Leu-Ser-Glu-Cys-Phe-Trp-Lys- Tyr-Cys-Vai-OH
H-Gly-Asn-Lau-Ser-Glu-Oys-Phe-Trp-Lys- Tyr-Cys-Val-OM
<Gln-His-Lys-Glr-His-Gly-Ala-Ala-Pro-Ghu-Cys-Phe-Trp-Lys-Tye-Cys-lle-OH
<Glin-His-Gly-Thr-Ala-Pro-Glu-Cys-Phe-Trp-Lys- Tyr-Cys-lie-OH
H-Gly-Pro-Thr-5er-Glu-Cys-Phe-Trp-Lys-Tyr-Cys-Val-O#
M-Gly-Pro-Pro-Ser-Glu-Cys-Phe-Trp-Lys- Tyr-Cys-Val-OH
H-Gly-Pro-Ser-Ser-Glu-Cys-Phe-Trp-Lys- Tyr-Cys-Val-O
M-Glu - Thr-Pro-Asp-Cys-Phe-Trp-Lys-Tyr-Cys-Val-OH
M-Glu-Thr-Pro-Asp-Cys-Phe-Trp-Lys-Tyr-Cys-Val-Ox
H-Glu-Thr-Pro-Asp-Cys-Phe-Trp-Lys-Tyr-Cys-Val-Ot
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1.2.1.2. L’Urotensine 11-Related Peptide

En 2003, un anticorps dirigé contre la séquence cyclique de I’UII fut utilisé dans un
lysat de cerveau de rat (Sugo et al., 2003). Les complexes immuns ont ensuite été purifiés
et séquencés et un nouveau composé¢ nommé Urotensine [I-Related Peptide (URP) fut
découvert. Ce dernier est composé de huit acides aminés dont sept en commun avec 1’UII

humaine possédant notamment la méme partie cyclique.

Cette séquence cyclique composée des acides aminés 5 a 11 de I'urotensine II
humaine et de I'URP, posséde des acides aminés communs avec la somatostatine
humaine, hormone sécrétée par les cellules de 1’hypothalamus mais également par les
cellules delta de I’estomac, de ’intestin et du pancréas. Par ailleurs, 1’UII et ’URP sont
capables d’activer le récepteur de la somatostatine 2 et 5 en plus d’activer UT (Malagon

et al., 2008)

1.2.2. Le récepteur de 'urotensine II (UT)

UT fut découvert chez le rat lors d’une expérience qui visait a trouver de nouveaux
genes codant pour des peptides qui seraient susceptibles de se fixer sur des récepteurs
(Mori et al., 1999). Lors d’une précédente étude, une librairie d’ADN a été étudiée et un
récepteur couplé a une protéine protéine G fut découverte et nommé GPR14 (marchese et
al., 1995). GPR14 montre 27% d’identité de séquence avec le récepteur a la
somatostatine SSTR4 et plus particuliérement 41% d’identité dans la partie de la
séquence de son domaine transmembranaire. GPR14 de rat fut utilisé comme sonde pour
voir si on la retrouvait chez I’Homme et une séquence de 389 acides aminés fut

découverte avec 75% d’identité chez ’humain. Un nouveau GPCR était identifié chez
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I’Homme. Il a enfin été déterminé que ce récepteur activait la mobilisation calcique suite
a la stimulation par I'urotensine II de Gobie ainsi que par celle d’origine humaine.
GPR14 a ainsi été renommé récepteur de 1'urotensine II (UT) (Ross et al., 2010). Il
possede les caractéristiques structurales des GPCR de classe A a savoir, deux potentiels
sites de glycosylation sur le domaine N-terminal ainsi que deux résidus cystéine dans les
premiere et seconde boucles extracellulaires ce qui permet d’avoir un pont disulfure entre
celles-ci (Figure 5). UT est retrouvé au niveau du cerveau, de la moelle épiniére, du
myocarde ventriculaire, des cellules musculaires lisses vasculaires, des cellules
endothéliales vasculaires, du cortex rénal, de la glande surrénale, de I’hypophyse et de la

thyroide.
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Figure S : représentation schématique du récepteur humain de ’urotensine II. Le
récepteur UT posséde sept domaines transmembranaires reliés par trois boucles
extracellulaires et trois boucles intracellulaires. Les résidus colorés en jaunes sont les
résidus les mieux conservés dans chacun des domaines transmembranaires. Les résidus
colorés en rouge sont les résidus impliqués dans I’internalisation, les résidus colorés en
vert sont les sites de phosphorylation, en violet la séquence signal de localisation
nucléaire et en bleu les sites de glycosylation (Fournier, 2012).
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1.2.3. Signalisation du UT

1.2.3.1. Activation du récepteur

Le récepteur de I’urotensine Il est un GPCR qui est couplé majoritairement avec
la sous-unité Goy. Une fois activé par son ligand, UT va changer de conformation et ainsi
permettre le recrutement de la sous-unité Gog couplée au GDP. Puis le récepteur activé
agit par la suite de facteur d’échange de guanine nucléotide (Guanine nucleotide
exchange factor ou GEF) et promeut le remplacement du GDP par le guanosine tri
phosphate (GTP). Ceci déstabilise le complexe et permet le reldchement de la sous unité
o-GTP et du dimeére By. Chacun d’entre eux agit comme messager et active différents

effecteurs intracellulaires (Figure 6).

1.2.3.2. La voie calcique

La sous-unité Gog va activer la phospholipase C B, qui conduira par la suite au
clivage du Phosphatidylinositol biphosphate (PIP2) en Inositol triphosphate (IP3) et di-
acyl glycerol (DAG). L’IP3 va ensuite s’associer a son récepteur (IP3R) présent au
niveau de la membrane du réticulum endoplasmique pour induire la sortie d’ions
calciques dans le cytosol de la cellule. Dans les muscles lisses, la sortie de calcium du
réticulum endoplasmique permise par I’UII, va permettre en retour un afflux de calcium
extracellulaire par I’ouverture des canaux calciques. Dans le cytoplasme, les ions calcium
vont se fixer sur la calmoduline, une protéine naturellement présente dans le milieu
intracellulaire, ce qui va provoquer un changement de conformation de cette derniére et

ainsi permettre ’activation de la myosin light-chain kinase (MLCK) par phosphorylation.
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Cela conduira a une contraction des muscles lisses via la phosphorylation des tétes de

myosine par la MLCK (Iglewski and Grant, 2010).

1.2.3.3. L’activation des MAPK

La voie MAPK est activée en réponse a de nombreux stimuli extracellulaires,
particuliérement par les facteurs de croissance et de différentiation. Cette activation est
déclenchée majoritairement par les récepteurs a activité tyrosine kinase, mais aussi par
des GPCR, et fait intervenir un grand nombre d'étapes entre la membrane plasmique et le
noyau. Chez les mammiferes, il existe cinq familles de MAPK : extracellular signal-
regulated kinases (ERK1 and ERK?2), Jun N-terminal kinases (JNK1, JNK2 and JNK3);
la kinase p38 avec ses différents isoformes (p38a, p38p, p38y et p385), ERK3/ERK4 et
ERKS5 (Chang and Karin, 2001; Davis, 2000; Johnson, 2002). Les principes
fondamentaux qui régissent I'activation de cette voie ont été établis au cours des années
1990 et sont relativement bien compris (Meloche and Pouysségur, 2007).

La liaison du ligand a son récepteur de surface cellulaire induit 'activation de la
petite GTPase Ras via la PKC qui est elle méme activée par le DAG. Ras va entrer en
interaction avec la protéine sérine/thréonine kinase Raf qui phosphoryle a son tour les
MAP kinase kinases, MEK1/2. Cette cascade de phosphorylation se poursuit par
’activation des protéines d’intérét ERK1/2 sur leurs résidus sérine et thréonine. Ainsi,
ERK1/2 entre dans le noyau cellulaire et ajoute des groupements phosphate aux résidus
sérine et thréonine du facteur de transcription Fos; le facteur de transcription Jun étant
préalablement phosphorylé par la protéine kinase JNK (une autre protéine de la famille
des MAP kinases). Ces deux facteurs de transcription forment alors un hétérodimere
nommé complexe transcriptionnel AP-1 (activating protein-1) qui agit sur le gene c-Fos,
un geéne de réponse précoce nécessaire pour passer de I'état Gy a G; du cycle cellulaire
(Pearson et al.; Wortzel and Seger, 2012). Les MAPK jouent donc un role important dans

la croissance, la prolifération et la différentiation cellulaire (Liu et al., 2009; Onan et al.,
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2004b). La cascade des MAPK peut également étre activée en parallele via la
transactivation du récepteur de I’EGF (epidermal growth factor). Cette activation tardive
de PEGFR permet une réactivation des MAPK (Sauzeau et al., 2001; Tsoukas et al.,
2011).

1.2.3.4. La voie Rho A

Il existe une autre voie de signalisation permettant la vasoconstriction des muscles
lisses médiée par |'urotensine II. 1l s’agit de la petite GTPase Rho A. Cette protéine est
activée par la PKC qui elle-méme est activée par le DAG issu du PIP2. En effet la
protéine RhoA va activer la Rho kinase qui induira une vasoconstriction des muscles
lisses par phosphorylation de la myosine. L’activation du complexe Rho-A/Rho-kinase
par I'urotensine-II, permet donc la contraction, la réorganisation du cytosquelette d’actine
ainsi que la prolifération des muscles lisses vasculaires (Sauzeau et al., 2001).

Ainsi au travers de la voie calcique et de la voie Rho A, I'urotensine II est
considéré par certains comme le vasoconstricteur le plus puissant. La liaison d’UII sur
UT mene a une vasoconstriction plus forte que celle induite par I’endothéline-1, la
sérotonine et la norépinéphrine dans les cellules de muscles cardiaque humain (Watanabe

et al., 2006).

1.2.3.5. UII est un facteur chémoattractant

En plus d’étre un puissant vasoconstricteur, I’urotensine II agit également comme
facteur chémoattractant dans le systtme immunitaire lors de I’inflammation. Dans les
cellules sanguines périphériques monocellulaires (PBMC) il a été démontré que UT était
exprimé dans la majorit¢ des monocytes ainsi qu'une grande partie des cellules NK
(natural killer). Par ailleurs, ’urotensine II agit comme un facteur chémoattractant pour

les cellules du systéme inflammatoire humain et de rat (Segain et al., 2007). De plus cette



17

chémoattraction est dépendante de I’activation de la Rho-Kinase car I’inhibition de cette

derniere bloque tout facteur chémoattractif du UT.
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Figure 6 : Mécanismes d'actions trophiques induites par I’urotensine II dans les
macrophages, les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses vasculaires et
les cardiomyocytes. PLC, phospholipase-C; PKC, protein kinase C; ROCK, Rho kinase;
ACAT-1, acyl-coenzyme A:cholesterol acyltransferase-1; PI3K, phosphoinositide 3-
kinase; JNK, Jun N-terminal kinase; p38-MAPK, p38 mitogen-activated protein kinase;
SR, scavenger receptor class A; EGFR, epidermal growth factor receptor.

Figure adaptée de (Guidolin et al., 2010a)
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1.2.3.6. Role de UII dans les pathologies

L*UIl est impliquée dans de nombreuses pathologies et parmi elles, la pathologie
cardiovasculaire est sans doute la plus importante puisque Ull est aujourd’hui le plus
puissant vasoconstricteur connu. Parmi les pathologies les plus répandues, la dysfonction
endothéliale peut entrainer des vasoconstrictions ou des vasodilatations inadéquates qui
induit par la suite des ischémies myocardiques et de I’hypertension (Zhang et al., 2002).
On retrouve dans ces cas d’hypertension, une augmentation de 3,4 fois I’expression de
UTI ainsi que de UT (Suguro et al., 2007). Par ailleurs, I’augmentation de I’expression de
Ull et UT semble étre également associée aussi a 1’athérosclérose coronarienne (Maguire
et al., 2004). L’ athérosclérose est caractérisée par le remaniement de I’intima des gros
vaisseaux. Dans cette pathologie, I’ARNm de UII est surexprimée dans les leucocytes et
plus particuli¢rement dans les lymphocytes présents au niveau des 1ésions provoquées par
cette maladie (Bousette et al., 2004). Récemment, il a été montré chez un modéle murin
d’athérosclérose que UT était surexprimé et qu’un antagoniste, le SB657510
(GlaxoSmithKline) diminuait la formation des plaques d’athérosclérose (You et al.,
2012).

UII est aussi impliqué dans le diabéte. En effet, il joue un role dans la sécrétion de
Pinsuline et donc dans la pathogénése du diabéte de type II. UII et UT sont tous les deux
présents dans le pancréas et UIl inhibe de fagon significative la sécrétion d’insuline en
réponse a 1’augmentation de la concentration de glucose en influengant directement les
cellules B du pancréas (Clozel, 2005)

Enfin, I’angiogenese est un processus par lequel de nouveaux vaisseaux sanguins sont
formés a partir de vaisseaux préexistants. De nombreux facteurs sont impliqués dans cette
synthése de novo comme le VEGF, le FGF-2, le TGF-beta et le PDGF. Récemment 1’UII
a été montré comme ¢étant un facteur pro-angiogénique a travers l’activation de la voie
des MAPK, de la PI3K ainsi que de p38 (Guidolin et al., 2010a; 2010b). Ces différentes

voies de signalisation activées par I’UIl sont donc des cibles importantes pour le
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traitement de 1’angiogenése dans des conditions pathologiques comme le cancer ou

I’inflammation (Diebold et al., 2012).

1.3. Analogues synthétiques de I’UII

Depuis la découverte de I’UII et de son récepteur, de nombreuses études de structure
activité ont été menées. Des modifications comme des amidations ou des délétions de
résidus de la partie N-terminale de 1’UII n’ont montré que des modifications mineures sur
I’affinité du ligand pour son récepteur (Leprince et al., 2008). En revanche, I’UII (4-11)
possede de meilleures capacités de liaison par rapport au peptide entier et la modification
de la structure cyclique par le remplacement des cystéines en position 5 et 10 par des
alanines ou des sérines entraine une perte d’affinité pour le récepteur. Par ailleurs, les
modifications des résidus 6, 7, 8 et 9 montrent que la partie cyclisée est importante pour
la liaison du récepteur et ’induction de la réponse calcique (Brkovic, 2003; Flohr et al.,
2002). D’autres études ont permis 1’identification du premier agoniste non peptidique du
UT, AC-7954 (Croston et al., 2002) ou encore de montrer par photo-affinité que la
phénylalanine située en 6™ position se fixait sur les résidus Met-184/185 de la 4°™
partie transmembranaire récepteur de rat (Boucard et al., 2003). De nombreux analogues
peptidiques ont été synthétisés et il est intéressant de constater que certains ligands sont
des agonistes complets sur les récepteurs UT humains mais agonistes partiels ou
antagonistes sur ceux du rat (Camarda et al., 2002a). L’Urantide [Pen5, DTrp7, Orn8]
hUII (4-11) est décrite dans la littérature comme un antagoniste. En effet, I’urantide
bloque les contractions d’anneaux aortiques de rat sans affecter la réponse induite par la
noradrénaline ou I’endothéline-1 (Patacchini et al., 2003). Bien que cet effet ait été
montré sur un systeéme in vivo, il a été démontré par la suite sur un modéle in vitro que
I’'urantide pouvait avoir des propriétés agonistes sur le récepteur humain ou antagonistes
sur le récepteur de rat dans l’activation de la voie calcique (Camarda et al., 2004). A
I’heure actuelle, I’étape de développement la plus avancée atteint par un antagoniste du

UT a été effectuée avec le Palosuran (ACT-058362) et conduit par Actelion
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Pharmaceutical. Mais cet essai clinique a été arrété en mai 2005 a cause du manque de
résultats probants chez les patients atteints de diabéte néphropathique (Maryanoff and

Kinney, 2010). Depuis, aucun autre composé n’est entré en phase clinique.

1.4. Le concept de signalisation biaisée

Au cours de ces derniéres années, il a été montré que les GPCR pouvaient signaler a
travers plusieurs voies de signalisation paralléles simultanément. Cette multi-activation
est possible par le biais des différentes familles de protéines G hétérotrimériques
présentes en aval du récepteur (Rajagopal et al., 2011). Plus tard, il a été découvert que
certains ligands pouvaient avoir des efficacités différentes sur les voies de signalisation
activées par leur récepteur. C’est ce qu’on appelle la sélectivité fonctionnelle ou le
principe de signalisation biaisée (figure 7). Il est maintenant reconnu que les 3-arrestines,
qui contribuent a la desensibilisation des GPCR, peuvent agir comme protéines
d’échafaudages et influencer 1’activation de certaines voies de signalisation comme
I’activation de la voie des MAPK ou encore la transactivation de 'EGFR. Un exemple de
signalisation biaisé a ét¢ démontré pour le récepteur de I’angiotensine II (Wei et al.,
2003). Iis ont montré que le ligand Sar'lle*lle® Angll (SII) n’activait pas la voie des
inositols phosphates contrairement a 1’angiotensine II mais que ce ligand induisait
I’activation de la voie des MAPK de maniére dépendante de la B arrestine-2. En effet, ils
ont montré grace a I’utilisation de siRNA contre la B-arrestine-2 que le SII ne permet pas
d’activer la voie des MAPK contrairement a I’angiotensine II. De ce fait, les ligands
biaisés seront classés, soit dépendants de la protéine G, soit dépendants de la B-arrestine.
Il existe aujourd’hui une douzaine de ligands qui ont été identifiés comme des ligands
biaisés sur le recrutement des protéines G et/ou de la B arrestine (Ahn et al., 2004; Violin
et al., 2010; Wei et al., 2003).

De nombreuses techniques de quantification de l’effet biaisé d’un ligand ont été

proposées (Galandrin and Bouvier, 2006a; 2006b; Rajagopal et al., 2011). Derniérement,
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Terry Kenakin and Arthur Christopoulos ont proposé qu’une approche mathématique soit

utilisée afin de quantifier 1’effet biaisé (Kenakin et al., 2012).

Agoniste biaisé
Agoniste Agoniste
sélectif A Q) sélectif B O

--------

S

--------- .

-

Figure 7: Principe de sélectivité fonctionnelle. La liaison du ligand dans la pochette de
liaison va induire un changement de conformation du récepteur qui active
préférentiellement une voie de signalisation (Kenakin et al., 2012).
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2. Objectifs du projet

Les GPCR de classe A sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques et
pathophysiologiques et représentent donc des cibles importantes pour le traitement de
nombreuses maladies. Le récepteur de 'urotensine Il signale principalement via la sous
unité Gag et dernierement, il a été montré que UT signalise également via la sous unité

Gay (Jarry et al., 2010).

L’objectif de cette étude a été de déterminer si certains déterminants moléculaires
peuvent stabiliser UT dans une conformation qui lui permettrait d’activer
préférentiellement une voie de signalisation (concept de signalisation biaisée).

Pour cela, nous avons tout d’abord caractérisé les voies de signalisation connues avec
les ligands endogenes (UIl et URP) puis nous avons étudié avec ces mémes ligands
d’autres voies de signalisation qui ne sont pas encore connues pour le récepteur de
I’Urotensine II. Enfin, toutes les voies de signalisation ont été caractérisées avec

I’ensemble des ligands de cette étude.
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3. Matériels et méthodes

L’albumine de sérum bovin (BSA) provient de Roche (Mannheim, Allemagne). La
Bacitracine et la polyethylenimine (PEI) proviennent de Sigma Aldrich (Oakville, ON,
Canada). Le DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s Media), le FBS (Fetal Bovin Serum),
pénicilline/streptomycine et la généticine (G418) proviennent de chez Wisent
Bioproducts (St-Bruno, QC, Canada). Les ligands UIl et UIlI (4-11) proviennent de
Phoenix pharmaceuticals, Inc (Burlingame, CA, USA). URP, Orn5 URP et Om8 UIl
proviennent de Tocris Bioscience. L’Urantide provient de Peptides international
(Louisville, KY, USA). La Nle8-UIIl a été synthétisée dans notre laboratoire comme
décrit précédemment (Holleran et al., 2007). La Coelenterazine 400a provient de chez
Biosynth (Itasca, IL, USA). L’I-125 provient de chez Perkin Elmer (Woodbridge, ON,
Canada).

3.1. Culture cellulaire

Des cellules QBI HEK 293 ont été transfectées ou non avec le récepteur humain
du UT. Ces cellules ont ensuite ¢été rendues stables par sélection des cellules qui avaient
intégré le plasmide codant pour le récepteur UT humain avec de la généticine a
0,4mg/ml. Ces cellules ont été cultivées dans du DMEM complémenté avec 10% de
sérum de veau feetal (FBS) et 100 Ul/ml de pénicilline et 100 pg/ml de streptomycine a

37°C sous atmosphere controlée a 5 % de CO2.

3.2. Affinité des ligands

La capacité de liaison des ligands a été évaluée par des courbes de dose
déplacement. Cette technique consiste 2 utiliser de I'UII marquée a I'iode 125 ('*°I) et de
déplacer ce dernier avec une concentration croissante de ligand non marqué. Un IC50 a

¢té obtenu pour chacun d’entre eux selon la maniére suivante : des HEK 293 hUT ont été
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lavées au PBS, ont subi un cycle de congélation-décongélation puis ont été reprise par
grattage dans du tampon de lavage [20 mM Tris/HCI (pH 7.4), 5 mM MgClL]. Aprés
centrifugation a 2 500 x g pendant 15 min a 4°C les membranes sont re-suspendues dans
du tampon de binding {20 mM Tris/HCI1 (pH 7,4), 5 mM MgCl,, 0.1 % BSA, 0.01 %
Bacitracine], 10 a 20 pg de protéines sont ensuite incubés pendant 1h avec 0.1 nM 1251-
UII (500 Ci/mmol) en présence d’une concentration croissante du ligand d’intérét dans
un volume final de 200 ul. La radioactivité libre de celle qui s’est fixée sur le récepteur
est €liminée par filtration a travers des filtres préalablement imprégnés pendant 1 heure
dans du tampon de liaison. La radioactivité fixée sur les récepteurs est ensuite évaluée a

’aide d’un compteur a radiation gamma.

3.3. Etude de la voie MAPK Erk1/2

La technologie Alpha Screen SureFire phospho ERK1/2 (figure 8) développée par
Perkin Elmer a ét€ utilisée pour la détection de cette voie de signalisation.

Environs 50 000 cellules HEK 293 exprimant de maniére stable le récepteur humain
de l'urotensine II sont incubées dans une plaque 96 puits pendant 5h. Suite a cette
période, les cellules sont privées de facteur de croissance pendant une période de 12 4 15
heures dans du milieu de culture DMEM non complémenté en FBS. Une cinétique
d’activation des MAPK de 0 a 60 minutes est ensuite réalisée en stimulant les cellules a
une concentration de 1uM avec chacun des ligands. Les cellules sont ensuite lysées
pendant 10 minutes et congelées pendant au moins 4 heures. Post décongélation, 4 pl du
lysat cellulaire est incubé en présence de Sul d’un mélange de solution composé d’un
tampon d’activation, d’un tampon de réaction ainsi que des billes donneuses et
acceptrices d’énergie. Ce mélange contient des anti-phosphatases, des anticorps dirigés
contre la forme phosphorylée et non phosphorylée de ERK1/2 ainsi que des billes qui
vont se coupler aux deux types d’anticorps. La lecture de la plaque s’effectue sur un
EnSpire Alpha Plate Reader (Perkin Elmer) qui va exciter chaque puits de la plaque a 680
nm. Les billes donneuses qui se sont préalablement couplées aux anticorps dirigés contre

la protéine d’intérét vont donc étre excitées et un photo sensibilisateur, la phthalocyanine,
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va convertir les molécules d’oxygéne ambiant en molécules d’oxygéne excitées et
réactives. Cette molécule réactive posséde une demi-vie de 4 psec et un rayon de
diffusion en solution de 200 nm. Si une bille acceptrice couplée aux anticorps anti-forme
phosphorylée se trouve dans le rayon d’action de la molécule d’oxygéne excité, de
I’énergie sera transférée aux thioxénes de la bille acceptrice qui emmétra de la lumiére
entre 520-620 nm. En soustrayant la valeur donnée par chaque puits a la valeur du puits
non stimulée nous permettra donc de quantifier la capacité de chacun des ligands a

activer cette voie de signalisation.

3.4. Etude de la voie NFkB

La technologie Alpha Screen développée par Perkin Elmer SureFire phospho
NFxB a été également utilisée pour la détection de D’activation de cette voie de
signalisation.

Environs 50 000 cellules HEK 293 exprimant de maniére stable le récepteur
humain de I'urotensine Il sont incubées dans une plaque 96 puits pendant 5h. Suite a
cette période, les cellules sont privées de facteur de croissance pendant une période de 12
a 15 heures dans du milieu de culture DMEM non complémenté en FBS. Les cellules
sont ensuite stimulées 15 minutes avec chacun des ligands a une concentration de 1uM,
temps nécessaire pour induire I’activation maximale de la voie NFxB puis lysées pendant
10 minutes et congelées pendant au moins 4 heures. Post décongélation Sul de lysat
cellulaire est incubé en présence d’un premier mélange de réaction composé d’un tampon
d’activation contenant les anticorps dirigés contre les formes phosphorylées ou non de
NFkB ainsi que des billes acceptrices d’énergie pendant 2 heures. Suite 4 cette premiére
période d’incubation 2pl d’un deuxiéme mélange contenant les billes donneuses
d’énergie est ajouté. La plaque est ensuite incubée a ’abri de la lumiére pendant au
moins 2 heures. Comme pour la détection de la forme phosphorylée de ERK1/2, les
plaques sont ensuite stimulées sur un lecteur de plaque EnSpire Alpha Plate Reader

(Perkin Elmer). L’excitation 2 680 nm provoquera ’excitation des billes acceptrices si
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ces dernieres sont situées dans leur rayon d’action et émettront a leur tour de la lumiére

entre 520 et 620 nm.

3.5. Etude de la voie des inositols phosphates.

Dans cette étude, 1’activation de la voie des inositols phosphates a été évaluée en
quantifiant les molécules d’IP1 produites suite a la stimulation (figure 9). En effet suite a
P’activation du récepteur, des molécules d’IP3 sont produites et vont ensuite se fixer sur
le récepteur IP3 présent sur la membrane du réticulum endoplasmique. Les molécules
d’IP3 présentes dans le cytosol sont ensuite dégradées en IP2 puis IP1. Le test IPone de
Cisbio permet grace a la technologie Htrf (définir ’acronyme Htrf) de quantifier I’IP1
issu de la dégradation de I'IP3. Cette expérience utilise un anticorps monoclonal
spécifique de IP1 qui est marqué avec le Lumi4TM-Tb. Cet anticorps reconnait de
maniére indifférente I'IP1 produit par la cellule ainsi que I’IP1 exogéne couplé a la sonde
d2. Suite a la stimulation a 620 nm, une émission d’énergie fluorescente est générée par
I’anticorps. Si une molécule d’IP1 exogeéne est présente au niveau du complexe immun
cette énergie émise excitera la sonde d2 qui émettra & son tour a 665 nm. Le ratio de
fluorescence (665 nm/620 nm) calculé est inversement proportionnel a la quantité d’IP1
produite. Un faible ratio montre une production importante d’IP1 par la cellule alors
qu’un fort ratio indique une synthése d’IP1 négligeable. Cette expérience se réalise sur
des cellules HEK 293-hUT stables en suspension a une concentration de 17 500 cellules
par puits. Suite a une stimulation de 30 minutes, ces cellules sont lysées en présence

d’IP1 exogene (IP1d2) et d’anticorps anti [P1 (AbCrypt).
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Excitation Emission
680 nm ‘0 520-620 nm
2

Streptandin-conted Phospho-substrate Protein A-conjugated
Alpha Donor Bead Acceptor Bead

Figure 8: Représentation schématique du principe de la technologie Alpha
Screen®. Cette technologie est développée par Perkin Elmer pour étudier la forme
phosphorylée d’une protéine (ERK1/2 ou NFkB).

Figure 9 : représentation schématique du principe de la technologie IP-One Htr{f®.
Cette technologie est développée par Cisbio pour quantifier la production d’IP1 par une
cellule.
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3.6. Recrutement des sous-unités Alpha (o)

Des expériences de Bioluminescence Resonance Energy Transfert (BRET) ont été
réalisées afin d’identifier de nouvelles voies de signalisation. Cette technique est fondée
sur le transfert d’énergie entre un donneur bioluminescent et un accepteur fluorescent. Ce
transfert d’énergie est dépendant de la distance entre ces deux molécules (10-100 A) ainsi

que de leur orientation (figure 10).

Le BRET2 utilise une luciférase (Rlucll) isolée de la Renilla reniformis comme
donneuse dont le substrat de cette derniere est la Deep Blue C également appelée
coelenterazine 400A. En présence d’oxygene la Rlucll catalyse la transformation de la
coelenterazine en coelenteramide en émettant une légere émission lumineuse visible dans
le bleu (395nm). Lorsqu’un possible accepteur est présent a proximité de cette source
lumineuse, I’énergie bleue est captée par 1’accepteur, dans ce cas, la GFP10. L’excitation
de cette derniere entraine 1’émission d’une lumiére verte a 510 nm. L’efficacité du
transfert d’énergie du complexe Rlucll & la GFP10 est déterminée par le rapport entre
I’intensité d’émission de 1’accepteur sur I’intensité d’émission du donneur. Ce ratio
traduit ainsi la proximité entre la Rlucll et la GFP10. Dans cette étude, des constructions
de Rlucll fusionnées avec la sous-unité¢ Goyg, Gai, Goz, Goyz ou B Arrestin-2 ont été
utilisées. Ces constructions ainsi que les constructions des sous unités y couplées a la
GFP10 et les sous unités B ont été¢ gracieusement données par Michel Bouvier

(Département de Biochimie, Université de Montréal, Qc, Canada).

Des QBI HEK 293 ont été transfectées au polyethylenimine (PEI) avec les
plasmides codant pour chaque biosenseur Ga ainsi que les sous unités y couplées a la
GFP10 et les sous unités B ainsi que le récepteur hUT. Chaque construction a été
transfectée a une concentration différente. A 24h post transfection, les cellules sont
lavées puis reprises dans une solution 1X de Hank’s Balanced Salt (HBSS). 80 ul de
cellules sont incubées pendant 5 a 10 minutes dans une plaque 96 puits en présence de

10 ul de ligand. Suite a la stimulation, 10 pl de coelentérazine sont ajoutés dans chaque
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puits de la plaque. La lecture de la luminescence s’effectue sur le Infinite M1000 de

Tecan.
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Figure 10 : Principe du transfert d’énergie bioluminescente par résonnance (BRET)



30

4. Résultats

4.1. Affinités des ligands étudiés

En plus de I’'Urotensine II (UII) et I’Urotensine Related Peptide (URP) les deux ligands
endogenes, cinq ligands ont été étudiés. L’urotensine II 4-11 est la plus petite partie du
ligand qui est nécessaire pour activer le récepteur (Leprince et al., 2008). L’Urantide est
un antagoniste pour la contraction d’anneau aortique de rat (Patacchini et al., 2003). De
plus, nous avons essayé d’observer I’effet du remplacement de la lysine en position 8 de
I’UII ou en position 5 de 'URP par une Ornithine. Enfin le dernier ligand étudié est la
Nle8 UII dans lequel I"acide aminé lysine en position 8 de I’UII est remplacée par un

résidu norleucine (Tableau 2).

Nous avons testé la capacité de nos ligands a se fixer sur le récepteur de I’urotensine II
par une étude de liaison dose-déplacement. L’affinité a été déterminée en mettant en
compétition chaque ligand avec de I’Urotensine Il marquée a I’iode 125 (Figure 11).

UIl, URP, UIl (4-11) et I'urantide ont une affinité de I’ordre du nanomolaire pour le
récepteur, respectivement 3.2 nM, 1.1 nM, 1.9 nM et 6.7 nM). De plus, le remplacement
de la lysine par une norleucine sur I’UII et I’'URP respectivement en position 8 et 5 de ces
derniers montre que cette position n’altére que trés peu la liaison du ligand sur le
récepteur avec un IC50 de 23 nM et 75 nM. Enfin, la Nle8 UII posséde une affinité mille

fois inférieure a celle de 1’urotensine II.
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Tableau 2: Tableau présentant les ligands testés dans cette étude. Les acides aminés
en gras représentent les résidus importants qui different de 1’UII ou de I'URP. Sauf si
mentionné autrement, le code de couleurs utilisées est le méme pour tous les résultats de

cette section.

IC50
9

100 - Ul 3.2x10°M
-~ URP 1.1x10°M
g - Ull4-11  1.9x10°M

[+]
E ~ Urantide 6.7x10°M
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& -+~ Om5 URP 2.3x10°M
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Figure 11 : Affinités des analogues de I’UII sur le récepteur de I’Urotensine IIL

Capacité des ligands non marqués a déplacer I’urotensine II marquée a

125
L.
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4.2. Activation de la voie calcique

La signalisation du UT passe majoritairement via la sous unité G alpha q (Gayg). Suite
a cette activation, la phospholipase C clivera le PIP2 en DAG et IP3.
Afin de vérifier la capacité de chacun de nos ligands a activer cette sous-unité nous avons
effectué des expériences de BRET entre les sous unité G alpha q Rlucll, G-Gamma-1-
GFP10. Des courbes dose réponse ont été¢ obtenues montrant la capacité de chacun des
ligands a induire un changement de conformation entre les différentes sous unités (figure
12).

Suite a leur liaison sur le récepteur, tous les ligands induisent un changement de
conformation des sous unités Gog et Gy, changement qui se refléte ici dans une
diminution du ratio de BRET (Figure 12). La liaison de I’urantide ainsi que la Nle8 UII
induisent une plus faible activation de la voie Gq (respectivement 54% et 71%) par
rapport a celle induite par les ligands naturels du récepteur. L’urantide a été décrit dans la
littérature comme étant un antagoniste sur le récepteur du rat mais qu’il était considéré
comme un agoniste partiel sur le récepteur humain (Camarda et al., 2004).

Par la suite, les quantités d’inositol phosphate ont été mesurées (figure 13).
L’inositol phosphate (IP1) est le produit de dégradation de I’inositol 1-3 bisphosphate
(IP3) en inositol 1-2 bisphosphate (IP2) pour devenir de 1’inositol phosphate (figure 13).
Tous les ligands n’induisent pas la méme accumulation d’IP3. UII, URP, UII (4-11) et
Om8 UII induisent une accumulation d’IP1 proche de celle induite par UII (92 % pour
URP et 83% pour les autres). De plus, I'urantide agit dans cette expérience comme un
agoniste partiel car il induit seulement une accumulation d’IP1 comparable a 65 % de

celle induite par UII, tout comme 1’Orn5 URP (74 %) et la Nle8 UII (77 %).
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EC50
uil 2.3x10°M
URP 4.8x10°M

Uil 4-11 3.7x10°M
Urantide 3.7x10°M
Nle8 Uli 5.1x107M
Om5 URP 5.9x10%M
Oom8 Ull  2.0x10°M

Figure 12 : Activation de la voie Gaq par les différents ligands. Changement du ratio
de BRET mesuré sur des HEK 293 exprimant le biosenseur GogRLucll, GFP10yI1, B1 et

le récepteur hUT.
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Figure 13 : Courbes dose réponse de ’accumulation d’inositol phosphate dans les
cellules HEK 293 exprimant de maniére stable le récepteur UT. Les données sont
normalisées & 100% par rapport au signal obtenu avec I’urotensine II.
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4.3. Activation de la voie G alpha i

Afin d’¢étudier la possibilité que le récepteur de 1'Urotensine Il active la voie Gi
spécifiquement, nous avons testés a 1’aide du biosenseur BRET Gai Rlucll si les deux
ligands endogénes pouvaient activer cette sous unité. La littérature mentionne que UT
active la protéine Gay, sans dissocier la protéine G a; de o, (Jarry et al., 2010). Par la
suite, les autres ligands de I’étude ont été testés sur cette voie de signalisation. Par
ailleurs, différents couples Beta, gamma-GFP10 (By-GFP10) associés a Ga;RLucll ont

été criblés afin d’obtenir le meilleur signal BRET, synonyme d’activation de cette voie

(Figure 14).

Dans cette deuxiéme expérience qui utilise la technologie BRET avec le biosenseur
GaiRLucll, nous observons que tous les ligands excepté I’urantide et la Nle8 UII
induisent la méme diminution du ratio de BRET suite a I’ajout de concentration
croissante de chaque ligand (Enax > 90%). En revanche, la liaison de I’urantide
(Emax = 50%) et la Nle8 (Emax < 50%) UII sur UT n’induit pas une activation aussi
importante que suite a la liaison de UII ou URP alors que leur EC50 est similaire a leur
ICs.

4.4. Activation de la voie G alpha 13

La voie de signalisation induite par la sous unité G alpha 13 a été observée dans cette
é¢tude (Figure 15). Au cours de cette expérience, la capacité des ligands a induire
I’activation de la sous unité Ga,; a été regardée. L’UII ainsi que I’URP induisent une
activation de la voie Ga,s. Lorsque ce biosenseur Gaj;Rlucll est couplé aux sous unités
Gy1-GFP10 et GB3. L’Ormn8 UL, I’OmS URP ainsi que UII (4-11) induisent tous les trois
une diminution du ratio de BRET, de 20% moins importante que Ull ou URP. Enfin,

’urantide et la Nle8 UII induisent une trés faible dissociation des sous unités Ga, p et y.
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En effet, la Nle8 induit un recrutement équivalent a 50 % du signal induit par UII et

I’urantide induit un signal de 65 % du ligand endogéne.

4.5. Activation du recrutement de 1a Béta Arrestine-2

Enfin, le recrutement de la P-arrestine-2 a été analysé dans cette étude (Figure 16).
Contrairement aux précédents résultats, ce résultat montre le rapprochement des deux
sous unités du biosenseur. Le récepteur UT est couplé ici a la GFP10 et 1’arrestine-2
couplé a la RLucll.

UII, URP et UII (4-11) induisent un plus fort recrutement de la B-arrestine-2 que 1’Omn8
UII (65 %) et ’OmS URP (61 %). L’urantide et la Nle8 UII quant a eux induisent un trés
faible recrutement de la P-arrestine-2. La Nle8 UII plus particuliérement, entraine un
recrutement équivalent a 16% de celui induit par les ligands endogénes, alors que

I’urantide induit un recrutement équivalent a 31 %.

4.6. Activation de la voie des MAPs Kinases ERK1/2

Le récepteur de I'urotensine-II active la voie de signalisation des MAPK. Dans cette
étude, nous avons réalisé une cinétique pour chacun de nos ligands en présence ou non
d’inhibiteurs de la PKC (G66983) et de ’EGFR (PD168393).Ces deux inhibiteurs nous
permettent de dissocier les deux voies de signalisation par lesquelles les MAPK peuvent
étre activées. Les cellules ont été préincubées 30 min avec 1 uM de G66983 et/ou 250
nM de PD168393 puis stimulées a 1 uM avec les ligands (Figure 17). UII, URP et UII (4-
11) ont une cinétique d’activation similaire avec un pic d’activation équivalent a 17 fois
le taux de phosphorylation basale au bout de 20 minutes, puis une légere diminution dans
le temps. En ce qui concerne I’Orn5 URP et 1’Orn8 UIl, ces ligands montrent le méme
profil d’activation dans le temps mais induisent un Eac @ 20 minutes de 13 fois le niveau
basal de phosphorylation. En revanche, la Nle8 UIl montre un pic d’activation a 5
minutes de 9 fois la valeur de base, puis une chute brutale de la phosphorylation, pour

revenir au niveau basal a 60 minutes. L’ urantide, montre également un pic d’activation a



36

5 minutes, puis une légére baisse de la phosphorylation des ERK1/2 entre 5 et 15 minutes
pour ensuite induire a nouveau une activation maximale a 20 minutes et diminuer sans

revenir a 1’état basal au bout d’une heure.

4.7. Activation de la voie NFxB

Le récepteur de I'urotensine-II est impliqué dans de nombreux phénoménes
inflammatoires qui emploient souvent la voie NFxB. En conséquent, nous avons étudié
I’activation du ce facteur (Figure 18). UIl, URP et UII (4-11) sont capables d’activer
cette voie de signalisation alors que la substitution du résidu lysine en position 8 ou 5
respectivement de I"UIl ou de I’'URP par un résidu ornithine cause un changement dans
I’induction de ce signal, plus particuliérement pour I’OmS5 URP qui est capable d’induire
une phosphorylation €quivalent a 70% de celle induite par 1’UII. La Nle8 UIl montre une

faible capacité (50%) a induire la phosphorylation de ce facteur de transcription.
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Figure 14 : Activation de la voie Gai par les différents ligands. Changement du ratio
de BRET mesuré sur des HEK 293 exprimant le biosenseur Ga;RLucll, GFP10y2, B1 et
le récepteur hUT.
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Figure 15 : Activation de la voie Gal3 par les différents ligands. Changement du ratio
de BRET mesuré sur des HEK 293 exprimant le biosenseur Go3RLucll, GFP10y1, B3 et
le récepteur hUT.
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Figure 16 : Recrutement de la B-arrestine-2 par les différents ligands. Changement

du ratio de BRET intermoléculaire mesuré sur des HEK 293 exprimant le biosenseur
BArrestin-2-Rlucllet le récepteur hUT-GFP10.
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Figure 17: Cinétique de phosphorylation de ERK1/2 en présence ou non
d’inhibiteurs de la PKC et de PEGFR. Les cellules ont été incubées en présence ou
non des inhibiteurs de la PKC et de I’activation de ’EGFR. Une cinétique a ensuite été
réalisée avec tous les ligands a une concentration de 1 pM.
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Figure 18 : Capacité des ligands a induire la phosphorylation de NFxB. Tous les
ligands ont montré le méme profil d’activation que UII lors de la stimulation en présence
du LY294002, un inhibiteur de Akt.
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5. Discussion

Les récepteurs couplés aux protéines G sont la plus grande famille de protéines de
signalisation du génome humain. Ces protéines transmembranaires sont impliquées dans
la détection et la transmission intracellulaire des stimuli provenant de ’extérieur de la
cellule, ces signaux pouvant étre du type neurotransmetteur, endocrinien, olfactif ou
lumineux. En retour, ces récepteurs activeront et contrOleront différents processus
physiologiques comme la neurotransmission, le métabolisme cellulaire, la différenciation
et la croissance cellulaire, I’inflammation et la réponse immunitaire. Les GPCR sont la
cible d’environ 40 % des thérapeutiques pharmacologiques et sont de ce fait une source
importante d’opportunités pour la recherche et le développement de médicaments. En
décembre 2012, le Prix Nobel de Chimie a été décerné aux Professeurs
Robert J. Lefkowitz et Brian K. Kobilka pour leurs travaux sur la structure fonction des
GPCR. Leurs travaux des dix derniéres années ont permis non seulement d’obtenir des
cristaux de GPCR mais également de confirmer I'hypothése que le changement de

conformation suite a la liaison d’un ligand sur son récepteur était fondé.

Les maladies du systéme cardiovasculaire causent la mort de 17 millions de
personnes chaque année selon I’Organisation Mondiale de la Santé. Les nombreux GPCR
impliqués dans ce systéme sont donc des cibles importantes dans le but de mieux
comprendre I’implication de chacun d’entre eux ainsi que !’interaction qu’ils peuvent

avoir entre eux afin de pouvoir cibler et traiter un plus grand nombre de personnes.

L’UT est impliqué dans cette régulation physiologique cardiovasculaire et il est
maintenant établi qu’il intervient dans de nombreuses pathologies. La découverte quoique
récente de ce récepteur en fait une cible attirante du fait des nombreuses perspectives
qu’il peut apporter ce qui a conduit notre laboratoire a s’intéresser au mode de
fonctionnement de ce récepteur et plus particuliérement a sa structure fonction. Une
meilleure compréhension des voies de signalisation que peut induire UIl ainsi que des
déterminants moléculaires nous permettra de concevoir des ligands plus spécifiques et de

découvrir un ligand avec un biais sur une voie de signalisation spécifique de ce récepteur.



43

Pour ce travail, nous avons étudié différentes voies de signalisation a I’aide de
ligands peptidiques afin de pouvoir comprendre et caractériser un ligand qui serait biaisé
sur une voie de signalisation du UT. Méme si des études de structure activité ont déja été
effectuées auparavant par de nombreux laboratoires sur 'importance de chaque acide
aminé de UII, ces travaux ont majoritairement tous été conduits sur un modéle murin et
uniquement sur la capacité a induire la contraction d’anneaux aortiques. De plus, d’autres
études ont montré que malgré leur haut pourcentage d’identité, les récepteurs murin et
humain peuvent avoir des différences significatives sur certains ligands comme par
exemple avec |'urantide (Camarda et al., 2002a; 2002b; Patacchini et al., 2003). C’est
pourquoi, notre analyse porte uniquement sur le récepteur humain et certains ligands de

cette étude ont des propriétés différentes de celles décrites dans la littérature.

Nous avons donc étudié sept ligands qui ont tous montré une affinité pour le
récepteur. Les deux ligands endogénes UII et URP ont une affinité comparable a celle
retrouvée dans la littérature (Behm et al., 2004). De plus, la modification de la longueur
de la chaine latérale n’altére pas la liaison de UII (4-11) et montre méme une meilleure
affinité de ce ligand pour le récepteur. La partie N-terminale de I’urotensine II n’est donc
pas nécessaire pour la liaison du ligand sur le récepteur. Il est également important de
remarquer que I’UII (4-11) differe de I’'URP par le premier acide aminé, une alanine qui
est apolaire pour un acide aspartique qui est un acide chargé. En revanche, la substitution
de la lysine sur I'UII et ’URP en position 8 et 5 respectivement induit un changement de
I’IC50 de ces deux ligands. L’affinité pour UIl qui était de 3.2 nM passe a 75 nM et
I’affinité de 1.1 nM de I’'URP est décalée a 23 nM pour 1’Orn8 UII. La position 8 de UII
qui est située dans la partie la plus conservée de 1’UII entre les espéces (résidus 5 et 10 du
ligand) montre que sa position aurait un réle important dans la liaison du ligand au niveau
de la pochette de liaison. En effet, les acides aminés Trp7, Lys8 et Tyr9 sont critiques
quant a la liaison du ligand et I’induction de la voie calcique. Ces trois acides aminés
possedent en effet des éléments pharmacophoriques de par leurs chaines latérales
hydrophobes (Trp7 et Tyr9) et la charge positive de la lysine 8 (Grieco et al., 2002)

(Merlino et al., 2013). Une étude précédemment réalisée dans notre laboratoire avait
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démontré par des études de SCAM (substituted-cysteine accessibility method) que grace a
I’homologie de séquence entre UII et la somatostatine, la lys8 se fixerait sur le résidu
Asp130 (3.32) (transmembrane 3 en position 32 par rapport au résidus le plus conservé)
dans la pochette de liaison (Holleran et al., 2007).

L’urantide, un ligand antagoniste sur la contraction d’anneau aortique de rat
posséde une meilleure affinité (6.7 nM) par rapport a ’'OmS URP (23nM). En effet, ce
ligand regroupe les changements combinés de I’'URP, UII (4-11) et OrnS URP et posséde
en plus une Penicillamine (Pen) en remplacement de la premiére cystéine de la chaine
latérale. L’affinité de I’OmS URP est diminuée par rapport a celle de I’'URP. L’affinité
du ligand Pen5 UII (4-11) a été¢ confirmée dans notre laboratoire. Elle a montré que le
remplacement de la Cys 5 en Pen 5 ne modifiait pas I’affinité du ligand pour UT. Il
semblerait donc que la modification de la chiralité du Trp 7 en D-Trp 7 redonne une
meilleure affinité a I"urantide par rapport a I’Om 5 URP. Par ailleurs, 1’équipe de Boivin
a démontré en 2006 par des études de biotinylation que I’UIl et 'URP se fixaient au
niveau de la deuxi¢me moitié de la boucle extracellulaire 2 et de la premiére moitié de la
boucle extracellulaire 3, mais que ’urantide se fixait uniquement sur la premiére moitié
de la boucle extracellulaire 2 (Boivin et al., 2006). Enfin, le dernier ligand de cette étude
qui posséde une Norleucine en substitution du résidue lysine en position 8 de I’'UII (Nle8
UII) montre une affinité 1 000 fois inférieure a celle de I’'UII (3000 nM versus 3.2 nM).
Cela confirme que les acides aminés situés dans la portion cyclique de UII et plus
particulierement les résidus 7, 8 et 9 sont importants pour la reconnaissance du site de
liaison du ligand sur le récepteur (Flohr et al., 2002). Tous les ligands de cette étude
montrent donc une affinité pour le récepteur de I'urotensine II. Ces ligands, avec une
caractéristique propre a chacun d’entre eux montrent que la lysine en position 8 de I’UII,
par son groupement amine (Figure 19) est une position importante pour la liaison du
ligand a son récepteur. Avec I’omithine, le raccourcissement de la chaine carbonée
entraine une légere diminution de I’affinité du ligand. Enfin, le remplacement du
groupement amine pour un groupement hydrophobe a la position 8 de I’UII induit alors

une importante diminution telle qu’observée avec la norleucine.
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Figure 19: Comparaison de la chaine latérale de la Lysine, Ornithine et Norleucine.
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Suite & cette étude de I’affinité de nos ligands, nous nous sommes intéressés aux
différentes voies de signalisations induites par Ull. Les voies de signalisation de
I'activation calcique, la phosphorylation des Erk1/2 (p-Thr202/Tyr204), I’activation de
NfkB p65 (p-Ser536), le recrutement des sous unités Gq, Gi, G13 ainsi que le
recrutement de la B-arrestine-2 par Bret ont d’abord été étudiés sur UII et URP puis avec
tous les ligands de I’étude.

L’activation de la voie calcique est la principale voie de signalisation du UT. A
I’aide du biosenseur BRET Gagq, nous pouvons observer la capacité de chacun des
ligands a dissocier le complexe hétérotrimérique, synonyme d’activation de cette voie de
signalisation. Les ligands endogénes induisent tous les deux la méme dissociation alors
que leurs homologues possédant une ornithine a la place de la lysine ont une perte
d’efficacité dans 'induction de cette voie de signalisation. Le Nle8 Ul est quant a lui
capable de dissocier la sous unité Gaq de la sous unité Gy a seulement a 70 % de celle
induite par I’UIL Par ailleurs, son ECso de 190 nM qui est supérieur a son ICs, laisse
penser a la présence de récepteur de réserve. Ces récepteurs ont la capacité d’induire une
réponse maximale avec moins de ligands que le récepteur naturel. L’urantide, dans cette
expérience est considérée comme un agoniste partiel. Ces résultats montrant ’activation
de la sous unité Gaq ont ensuite été mis en relation avec I’étude de I’accumulation du
second messager de cette voie calcique, IP3, mesurée ici en quantifiant I’IP1. Nous
observons que tous les ligands par leur liaison sur le récepteur activent cette voie de
signalisation. UII, URP et UII (4-11) induisent la production de second messager de cette
voie de signalisation avec le méme E .« que UL Cela est en accord avec ce qui est décrit
dans la littérature concernant la partie cyclique du peptide et plus particuliérement
I’'importance des résidus 7, 8 et 9 pour la liaison et I’activation des voies de signalisation.
Une légére diminution d’intensité est tout de méme observée entre le ligand UII comparé
a ’'URP ou a UII (4-11) suggérant que la partie N-terminale est importante pour induire
une réponse maximale. En effet cette légére diminution non significative du Emax est
également retrouvée lorsque I’on a remplacé la lysine par une omithine sur I"UII et
I’URP. Lorsque I'on compare ces deux ligands, I’orn8 UII a un potentiel d’activation

supérieure a celui de 1'OmS5 URP sur I’activation du second messager IP3 qui est
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quantifié par le test [Pone. Le ligand Nle8 UII qui posséde une modification de sa
position 8 voit son potentiel d’activation supérieur a celui de I’orn5 URP mais seulement
a des concentrations de 1'ordre du micro-molaire. L urantide, qui a des modifications
dans sa partie cyclique est un toujours considéré dans cette expérience comme un
agoniste partiel pour 'activation de la voie calcique. Les modifications de ces acides

aminés permettent en effet I’activation d’environ 60% de cette voie par rapport a UIL

Avec ces deux séries d’expériences, nous avons €tudié une voie de signalisation
compleéte, allant de I’activation de la sous unité Gog jusqu'a la quantification du second
messager activé par cette sous unité.

La sous unité Gaq induit également ’activation de la protéine Kinase C. Cette
derniére va activer la cascade des MAPK. Dans cette étude, nous nous sommes intéressé
a la cinétique d’activation de cette voie de signalisation en utilisant des inhibiteurs dirigés
contre les isoformes a, B, v, 8, et u de la PKC et contre 'EGFR. L’activation de cette
voie de signalisation montre des profils d’activation différents entre les ligands de cette
étude. UIL, URP et UII (4-11) montrent une cinétique d’activation similaire avec un pic
d’activation a 20 minutes puis une légére diminution dans le temps. En ce qui concerne
I’Om5 URP et 1’0Orn8 Ull, ces ligands montrent le méme profil d’activation dans le
temps mais induisent un En,c a@ 20 minutes, inférieur au profil des cinétiques des ligands
UII et URP. En revanche, la Nle8 UIl montre un pic d’activation a 5 minutes, puis une
chute brutale de la phosphorylation, pour revenir au niveau basal a 60 minutes.
L’urantide, montre également un pic d’activation a 5 minutes, puis une légére baisse de la
phosphorylation des ERK1/2 entre 5 et 15 minutes pour ensuite réinduire une activation
maximale a 20 minutes pour ensuite diminuer sans revenir & 1’état basal au bout d’une
heure. Cela suggere un double mécanisme d’activation qui serait plus dissocié que pour
les autres ligands de 1’étude. Ces mécanismes pourraient étre la PKC et la transactivation
de ’EGFR.

Cette activation totale peut étre dissociée par ’utilisation d’inhibiteurs spécifiques
rentrant en jeu dans cette activation. En effet, lorsque "on utilise le G66983, nous

pouvons observer que la PKC est le médiateur principal de I’activation de la cascade des
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MAPK. Toutes les cinétiques ont vu leur profil d’activation étre réduit a moins de 5 fois
le signal obtenu lors de 1’état basal des cellules. Seul le profil de la Nle8 UIIl a montré une
augmentation entre 5 et 10 minutes de stimulation pour ensuite diminuer a 20 minutes,
suggérant que la lysine en position 8 est importante pour I’activation de cette voie de
signalisation. Par ailleurs, aucune augmentation du niveau de phosphorylation des MAPK
ERK1/2 n’a été observée lors des stimulations tardives a 30 et 60 minutes. Enfin, lors de
’utilisation de I'inhibiteur contre ’EGFR, nous avons pu vérifier I'importance de la PKC
dans I’activation des MAPK. La phosphorylation de ERK1/2 est pour tous les ligands
dépendante de la PKC ainsi que de ’EGFR. Il y a cependant une exception pour ’Om8
UII. La cinétique d’activation de ce ligand en présence de I’inhibiteur de I’EGFR montre
que ce ligand induit un recrutement moins important de I’EGFR pour activer la
phosphorylation de ERK 1/2. Cette activation passerait uniquement par la PKC.

Enfin, pour la derniére série d’expériences concernant la voie des MAPK
ERK1/2, nous avons incubé les deux inhibiteurs en méme temps afin d’observer si une
activation tardive des MAPK s’opérait suite au recrutement de la B-arrestine. Aucun effet
n’a été observé en présence des deux inhibiteurs sur une durée de 60 minutes. Cela est en
accord avec les précédents résultats obtenus dans notre laboratoire qui avaient montré sur
un autre systtme que la phosphorylation de ERK1/2 était PKC dépendante dans les
premiéres minutes de stimulation puis EGFR dépendant a 30 minutes. Il a également
démontré que I’inhibition de la PKC et I'EGFR induisait une compléte abolition de la
phosphorylation de ERK1/2 (Proulx et al., 2008). De plus, les arrestines peuvent activer
certaines voies de signalisation. Suite a leur recrutement, elles servent de plateforme
multifonctionnelle pour le recrutement de nouvelles protéines et sont capables d’induire
notamment la cascade d’activation des MAPK. Dans nos expériences, I’importance de la
transactivation de I’EGFR, mise en évidence grace a I’inhibiteur, a montré le réle qu’il
avait dans I’activation des ERK 1/2. Mais, lors de Iutilisation de I’inhibiteur de la PKC,
aucune activation tardive induite par les arrestines n’a été observée lors de cette cinétique
sur 60 minutes, ou alors la faible activation observée avec les deux inhibiteurs serait le
résultat du recrutement des B-arrestines. Dans cette expérience, une seule concentration

de stimulation a été étudiée. De plus ces expériences ont été conduites sur des HEK
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transfectées de maniere stable avec le récepteur humain contrairement aux autres études
citées précédemment qui avaient utilisées une transfection transitoire du récepteur sur des
cellules COS7. 11 est possible que dans ce systéme, I’activation tardive des MAPK par les
arrestines ne puisse pas s’exprimer, ou alors que [’utilisation des deux inhibiteurs
chimiques masque ce recrutement. L’utilisation de siRNA dirigés contre les B-arrestines
1 et 2 nous permettrait de conclure quant a I’implication de ces arrestines dans
I’activation de la cascade des MAPK. Par ailleurs, le remplacement de la lysine de UII et
URP par une ornithine montre une diminution de I’activation des MAPK sans changer le
profil de la cinétique. En revanche, le remplacement de la lysine en position 8 de UII par
une ornithine montre que ce ligand active cette voie de signalisation principalement via la
PKC, ne recrutant pas I’EGFR contrairement aux autres ligands de I’étude.

Des expériences utilisant des biosenseurs BRET ont ensuite été réalisées afin
d’observer la capacité de chacun de nos ligands & activer certaines sous unités Ga ainsi
que le recrutement de la PB-arrestines-2. La premiére expérience fut menée en utilisant un
biosenseur Rlucll-B-arrestine-2 et un récepteur UT-GFP10. Des cinétiques d’activation
ont préalablement été réalisées afin de connaitre le temps nécessaire a ce recrutement et
de conduire par la suite des expériences de courbes doses réponses. Le recrutement des
arrestines permet a la cellule de stopper la signalisation et d’internaliser le récepteur. Les
ligands ont donc été testés pour leur capacité a recruter la fB-arrestine-2 au niveau du
récepteur. UIL, URP et UII (4-11), malgré leur différence de chaine latérale induisent tous
les trois un recrutement équivalent. En revanche, la modification de la position 8 et 5 de
I’UII et URP montre que le remplacement de la lysine par une ornithine diminue de 40 %
la capacité de UIl et URP a recruter la B-arrestine-2. Cette modification avait également
induit une diminution d’efficacité lors de la cinétique d’activation des MAPK. Enfin, les
deux derniers ligands de cette étude, la Nle8 UII et I’Urantide montrent une capacité de
recrutement de la B-arrestine-2 de 30 % pour ’urantide et de 16 % pour la Nle8 UII par
rapport aux recrutements induits par les ligands endogénes. La modification de cette
lysine montre cette fois une incapacité dans I’induction d’une voie de signalisation. De

plus, nous avons vu précédemment dans la cinétique d’activation de ERK1/2 induite par
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la Nle8 UII que son activation €tait uniquement dépendante de la PKC et qu’aucune
activation n’était détectée aprés 15 minutes de stimulation.

Ces données montrent que le récepteur de 1'urotensine II est capable de recruter la
B-arrestine-2 comme |’avait montré sur le récepteur de rat I’équipe de Giebing (Giebing
et al., 2005). De plus, la lysine présente dans la chaine latérale des deux ligands endogéne
est un acide aminé important pour I’induction du recrutement de la B-arrestine-2. Enfin la

Nle8 UII est incapable de recruter la $-arrestine-2 dans ce systéme.

Une expérience complémentaire utilisant la technologie Alpha Screen nous a
permis de regarder I’activation de la voie inflammatoire induite par NFxB. Il existe de
nombreux types de cellules inflammatoires dans le micro-environnement tumoral, et les
tumeurs associ€es aux macrophages (TAM) sont une de ces composantes majeures
(Shree et al., 2011). Les TAM contribuent au développement tumoral par I’activation de
plusieurs mécanismes comme la libération des facteurs angiogéniques, favorisant la
prolifération des cellules tumorales, et facilitant ainsi l'invasion tumorale et les
métastases. Le récepteur de 1’urotensine 1I est impliqué dans de nombreux phénoménes
inflammatoires (Yin, 2012). L’activation de la voie NFkB a été démontrée comme étant
la principale cause de 1’augmentation des niveaux d’expression de 1L6, TNFa et MMP-9
responsables du développement des TAM dans le cancer du poumon. Ce facteur de
transcription est activé suite a la libération par phosphorylation de IkB, elle-méme
activée par la protéine Akt et la PI3K. De plus I’induction de la PI3K est induite par les
sous unités Py et non o des GPCR (Engelman et al., 2006). Dans cette expérience, UlI,
URP et UII (4-11) ont tous les trois la méme capacité d’induire la phosphorylation de ce
facteur de transcription. En revanche, la substitution de la lysine par une ornithine montre
une plus grande diminution de la phosphorylation sur I’Orn5 URP par rapport a 1’Orn8
UIlL. L’urantide montre le méme taux de phosphorylation de NFkB suggérant que la
partie N-terminale est importante pour ’activation de cette voie. Mais le remplacement
de cette lysine sur UIl par une norleucine montre une diminution plus importante par
rapport au signal induit par UIl. Par ailleurs, l'utilisation de [’inhibiteur contre

’activation d’ Akt montre une compléte inhibition de la phosphorylation de NF«kB ce qui
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permet de conclure que les sous unités By sont capables de signaler indépendamment de

la sous unité a.

Les deux derniéres séries d’expériences utilisant la technologie BRET nous ont
permis de valider que le récepteur de 1’urotensine était capable d’activer les sous unités G
alpha i et 13 suite a la liaison du ligand dans sa pochette de liaison. L’équipe d’Héléne
Castel a démontré en 2010 que UT était capable d’activer la sous unité Gai/o sensible au
PTX dans des HEK transfectées avec le récepteur humain (Jarry et al., 2010). De maniére
différente, nous avons regardé I’activation de cette voie de signalisation en utilisant un
biosenseur Gai Rlucll associé au couple y2-GFP10 et B1. Suite a la liaison de UII, URP
et UII (4-11), le récepteur couplé a la protéine Gai a été capable de dissocier le complexe
heterotrimérique GoPy. Ce changement de distance entre la Rlucll et la GFP10 s’est
traduit par une variation du ratio de BRET comme décrit précédemment par 1’équipe de
Castel. Le remplacement de la lysine de I’UIl et URP montre une légére diminution
d’activation correspondant a 90% de I’activation maximale induite par UIl. Le
remplacement de la lysine par une ornithine n’affecte donc pas la capacité du récepteur a
signaler via la sous unités Gai. L’urantide qui posséde également une ornithine en
position 5 est un agoniste partiel sur cette voie de signalisation. Comme montré avec le
biosenseur Gaq, ce ligand est un agoniste partiel sur le récepteur humain contrairement a
ce qui est décrit dans la littérature. Enfin, le remplacement de la lysine de 1’UII par une

norleucine permet a ce ligand d’activer seulement 43% de la voie Gi.

Enfin, plusieurs études ont montré que le récepteur de ’urotensine II induisait
I’activation de la voie RhoA-Rho Kinase et que cette activation contribuait a la
contraction, a la réorganisation du cytosquelette d’actine ainsi qu’a la prolifération des
muscles lisses vasculaires. L’activation de Rho est généralement associée a la sous unité
Gal12/13 comme montré sur le récepteur CXCR4 (Tan and Martin, 2006) mais il a été
également montré que cette activation pouvait étre menée via les sous unités Gaq/11
pour le récepteur de I’angiotensine II (Barnes, 2004). Aujourd’hui, aucune étude n’a

démontré que le récepteur de I'urotensine II était capable de signaler via les sous unités
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Gal2/13. A I'aide du biosenseur Ga13 Rlucll nous avons montré pour la premiére fois
dans cette étude que UII et URP étaient capables d’activer ce biosenseur avec les couples
y1-GFP10 et 3. De plus I'UIl (4-11), I'Om8 UII et ’'OmS URP ont également montré
une activation qui était 20% inférieure a celle des ligands endogenes. Il est a noter que
I’UII (4-11) a montrer uniquement dans cette expérience une diminution de son Epax.
Cela suggere que la partie N-terminale serait importante dans 1’activation de cette sous
unité. Par ailleurs, I'urantide ainsi que le Nle8 UII agissent comme des agonistes partiels
dans ’activation de cette voie de signalisation. L’activation de la voie RhoA est peut étre

induite via la sous unités G13 comme dans d’autres récepteurs.
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6. Conclusion

Dans cette étude, les ligands endogénes de récepteur de l'urotensine-II, UII et
URP, ont ét¢ modifiés afin d’observer I’importance de certains déterminants moléculaires
sur ’activation et la signalisation du récepteur. Les biosenseurs BRET Ga nous ont
permis d’étudier la capacité du UT a activer ces sous unités pour ensuite induire la voie
de signalisation sous-jacente. En effet, trois des quatre grandes sous familles des sous
unités alpha ont été regardées et la voie Gaq a été plus particuliérement étudiée en
regardant 1’activation du messager secondaire de cette voie ainsi que 1’activation de la
voie ERK1/2 et le recrutement de la B-arrestine-2. Nous avons vu tout d’abord que la
partie N-terminale des ligands qui se fixe au niveau des régions extracellulaires du
récepteur n’avait pas d’importance dans la reconnaissance de ce dernier alors que la
partie C-terminale, cruciale pour !’activité du peptide est en contact avec le haut des
domaines transmembranaires du récepteur. Cette portion montre en effet que la
substitution et/ou le changement de la chiralité d’un acide aminé de la chaine latérale
induit un déplacement vers la droite de la courbe d’affinités.

De plus nous avons vu que les ligands endogenes UII et URP activent de maniére
équivalente toutes ces voies de signalisation sans montrer une activation supérieure sur
une voie par rapport 4 une autre comme a pu le montrer 1’équipe de D. Chatenet trés
récemment (Chatenet et al., 2013). Il est a noter également que nous avons montré pour
la premiere fois a ’aide des biosenseurs BRET que le récepteur humain de 1’urotensine
était capable d’activer la sous unités Gal13.

Par ailleurs, 1’urantide, un antagoniste du UT sur le récepteur de rat est considéré
dans cette étude comme un agoniste partiel pour toutes les voies de signalisation étudiées
excepté le recrutement de la B-arrestine-2.

I1 est maintenant reconnu que les acides aminés 7, 8 et 9 de la chaine latérale de
I’UII sont importants pour la reconnaissance du ligand et I’activation du récepteur. En
effet, cette lysine se retrouve dans la pochette de liaison a proximité de I’Asp 130 au

niveau de la troisiéme partie transmembranaire du récepteur qui est conservé dans de
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nombreux GPCR. Cette interaction entre le ligand et le récepteur serait impliquée dans le
changement de conformation du récepteur afin de recruter les sous unités o et d’activer
les voies de signalisation sous-jacentes. Nous avons démontré, en effet, que la
modification de cette lysine en une ornithine ou une norleucine entraine
systématiquement une diminution dans la reconnaissance et I’activation du UT. La lysine
serait un déterminant moléculaire important pour 1’activation des voies de signalisation
du UT. Les nombreuses voies de signalisation étudiées ont montré que cette substitution
diminuait le potentiel d’activation de chacun ces ligands.

Parmi ces trois ligands, la Nle8 UIl, malgré une stimulation a 1 uM, a montré une
activation PKC dépendante seulement dans la cinétique d’activation de la
phosphorylation ERK1/2. Les autres voies étudiées ont par ailleurs toutes montré qu’a
cette concentration de ligand, la Nle8 UlI avait atteint son plateau d’activation.

Il est a noter également, que lors de I’étude du recrutement de la B-arrestine-2, ce
ligand a de plus montré une trés faible capacité de recrutement, suggérant un biais de

signalisation potentiel sur la voie de recrutement des B-arrestines.

Cette étude a prouvé que la longueur et la nature de la chaine latérale de ’acide
aminé présent en position 8 de UII ou 5 de URP est un déterminant moléculaire important

dans ’activation du récepteur de 1’urotensine II.

Des expériences complémentaires sur un récepteur ou I’Asp130 du TDMIII serait
muté ainsi que I’é¢tude de nouveaux ligands sur lesquels la lysine serait substituée par un
autre acide aminé avec une chaine latérale de nature différente, nous permettraient de
mieux comprendre |’implication de cette position dans I’activation du UT. De I’activation
des MAPK avec [l'utilisation de siRNA dirigés contre les P-arrestine-1 et 2 nous

permettrait de mieux comprendre leur role dans ’activation de cette voie.

Cette étude a montré que UT est capable d’activer différentes voies de
signalisation. La substitution de la lysine de UIl par une norleucine entraine une

diminution de I’affinité pour cet analogue qui agit malgré tout méme comme un agoniste
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complet sur la voie Gq mais active faiblement le recrutement de la B-arrestine-2. Cette
différence majeur dans I’activation du recrutement de la B-arrestine-2 n’a pas été retrouvé
avec les autres analogues possédant une ornithine substituée a la lysine. La substitution
de la lysine par un autre acide aminé avec de nouvelles propriétés chimiques pourrait
amener a la découverte d’un ligand biais¢ de haute affinité agissant sur le systéme

urotensinergique.
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