UNIVERSITE CONSTANTINE 1 UNIVERSITE MONTPELLIER 1

THESE
pour obtenir le grade de DOCTEUR 3*™ cycle LMD

Discipline : Biochimie et Biotechnologie (UC1)
Biologie et santé (UM1)

N° de série :

N° d’ordre :

Ecoles Doctorales : Biochimie et biotechnologies, Constantine, Algérie.
Chimiques et Biologiques pour la Santé (CBS2), Montpellier, France.

Présentée et soutenue publiquement par
MARIR Rafik

Le 19 septembre 2013

Caractérisation d’outils pharmacologiques pour
I’étude des récepteurs centraux de la vasopressine

JURY
Président de jury : BOUSSEBOUA H. Professeur a I’université Constantinel, Algérie.
Directeur de these :  MERAIHI Z. Professeur a I’université Constantine 1, Algérie.
Co-directeur de these : GUILLON G. Directeur de recherche CNRS Montpellier, France.
Examinateurs : CHINI B. Professeur a I’université de Milan, Italie.
GUERINEAU N. Directeur de recherche Angers, France.
SAKAS. Professeur a I’université Badji M. de Annaba, Algérie.

Année universitaire 2012/2013



Préambule

Jusqu’a longtemps il a été difficile de déterminer a la constitution chimique des polypeptides, & cet édifice ou assemblage
d’acides aminés qui peuvent contracter entre eux tant de combinaisons dont chacune posséde une activité physiologique propre.
Or, pour acquérir la connaissance profonde d’un polypeptide, il faut reconstituer I’édifice, c’est a dire faire sa synthése.
Cette synthése ne permet pas seulement de reconstituer le polypeptide naturel : elle donne encore la possibilité de construire des
structures nouvelles, aux propriétés physiologiques voisines ou au contraires différentes.
Rien ne démontre mieux le double intérét de cette synthése que les travaux effectués jusqu’a présent sur la vasopressine et
les analogues qui lui sont apparentés.

Le prix Nobel de chimie fut décerné en 1955 a Vincent du Vigneaud pour la synthése des premiéres hormones polypeptidiques,

vasopressine et ocytocine.

Vasopressine, une ancienne hormone aux nouvelles fonctions
Dés sa découverte, la vasopressine est apparue comme une hormone aux multiples fonctions, d'une part hormone
antidiurétique régulant, la concentration physiologique, le bilan de I'eau, d'autre part, hormone vasopressive impliquée, a
concentration supraphysiologique, dans la régulation de la volémie efficace. Elle s'est avérée étre également une hormone
hypophysiotrope modulant I'axe corticotrope et l'activité du systéme nerveux autonome. La vasopressine est maintenant aussi
impliquée au centre d’actions comportementales insoupgonnées toutes médiés par les récepteurs centraux de la vasopressine. Ces

récepteurs appartiennent a la superfamille des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG).

Le prix Nobel de chimie fut décerné en 2012 & Robert Lefkowitz et Brian Kobilka pour leurs travaux sur les récepteurs couplés aux

protéines G.

Connaitre ces récepteurs, c'est mieux savoir les utiliser
Les RCPG jouent donc un rdle clé dans les communications entre les milliards de cellules de notre corps mais aussi avec le
monde extérieur. Pour la pharmacologie, ils constituent un enjeu considérable. Sven Lindin, membre du comité Nobel, affirme
qu’environ la moitié des médicaments « reposent sur une action ciblant les RCPG ». En d’autres termes, mieux connaitre ces
récepteurs permet de créer des médicaments plus efficaces ou ayant moins d’effets secondaires. Percer les secrets de ces

récepteurs, c’est tout le travail réalisé, depuis des années par les scientifiques,

Le prix Nobel de médecine fut décerné en 1994 a Alfred Gilman et Martin Rodbell pour leur découverte des protéines G et de leur

réle dans la transduction des signaux cellulaires.

L'image de la clé et de la serrure
On utilise fréquemment I'image de la clé et de la serrure pour expliquer comment une substance se couple sélectivement a
un récepteur afin d'enclencher une cascade de réactions au sein de la cellule. Cette image reste approximative, dans la mesure ou
le récepteur n'est pas une structure figée, mais qu'il a une probabilité de se trouver dans une conformation ou dans une autre
selon I'environnement dans lequel la cellule se trouve. C'est en fait toute une chaine mouvante qu'il faut prendre en compte : le
ligand, qui se lie au récepteur, qui lui-méme modifie la conformation de la protéine G, ce qui engendre des réactions chimiques a
I'intérieur de la cellule.

Cette these a permis de découvrir de nouveaux outils pharmacologiques pour mieux étudier les récepteurs Vi et Vig et
dans sa partie bibliographique, se propose de résumer les connaissances actuelles autours de la vasopressine qui impliquent ces

deux récepteurs centraux dans plusieurs processus comportementaux.
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Avant propos

La vasopressine est une hormone impliquée dans la régulation de nombreuses fonctions
physiologiques. Parmi elles, la régulation de la pression sanguine ou encore de I’homéostasie
hydrique, sont toutes deux bien documentées depuis de nombreuses années. Le nombre
d’études relatives a la description du rble de la vasopressine dans les processus
comportementaux est en constante augmentation. Ainsi, la découverte de nouveaux roles pour
cette ancienne hormone ouvre la voie a des perspectives trés intéressantes quant au
développement de nouveaux traitements pour de nombreuses pathologies comportementales,

dont le stress et I’anxiété.

Les récepteurs centraux de la vasopressine V1a, V1b et OT de I’ocytocine, jouent un réle
majeur dans la régulation de nombreuses fonctions cognitives et comportementales. Les étudier
permettrait de lever le voile sur leurs implications, leurs roles et leurs distributions. Certaines
études in vivo étant difficiles et délicates a effectuer chez I’lhomme, les scientifiques ont recours
a I’utilisation de modeles animaux. Chez le rat, un modéle animal des plus utilisé en laboratoire,
le manque d’outils sélectifs permettant d’étudier ces récepteurs se fait cruellement sentir.
Jusqu’a récemment, les études effectuées dans ces domaines de recherche se basaient sur des

outils qui manquaient d’affinité ou de sélectivité vis-a-vis des récepteurs d’intérét.

A cet effet, le travail de thése effectué a consisté a caractériser pharmacologiquement de
nouveaux ligands afin de répondre aux besoins en agonistes sélectifs des récepteurs V1A et
V1B.

L’introduction de ce manuscrit s’articule autour de cing points reprenant I’état de I’art et

résumant la majorité des connaissances actuelles sur la vasopressine et ses récepteurs :

» le premier point reprend toutes les données relatives a la synthése et a
la sécrétion de la vasopressine ;

» le second point s’intéresse a sa molécule sceur, I’ocytocine, et les
compare sur le plan moléculaire et métabolique ;

» le troisieme point s’intéresse au cibles moléculaires de ces molécules :
les récepteurs de la famille de la vasopressine et de le I’ocytocine
(VP/OT) ;

10



» le quatrieme point quant a lui définie les actions physiologiques et
physiopathologiques, centrales et périphériques, induites par la
vasopressine et I’ocytocine par le biais de ses différents récepteurs ;

» enfin le cinquiéme et dernier point concerne la pharmacologie des
récepteurs de la famille VP/OT qui reprend les principaux analogues
moléculaires de I’AVP et I’OT présentant un intérét pharmacologie ou
thérapeutique, et pour certains fluorescents, un intérét pour I’étude de
la distribution des récepteurs de la famille VP/OT.

Ce manuscrit reprend la plupart des données liées a la vasopressine et ses récepteurs. En

revanche, certaines parties seront centrées tout particulierement autours des récepteurs V1A et
V1B qui sont au centre des études de cette thése.

11
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INTRODUCTION

1. La vasopressine

1.1 Historique

Au tout début de 1890, un médecin britannique George Oliver, physiologiste autodidacte
qui s’intéressait a la circulation sanguine, était parvenu & mesurer le diametre des arteres
périphériques a I’aide d’un appareil de sa propre invention. Oliver décida de mesurer sur son
propre fils I’effet d’une injection d’extrait de glandes surrénales de bceuf sur le diamétre de
I’artere radiale. Impressionne par une diminution significative du diamétre de I’artere suite a
I’injection, Oliver en référa a Edward Schéfer. D’abord sceptique, Schéfer consentit & mesurer
cet effet sur la pression sanguine du chien. La montée hypertensive était éclatante. Oliver et
Schafer continuérent de collaborer et étudiérent I’effet d’extraits de différentes autres glandes
dont I’hypophyse sur la pression sanguine. C’est ainsi qu’ils découvrirent I’action hypertensive
d’un facteur hypophysaire qui sera dénommé plus tard vasopressine.

Les décennies qui ont suivi cette découverte ont servi a la description des principaux
effets physiologiques de ces extraits, parmi ces actions mis en évidence : I'activité ocytocique
(Dale, 1906), I'éjection du lait (Ott et Scott, 1910) et l'activité antidiurétique (Von der Velden,
1913).

Dans les années 30, Scharrer a montré que certains neurones de I'hypothalamus
sécrétaient des substances par exocytose de vésicules cytoplasmiques. A I'époque, cette
observation souleva des discussions passionnées car les neurones apparaissaient alors voués a
ne produire que des phénomenes électriques. Leur donner un réle sécrétoire les rapprochant
d'une cellule glandulaire bouleversait des données bien établies. Il fallut attendre la
démonstration définitive de la production de neuromédiateurs variés par les terminaisons
nerveuses et la découverte du transport intra-axonique pour banaliser I'idée de neurosécrétion.
Plus tard, la neurosécrétion hypothalamique fut définitivement établie indiquant que la
vasopressine et l'ocytocine synthétisée par les neurones des noyaux supra-optiques et
paraventriculaire de I'hypothalamus ont été transportés par les axones de ces neurones dans le
lobe postérieur de I'hypophyse

L’un des événements les plus importants dans le domaine des hormones
neurohypophysaire fut I'élucidation de la structure chimique de I'arginine vasopressine en 1953
(Acher et Chauvet, 1953), de I'ocytocine (Du Vignaud et al., 1953; Tuppy, 1953) ainsi que la
synthése chimiques des deux peptides par la suite (Du Vignaud, 1954). A partir des années 50
les deux hormones, la vasopressine et I'ocytocine, ont fait I’objet de plusieurs études, chimiques

et biologiques, qui ont abouti & une meilleure compréhension de leurs fonctions et leur mode
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INTRODUCTION

d'action, en grande partie grace a I’élaboration d’outils pharmacologiques.

La production rapide d'un grand nombre d'analogues de la vasopressine et de I'ocytocine a
conduit & d'importantes observations et des découvertes majeures :

v I’identification de I’arginine vasopressine comme hormone hypophysaire des vertébrés
inferieurs (Sawyer et al., 1960).

v" Il'observation que les changements dans la structure de ces hormones hypophysaires
pourraient affecter leurs actions antidiurétique et vasopresseur (Berde et al., 1964).

v" la production d’antagonistes de la réponse vasopressive (Polacek et al., 1967).

Parallélement aux études sur la structure et la synthése de la vasopressine, la synthése
d’hormones radiomarquées a permis la découverte de leurs récepteurs spécifiques. C’est en
1959 que fut suggéré I'existence d'un récepteur rénale de la vasopressine (Fong et al., 1960).
Dans cette étude, Fong et collaborateurs ont injecté de la lysine-vasopressine tritié chez le rat et
ont récupére la radioactivité liée dans les fractions particulaires rénales.

L’évolution des techniques biochimique, électrophysiologique, de biologie moléculaire et
cellulaire pour les 25 derniéres années a considérablement élargi les connaissances du domaine
de la vasopressine et de ses récepteurs. En un siecle, la vasopressine a évolué progressivement
de son réle historique de vasopresseur et d'hormone antidiurétique, vers un nouveau statut
d’hormone pleiotrope impliqué dans la régulation de nombreuses fonctions centrales et
périphériques.

L'utilisation de fluorochromes en biologie moléculaire est un peu plus récente que celle
d'isotopes radioactifs. En raison de la sensibilité accrue des microscopes a fluorescence et de la
luminosité des fluorophores, I’étude de la localisation des récepteurs et leur trafic, est devenu un
enjeu majeur. L’utilisation de ligands fluorescents sélectifs pour une famille de récepteurs ou
pour un sous-type de récepteur donné est par conséquent trés utile comme outil
pharmacologique et de marquage.

Plus récemment, il est clairement démontré que I’AVP et I’OT sont les principaux
régulateurs de fonctions cérébrales telles que la réponse au stress, I’affiliation, la mémoire et le
comportement social (Caldwell et al., 2008)

Actuellement, il est clairement établi que I’arginine vasopressine (AVP) est synthétisée et
sécrétée principalement par les neurones hypothalamiques des noyaux supra-optique et
paraventriculaire. La vasopressine est également connue comme I'hormone antidiurétique
(ADH), car elle est le principal régulateur du volume d’eau dans I’organisme chez la plupart des
vertébrés. En outre la vasopressine est reconnue comme étant I'un des principaux régulateurs de

I'activité de I’axe corticotrope par son importante influence sur la sécrétion d’ACTH.
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1.2 Structure

L’arginine vasopressine (AVP) est un polypeptide cyclique comportant neuf acides
aminés, dont une arginine qui occupe la position 8 qui apporte une charge positive a la molécule
ainsi que deux groupements cystéine en position 1 et 6 qui sont reliés par un pont disulfure
(Figure 1). L’AVP comporte également un groupement amide en position C terminal. Ce
groupement amide est essentiel & I’activité physiologique de I’AVP tout comme son pont

disulfure.

Figure 1 : Structure chimique et simplifié de I’arginine vasopressine

L’AVP a son équivalent chez la plupart des espéces du regne animal, on peut citer la L\VP

ou lysine vasopressine chez le porc qui differe de I’AVP par une lysine en position 8.

1.3 Biosynthése et métabolisme

La vasopressine est une hormone synthétisée principalement par les neurones
magnocellulaires des noyaux supraoptique et paraventriculaire de I’hypothalamus. Les axones
de ces neurones forment le lobe neurohypophysaire ou postérieur de I'nypophyse au niveau de
laquelle elle est sécrétée. Elle est également synthétisee par les neurones parvocellulaires du
noyau paraventriculaire qui eux vont libérer la vasopressine au niveau de I’éminence médiane
(pour revue Koshimizu et al., 2012)).

La vasopressine est codée par un géne au niveau du chromosome 20 chez I’homme et 3
chez le rat (Ivell et Richter, 1984). Ce géne comporte 2 introns et 3 exons (Figure 2). L’exon 1
code pour le peptide signal, I’AVP et la partie N-terminale de la neurophysine Il, I’exon 2 code
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pour la partie central de la neurophysine Il et I’exon 3 code, quand & lui, pour la partie C
terminale de la neurophysine Il et une glycoprotéine, la copeptine.

Pré-pro-vasopressine AVP —Gly — Lys — Arg o Neurophysine Il — Arg—  Copeptine
(164AA)
T (Site de clivage)
Peptide
signal
\Y4
Pro-vasopressine AVP Gly — lys —Arg = Neurophysine Il - Are =4 Copeptine
A\
Produits de la pro- AVP  |—NH, + Neurophysine || + Copeptine
vasopressine

Figure 2 : Etapes de la biosynthése de la vasopressine a partir du géne précurseur

Un précurseur de 147 acides aminés est produit, la préprovasopressine, composée par
conséquent d’un peptide signal, de I’AVP, de la neurophysine Il et la copeptine.

La traduction du gene en ARN messager génere la préprovasopressine par les ribosomes
endoplasmiques tout en passant & travers ses cavités (grace au peptide signale). Suite a
I’hydrolyse du peptide signal est produite la provasopressine, qui sera accumulée dans les
granules de sécrétion du réticulum endoplasmique (Russell et al., 1980).

La provasopressine subira une série d’hydrolyses qui provoqueront son clivage lors de sa
progression dans les axones neuronaux pour générer au final une molécule d’AVP, une
molécule de neurophysine 11 et une molécule de copeptine.

La libération de I’hormone neurohypophysaire vers la circulation est effectuée par un
mécanisme d’exocytose qui est soumis a un influx nerveux

Le role biologique de la neurophysine Il n’est pas connu pour le moment, cependant elle
posséde une région de liaison de haute affinité & I’AVP. La neurophysine Il est capable
d’oligomériser, tant qu’elle est liee a I’AVP, cette oligomérisation permet agrégation des
complexes neurophysine Il — vasopressine dans les granules de sécrétion qui se forment dans le

réticulum endoplasmique. La neurophysine Il servirait donc de transporteur ou de chaperonne
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indispensable pour la bonne synthése et la sécrétion de la vasopressine tout le long des axones
neuronaux. Il a également été démontré que 27 acides aminés au niveau de I’extrémité N-
terminale de la neurophysine Il sont nécessaire a cette liaison (de Bree et al., 2000). Par ailleurs,
la neurophysine a une demi-vie supérieure a celle de I’AVP et sert de ce fait pour I’étude de
certaines maladies liées a la vasopressine (mesures des niveaux de neurophysine Il comme
indicateur des anomalies de sécrétions neurohypophysaires (Scantamburlo et al., 2005).
Concernant la copeptine, aucun role physiologique ne lui est connu & ce jour. La
copeptine étant plus stable que la vasopressine (Struck et al., 2005), son dosage, plus aisé que
celui de la vasopressine est maintenant effectué en milieu hospitalier comme marqueur de
certaines pathologies a la place de la vasopressine qui est plus sensible aux aminopeptidases, et

donc plus rapidement dégradable.

1.4 Sécrétion au niveau central

L’AVP est synthétisée principalement par les neurones magnocellulaires et
parvocellulaires issus des noyaux supraoptiques et paraventriculaires de I’hypothalamus. Deux
systemes neurosecreétoires distincts sont impliqués dans la synthese de la vasopressine.

Le premier est le systéme neurosécrétoire magnocellulaire. Il est principalement constitué
de neurones dont les corps cellulaires se situent dans les noyaux supraoptiques et
paraventriculaires de I’hypothalamus. Les axones de ces neurones constituent le faisceau
hypothalamo-neurohypophysaire de la tige pituitaire. Ces axones se terminent au niveau des
capillaires sanguins de la neurohypophyse. A ce niveau, suite a un influx électrique, I’hormone
est libérée dans le sang systémique et peut donc aller agir sur les différents organes cibles.

Le second est le systtme neurosécrétoire parvocellulaire. Ce systeme est constitué de
neurones hypothalamiques dont les axones se terminent dans I’hypothalamus médiobasal (ou
éminence mediane) au contacte des capillaires sanguins du systéme porte hypophysaire (Livett
et Parry, 1973; Zimmerman et al., 1977) (Figure 3). Ainsi, I’AVP sécrétée par ces neurones
atteint les cellules endocrines corticotropes de I’adénohypophyse. Celles-ci expriment le
récepteur Vi de la vasopressine. En agissant sur la population de cellules corticotropes, I’AVP
induit la sécrétion d’adrénocorticotropine (ACTH). Il est important de noter que les neurones
parvocellulaires synthétisant I’AVP sont également responsables de la synthese de la
corticolibérine (CRF). Les deux hormones libérées dans I’adénohypophyse co-régulent la
sécrétion d’ACTH (Fleischer et al., 1972; Gillies et al., 1982).
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Figure 3 : Le systéme hypothalamo-hypophysaire (modifiée a partir de Koshimizu et al., 2012)

Représentation des zones de I’hypophyse avec les neurones sécréteurs et leur vascularisation. Les axones des
neurones magnocellulaires dans le noyau paraventriculaire (PVN) et le noyau supra-optique (SON) de
I'nypothalamus se terminent par I'hypophyse postérieure, qui regoit l'approvisionnement en sang dans l'artére
hypophysaire inférieure formant "le systéme hypothalamo-neurohypophysaire”. L’ AVP est synthétisée comme pré-
pro-AVP dans le corps du neurone et est transmis ensuite a travers les axones. Pendant le transfert, la molécule
précurseur est transformée en AVP. L’AVP est alors accumulée dans les terminaisons nerveuses de I'hypophyse
postérieure. Les neurones parvocellulaires dans le PVN, d'autre part, projettent leurs axes neuronaux au plexus
capillaire porte de la couche externe de [I'éminence médiane. Les vaisseaux portes hypothalamo-
neurohypophysaires transférent la libération d’AVP de I'éminence médiane a I'nypophyse antérieure, ot I’AVP
stimule la sécrétion d'ACTH a partir des cellules corticotropes.

Outre les deux systemes décrits précédemment, la vasopressine est également synthétisée
dans d’autres zones du systéme nerveux central :
> des neurones du noyau suprachiasmatique : ceux-ci projettent sur I’habenula latérale,
I’organe vasculaire de la lame latérale, le noyau périventriculaire du thalamus, le
septum latéral, les noyaux supraoptiques et dorsomédians de I’hypothalamus
» des neurones du noyau paraventriculaire projetant sur I’hippocampe, I’amygdale, la
substance noire, le noyau du tractus solitaire, le noyau ambigu, la substantia

gelatinosa de la moelle épiniére.
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> des neurones appartenant au noyau dorso-médian de I’hypothalamus, projettent
caudalement vers le locus coeruleus et la moelle épiniere.

» des neurones du noyau de la strie terminale

> des neurones du noyau médian de I’amygdale, projetant vers le noyau ventro-médian
de I’hypothalamus, le noyau de la strie terminale, le noyau parabrachial.

> des neurones du noyau parabrachial, projetant vers le noyau médian de I’amygdale.

A noter que certaines zones expriment une ou plusieurs isoformes de récepteurs de la
vasopressine. Ainsi, I’AVP produite dans ces neurones et libéré dans les différentes zones du
cerveau serait responsable des effets centraux de la vasopressine.

Une fois synthétisé, la vasopressine est acheminée le long des axones des neurones
magnocellulaire. Lorsqu’elle arrive aux terminaisons nerveuses des neurones, elle est
incorporée dans des vésicules sécrétoires. La libération de I’hormone est soumise a un influx
nerveux, de méme type que pour toute sécrétion neuronale: I’augmentation de I’activité
électrique des neurones ouvre des canaux calciques voltages dépendants, induisant une entrée
de calcium dans le neurone et la fusion des granules neurosécrétoires a la membrane. Ceci méne

a la libération de I’hormone.

1.5 Contrdle de la sécrétion au niveau hypophysaire

Le controle de la sécrétion hypophysaire de la vasopressine est le résultat d’un ensemble
d’informations excitatrices ou inhibitrices. La sécrétion de I’AVP par la neurohypophyse est
régulée de maniere différente que par I’adénohypophyse du moment ou les fonctions de

I’hormone différent selon la zone de sécrétion.

1.5.1 Contro6le de la sécrétion neuro-hypophysaire
A. Controle par neurotransmetteurs

De nombreux neuromédiateurs, excitateurs et inhibiteurs (Figure 4), sont impliqués dans
la libération de la vasopressine par les neurones magnocellulaires.
> L’acétylcholine : présente dans les noyaux supraoptiques et paraventriculaires, ce
neurotransmetteur est capable de stimuler la sécrétion d’AVP. Le mécanisme
d’activation passe probablement via I’activation de récepteurs nicotiniques (Zaninetti
et al., 2000).
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» La noradrénaline : son effet excitateur est en concordance avec le fait que des
terminaisons nerveuses projettent sur les neurones vasopressinergiques. Cependant, la
noradrénaline pourrait réguler les réflexes cardiovasculaires qui inhibent la libération

de vasopressine.

Acétylcholine
Histamine
Noradrénaline

Dopamine
Angiotensine Il

- Peptides opioides

f Peptide atrial natriurétique

-? Noradrénaline

[ Dopamine

Vasopressine

Figure 4 : Contrdle de la sécrétion de la vasopressine par les neurotransmetteurs.

En vert, les neurotransmetteurs excitateurs. En rouge, les neurotransmetteurs inhibiteurs. Les actions inhibitrices de
la noradrénaline et de la dopamine ne sont pas clairement démontrées.

» La dopamine : la plupart des données indiquent que ce neurotransmetteur facilite la
sécrétion d’AVP dans I’hypothalamus via ses récepteurs de type D1 (Mathiasen et al.,
1996). Il existerait cependant des évidences montrant que la dopamine aurait un effet
inhibiteur sur la sécrétion neuro-hypophysaire.

» L’histamine : est capable de provoquer la sécrétion d’AVP en stimulant I’activité
électrique des neurones vasopressinergiques via son récepteur H1

» L’angiotensine Il : administrée par injection i.c.v. ou en périphérie augmente la
sécrétion d’AVP stimulée osmotiquement depuis la neurohypophyse (Hohle et al.,
1996).

» Le facteur atrial natriuretique : administré par voie i.c.v. inhibe la sécrétion d’AVP
injectée. Cependant on ne connait pas d’effet direct de ce peptide sur les neurones

vasopressinergiques.
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> Les peptides opioides : ils inhiberaient la sécrétion d’AVP (ceci a été montré pour la
Bendorphine) via un mécanisme impliquant le récepteur KOPr peut étre (Rossi et
Brooks, 1996).

» D’autres substances: comme les stéroides, les prostaglandines, la sérotonine, le
GABA, sont susceptibles de réguler la sécrétion d’AVP. Cependant leur importance

physiologique n’a pas été démontrée.

Ainsi, I’acétylcholine, I’angiotensine Il et le peptide atrial natriurétique possédent un role
pro-sécrétoire de la vasopressine lors de changements de I’osmolarité plasmatique, alors que la
noradrenaline est impliquée dans les modifications hémodynamiques. Ces neurotransmetteurs
sont donc impliqués dans la régulation de vasopressine selon les différentes conditions
physiologiques.

Il faut également préciser que la vasopressine influence sa propre production. Ainsi, la
vasopressine sécrétée par les neurones du noyau supraoptique au niveau somato-dendritique
optimise I’activité électrique de neurones qui la sécrete par un mécanisme autocrine/paracrine.

La vasopressine est libérée en conditions basales dans le noyau supraoptique et soutient
une activité électrique dans les neurones de ce noyau. Elle posséde donc une action facilitatrice

sur sa propre sécrétion (Chevaleyre et al., 2000).

B. Contrdle par la voie osmoréceptrice

L’une des fonctions clé de I’AVP est la régulation de I’équilibre hydrominéral de
I’organisme. Pour cette raison, I’osmolarité plasmatique constitue un élément principal dans le
contrble de la secrétion de I’AVP (pour revue voir Bourque et Oliet, 1997).

Apres une série d’expériences tres réussies, Verney a proposé en 1947 le concept selon
lequel la sécrétion d’ AVP est déterminée par I’osmolarité de I’eau corporelle. Selon Verney, les
osmorécepteurs intracraniens trés sensibles aux variations de la concentration en sodium et
d’autres solutés sont responsables du contrdle de la libération de la vasopressine. Des
investigations ont été effectuées sur la nature de ces osmorécepteurs et ont montrées que des
canaux cationiques mécanosensibles ont été identifié dans les neurones magnocellulaires. Ces
canaux sont capables de transmettre des changements osmotiques (Bourque et al., 2002).

Ces osmorécepteurs sont localisés dans 3 structures associées avec la lame terminale :
I’organe subfornical, le noyau de I’aire médiane préoptique et I’organe vasculaire de la lame
terminale (McKinley et al., 2004).
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Lorsque I’organisme présente un besoin en eau, il se produit une augmentation de
I’osmolarité du fluide extracellulaire, ce qui provoque perte du volume des cellules exprimant
les osmorécepteurs. Ce qui se traduit par la génération de stimuli électriques qui produisent une
activation des neurones vasopressinérgiques et la libération de I’AVP hypophysaire (Bourque et
Oliet, 1997) (Figure 5).

Osmolarité plasmatique

@ Neurone magnocellulaire
)
Hypothalamus - ,«,\
o - °
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Figure 5 Représentation du mécanisme osmoréqulateur de la sécrétion de vasopressine.

L’augmentation de I’osmolarité du plasma se transforme en impulsions éclectiques qui se transmettent a travers les
axones de la cellule vasopressinérgique. La dépolarisation de la membrane produit alors I’exocytose des granules
qui contiennent I’AVP induisant sa libération.

La sécrétion de vasopressine est donc contrlée par des mécanismes tres précis dont
I’action permet de préserver I’osmolarité plasmatique. Un changement d’osmolarité d’a peine

1% suffit & déclencher une réponse secrétoire considérable.
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C. Contrdle par la voie barorégulatrice

Bien que la pression osmotique joue un role fondamental dans le contrdl de la sécrétion
de ’AVP, il n’est pas I'unique facteur en charge de ce contrble. Les principaux stimuli
indépendants de I’osmolarité du plasma qui régulent la libération de I’AVP sont les variations
du volume et de la pression sanguine. Ainsi, une réduction de 5 a 10% de la pression artérielle
sanguine est capable d’augmenter I’activité antidiurétique induite par la sécrétion d’ AVP.

La principale voie de régulation non osmotique implique I’activation de barorécepteurs de
basse pression dans I’oreillette gauche et de barorécepteurs de haute pression dans le sinus
carotidien et la crosse aortique. Actuellement, il existe un consensus qui dicte le controle de ces
récepteurs concernant la sécrétion d’AVP. Ainsi, en conditions normales de volume et de
pression sanguine, des impulsions afférentes des barorécepteurs inhibent les mécanismes
centraux de libération de I’AVP. Une réduction du volume ou de la pression sanguine provoque
une baisse de I’activité ce ces récepteurs et I’activation de la libération de I’AVP par la
stimulation de neurones vasopressinérgiques via le nerfs vagal. A contrario, I’augmentation du
volume sanguin peut causer des effets inverses.

C’est grace aux études de Schrier et collaborateurs, connues depuis un certain temps pour
avoir montré que cette barorégulation de la sécrétion d’AVP est induite par la stimulation des
récepteurs o et p-adrénergiques. Ces récepteurs font intervenir les barorécepteurs situés au
niveau du sinus carotidien (Schrier et Berl, 1972).

Lors de la baisse de la pression, les barorécepteurs transmettent moins d’influx par
I’intermédiaire de neurones afférents et de voies ascendantes de I’hypothalamus et la sécrétion
d’AVP augmente. A I’inverse, une €lévation de la pression sanguine provoque une

augmentation de la fréquence de décharge des barorécepteurs et diminue la sécrétion d’AVP.

1.5.2 Controéle de la sécrétion adenohypophysaire

Un autre aspect fondamental mené par la vasopressine est de controler la régulation de
I’axe corticotrope. Ainsi, la vasopressine produite dans les neurones hypothalamiques est
libérée au niveau hypophysaire de fagon concomitante avec la corticolibérine (CRF). Les deux
hormones agissent sur I’adénohypophyse et stimulent les cellules corticotropes, qui sécrétent
I’adrénocorticotropine (ACTH). L’ACTH libérée dans la circulation agit au niveau surrénalien
pour stimuler la sécrétion de glucocorticoides (cortisol chez I’homme, corticostérone chez le
rat).
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Suivant un rétrocontrdle, ces stéroides réduisent la synthese de CRF et de vasopressine et
leurs effets hypophysaires, maintenant ainsi les niveaux d’hormones dans le domaine
homéostasique.

La vasopressine est connue depuis longtemps pour réguler la sécrétion d’ACTH
hypophysaire (Baertschi et al., 1980; Buckingham, 1981). L’AVP est un faible simulateur par
elle-méme de la sécrétion d’ACTH, mais elle agit comme un modulateur important en réponse
au stress en potentialisant I’effet sécrétoire de la corticolibérine (Buckingham, 1982; Gillies et
al., 1982; Antoni et al., 1983).

Ainsi, la co-stimulation des cellules corticotropes par I’AVP et le CRF induit un effet plus
qu’additif sur la sécrétion d’ACTH. Les actions de la vasopressine et de la corticolibérine
passent par leurs récepteurs respectifs, les récepteurs Vig et CRHR;.

Suivant le type de stress, aigu ou chronique, la régulation de la sécrétion d’ACTH est
opéree différemment par la vasopressine ou la corticolibérine (Aguilera et Rabadan-Diehl,
2000).

A. Régulation de la sécrétion en état de stress aigu

Lors d’un stress aigu, I’AVP et le CRF sont libérés de facon rapide dans la circulation
porte. Ceci a pu étre observé dans de nombreuses études et sur plusieurs modéles (Plotsky,
1988; Berkenbosch et al., 1989; Kovacs and Sawchenko, 1996).

Le CRF évolue de facon paralléle & I’ACTH, ce qui n’est pas le cas de la vasopressine.
Ainsi, les transcrits CRF augmentent rapidement, ce qui est corrélé avec la sécrétion d’ACTH.
Les transcrits de la vasopressine évoluent différemment : leur production est retardée et plus
prolongée que celle du CRF (Aguilera, 1998).

Le CRF est le principal régulateur de la sécrétion d’ACTH d’un stress aigu. Ceci n’est pas

le cas lors d’un stress chronique.

B. Régulation de la sécrétion en état de stress chronique

La vasopressine serait le principal régulateur de la sécrétion d’ACTH lors d’un stress
chronique. Ainsi, contrairement au CRF, I’AVP augmente dans les neurones parvocellulaires
lors d’un stress chronique (Aguilera, 1994). Les messagers du récepteur Vig (Aguilera et
Rabadan-Diehl, 2000) ainsi que la liaison de vasopressine dans I’hypophyse augmentent
également (Ma et Zemmel, 2002). Lors d’un stress répété, la corticolibérine associée au
récepteur CRHR; est diminuée (Aguilera, 1998).
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On observe aussi une augmentation du stock de vasopressine dans les terminaisons

nerveuses de neurones exprimant le CRF (de Goeij et al., 1991).

1.6 Sécrétion au niveau périphérique

Bien que I’expression du géne de la vasopressine s’exprime principalement au niveau des
neurones hypothalamiques dont les axones forment la neurohypophyse, I’hormone est localisée
également dans différents organes périphériques extra-hypothalamiques tels que la glande
surrénale, le pancréas, le cceur, les gonades et le cervelet.

L’expression périphérique du géne de la vasopressine au niveau surrénalien, cardiaque et
pancréatique est cohérente avec le fait que I’hormone exerce des fonctions importantes et
connues dans ces organes.

» Dans le pancréas, la vasopressine a été retrouvée dans des extraits de pancréas humain
et de rat ou elle stimule la sécrétion d’insuline (Amico et al., 1988).

» Dans la glande surrénale, la vasopressine est sécrétée dans les zones corticales et
médullaires. Les cellules chromaffines la produisent en condition de base et sous stimulation
avec I’acétylcholine ou la corticolibérine (Grazzini et al., 1998; Guillon et al., 1998). La
présence de récepteurs de la vasopressine dans la glande surrénale (isoformes Via et Vig)
suggere un mécanisme autocrine/paracrine dans cet organe (Guillon et al., 1998).

> Au niveau cardiaque, une étude a mis en évidence une synthése de novo de la
vasopressine ainsi que la sécrétion de I’hormone chez le rat exposé a une augmentation de la
pression sanguine (Hupf et al., 1999).

» Dans les gonades, des études ont montré une immunoréactivité positive dans les
testicules de rats ainsi qu’une expression infime de transcrits de pré-pro-AVP dans les ovaires
de bovin (Ivell et Burbach, 1991), suggérant que la vasopressine est présente en faible
quantité (Foo et al., 1991, 1994). Chez le rat Brattleboro (rats déficients en AVP au niveau
central) de I’AVP est exprimeée dans les ovaires (Lim et al., 1984).

» Dans I’endothélium vasculaire, une étude immunohistochimique a permis de localiser
de la vasopressine dans les cellules endothéliales d’artéres pulmonaires de rat (Loesch et al.,
1991) ainsi que dans les cellules endothéliales d’artéres rénales et mésentériques de rat
(Lincoln et al., 1990). Les réles de ces sécrétions périphériques vasculaires restent a définir.

» Dans plusieurs tumeurs. C’est le cas des phéochromocytomes qui sont des tumeurs de
la glande médullo-surrénalienne, synthétisant des catécholamines (Grazzini et al., 1999). Ceci
est aussi le cas de tumeurs pulmonaires (cancer du poumon a petites cellules) (Campling et
al., 1995).
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2. L.’ocytocine

2.1 Structure

A I’égale de la vasopressine, I’ocytocine (OT) est une hormone composée de 9 acides
aminés qui forment un pont disulfure entre les cystéines en position 1 et 6. Tout comme I’AVP,
I’OT comporte également un groupement amide en position C terminal.

Ces deux peptides montre une grande homologie structurelle bien qu’ils soient différents
en position 3 et 8. Ainsi, la vasopressine posséde respectivement en ces positions une
phénylalanine et une arginine tandis que I’ocytocine posséde une isoleucine et une leucine.
(Figure 6). L’isoleucine en position 3 est fondamentale dans la structure de I’ocytocine

puisqu’elle est essentielle & son interaction avec le récepteur OT (Postina et al., 1996).

NH,

Figure 6 : Comparaison des structures primaires de I’AVP (a droite) et de I’OT (a gauche)

Les fléches rouges au niveau de la structure de I’OT indiquent les acides aminées qui diverges entre I’OT et I’AVP

Dans le régne animal, & part la lysine vasopressine, il existe une pléthore de structures
équivalentes a I’AVP et I’OT qui ne différent que par les acides aminés en positions 3, 4 et 8.
Ainsi, il existe une uniformité structurelle considérable qui est répétée entre AVP et le reste des
nonapeptides homologues, cette uniformité suggére I'existence d'un gene ancestral commun qui
a évolué en deux voies, aboutissant a la vasopressine et I’ocytocine (Ruppert et al., 1984).

Le fait que ces deux hormones aient été si bien conservées tout au long de I’évolution
refléte tres probablement leur importance physiologique.

Des composés, de la méme famille que la vasopressine, ont été isolés chez de nombreux

invertébrés et chez 7 familles majoritairement vertébres, représentant un total de 120 especes
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chez lesquels un de ces composés sera présent. La séquence peptidique ainsi que I’origine

animal de ces composés sont résumées dans la Table 1.

Table 1 : Homologues structuraux de la vasopressine et de I’ocytocine

(& partir de Ruppert et al, 1984)

Homologues de la vasopressine

Hormone Structure Espéce
[Arg®] vasopressine | Cys!-Tyr2-Phe3-Gln*-Asn>-Cys-Pro’-Arg8-Gly?-NH> | Mammiféres
[Lys8] vasopressine | Cys!-Tyr2-Phe3-Gln*Asn3-Cys®-Pro’-Lyss-Gly?-NH, | Suidés

[Phe?] vasopressine

Cys'-Phe?-Phe3-Gln*-Asn>-Cyst-Pro’-Arg8-Gly*-NH»

Quelques mammifeéres

Vasotocine

Cys!'-Tyr2-1le3-Gln*-Asn>-Cyst-Pro’-Arg8-Gly*-NH,

Non-mammifeéres

Homologues de I’ocytocine

Hormone Structure Espéce
Ocytocine Cys!-Tyr2-1le3-Gln*Asn>-Cyso-Pro’-Leus-Gly?-NH» Mammiféres
Mésotocine Cys!-Tyr2-1le3-Gln*-Asn>-Cyso-Pro’-1le5-Gly-NH; Quelques Marsupiaux

[Phe?] mésotocine

Cys!-Phe?-1le3-Gln*-Asn>-Cyst-Pro’-1lef-Gly?-NH»

Dipneuste d’Australie

Isotocine Cys!'-Tyr2-Ile3-Sert-Asn>-Cyso-Pro’-1les-Gly?-NH» Actinoptérygiens

Glumitocine Cys!'-Tyr2-Ile3-Sert-Asn>-Cyst-Pro’-Glns-Gly?-NHz Raies

Valitocine Cys!-Tyr2-1le3-Gln*-Asn>Cyso-Pro’-Vals-Gly?-NH» Requins (8q. acanthias)
Aspargtocine Cys!-Tyr2-Ile3-Asn*-Asn>-Cyst-Pro’-Leus-Gly?-NH: Requins (8q. acanthias)
Asvatocine Cys!-Tyr2-Ile3-Asn*-Asn>-Cyst-Pro’-Vals-Gly>-NH; Requins (Sa canicula ; 'T. scyllinm)
Phasitocine Cys!-Tyr2-Phe’-Asn*-Asn>Cyso-Pro’-1le5-Gly>-NH; Requins (1. seyllinm)
Phasvatocine Cys'-Tyr2-Phe’-Asn*-Asn>-Cys6-Pro’-Val3-Gly?-NHz | Requins (Se canicula)

2.2 Biosynthese et métabolisme

L’OT est synthétisé, comme I’AVP, dans les neurones magnocellulaires du noyau

supraoptique et dans le noyau paraventriculaire de I’hypothalamus. Cependant, la population de
cellules sécrétrices d’OT est différente de celles sécrétrices d’AVP. De plus, d’autres neurones
ocytocinergiques des noyaux supraoptique et paraventriculaire se projettent dans des régions
cérébrales extra-hypothalamiques comme le septum, I’hippocampe ou la moelle épiniére
(Argiolas et Melis, 2004).

Chez I’homme, le géne codant pour I'OT est situé sur le chromosome 20, séparés de 8 Kb
seulement du gene codant pour I’AVP. De méme chez le rat, ce géne est co-localisé avec celui
de I’AVP sur chromosome 11 a une distance de 11 Kb. Cependant dans ces deux cas, les deux

génes sont transcrits dans des directions opposees.
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Le géne de I’OT est, tout comme celui de I’AVP, composé de trois exons :
> le premier code pour le signal de translocation, I'normone, la GKR et les neuf premiers
résidus de la neurophysine I,

> le deuxieme exon code pour la partie centrale de la neurophysine |

> le troisieme exon code pour I'extrémité C-terminale de la neurophysine I.
Chez certaines espéces, la neurophysines | et Il sont identiques, ceci conforte le stipula
précedent qui suggére que I’OT et I’AVP sont issues d'un gene ancestral commun.
Le pro-peptide de I’OT est sujet aux hydrolyses et modifications ultérieures aprés traduction.
Cette molécule est transportée par les axones neuronaux qui atteignent I’hypophyse postérieure.
L'OT mature s’accumule ensuite dans les axones jusqu'a ce qu’une impulsion électrique indique
la nécessité de sa libération.
Une fois libérée, I’OT a une durée de vie de 3-5 minutes et est dégradé directement dans les

reins ou le foie.

2.3 Sécrétion

La libération de I’OT stockée dans les granules de sécrétion est soumise & un influx
nerveux, de méme type que pour toute sécrétion neuronale : I’augmentation de I’activité
électrique des neurones ouvre des canaux calciques voltages dépendants, induisant une entrée
de calcium dans le neurone et la fusion des granules neurosécrétoires a la membrane. Ceci méne
a la libération de I’hormone.

Les neurones vasopressinergiques ne sont pas distinguables morphologiquement des
neurones ocytocinergiques, également présents dans les noyaux (magnocellulaires et
parvocellulaires). Cependant, I’activité électrique de ces derniers est différente : les neurones
ocytocinergiques présentent un profil d’activation tonique. lls déchargent de fagon pulsatile.
Pratiqguement tous les neurones émettent des bouffées de potentiels d’action synchrones, ce qui
conduit & des sécrétions d’OT intermittentes dans la circulation (Brown et Moos, 1997).

En plus de sa production hypothalamique, I’OT est produite dans des organes et tissus
périphériques tels que I’épithélium utérin : ou elle contribue a I’augmentation des contraction
lors de la parturition ou les glandes mammaires : ou elle régule la contraction de I’éjection de
lait lors de la tétée. Des transcrits d’OT on également été retrouvés dans les ovaires, les
testicules, I’endothélium vasculaire et le cceur (Zingg et Laporte, 2003).
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3. Les récepteurs de la vasopressine et de I’ocytocine (VP/OT)

Certaines cellules libérent des molécules (hormones, neuromediateurs) jouant le réle de
signaux extracellulaire, la régulation de I’activité d’une cellule par un signal extracellulaire
suppose I’intégration de ce dernier par la cellule.

Si le ligand pénétre dans la cellule (molécule lipophile qui peut diffuser a travers la
membrane plasmique) il agira généralement au niveau du noyau en tant que facteur de
transcription.

Si le ligand ne traverse pas la bicouche lipidique il aura donc besoin d’un relai a la surface
cellulaire pour transmettre I’information et ceci en se fixant sur des récepteurs membranaire. Il
existe différents type de récepteurs membranaire : les récepteurs couplés au protéines G
(RCPG), les récepteurs a activité tyrosine kinase, les récepteurs canaux etc. In fine, la
transduction du signal induite par la fixation du ligand engendrera une modification de I'activité
de la cellule cible qui engagera une cascade d’actions cellulaires menant a une réponse

cellulaire.

3.1 Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG)

Les RCPG constituent la plus grande famille des récepteurs membranaires (plus de 800
membres). 1ls représentent plus de 2% des genes fonctionnels du génome humain. Ces
récepteurs sont impliqués dans la réception d’une grande variété de signaux tels que la lumiére,
des ions, des molécules odorantes, des petites molécules telles que des acides aminés ou des
nucléotides, des peptides ou des médiateurs lipidiques, ainsi que des molécules de plus grande
taille comme des protéines ou des enzymes (Bockaert et Pin, 1999). La liaison du ligand sur un
RCPG induit des changements conformationnels de ce récepteur qui a leur tour provoquent
I’activation d’un complexe protéique héterotrimérique appelé la protéine G.

Les RCPG jouent un réle central dans le contrble de la grande majorité des fonctions
physiologiques d’un organisme, ils sont impliqués par exemple dans le phénomeéne de vision, de
I’odorat, godt, ainsi que dans la régulation des comportements et de I’humeur, la régulation de
I’activité du systeme immunitaire, la neurotransmission, le métabolisme, la division et la
différenciation cellulaire ainsi que d’autres fonctions. Ces récepteurs représentent une cible
majeure de I’industrie pharmaceutique puisque 30% des médicaments actuellement sur le

marché agissent via leurs interactions avec les RCPG (Ma et Zemmel, 2002).
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3.2 Classification des récepteurs de la vasopressine

La classification de la famille des récepteurs de la vasopressine est basée sur trois critéres
différents: le systeme de transduction des signaux couplé au récepteur, son profil
pharmacologique et la structure du polypeptide récepteur.

La premiére classification des récepteurs était basée sur le mécanisme de signalisation,
c'est a dire en fonction des changements biochimiques associés a I'activation de chaque type de
récepteur de I'normone. Ce premier classement est basé sur des études réalisées au cours des
années soixante-dix qui ont montré que l'effet antidiurétique de I'AVP est véhiculé par un
récepteur qui provoque l'augmentation de la concentration d’AMPc. Ce récepteur serait
différent de celui qui induit l'action vasopressique de I’hormone en faisant intervenir des
variations dans la concentration des ions de calcium intracellulaires ([Ca*"];) lors de I'activation.
Sur la base de ces premiers résultats, Michell et ses collaborateurs (1979) ont propose la
premiére classification des récepteurs de la vasopressine qui distingue deux sous-types: Vi et
V2. Le sous-type V; est associée & l'augmentation de la [Ca®*]i avec la production d'inositol-
triphosphate (IP3) déclenché par I'activation d'une phospholipase C (PLC). Alors que le sous-
type V; stimule l'adénylate cyclase qui induit la production d'AMPCc.

Pour la deuxieme classification, les récepteurs sont caractérisés par le profil
pharmacologique qu’ils présentent par rapport a de nombreux analogues structuraux generés
depuis I'élucidation de la structure de I'AVP et OT qui a permis de discriminer les sous-types Vi
et V, basée sur les propriétés de liaison qu’ils présentent. Ainsi, chez les mammiferes, trois
profils pharmacologiques distincts ont été classés et associés a différentes fonctions: les Via
sont impliqués dans l'effet vasopresseur, les Vg (V3) jouent un réle important dans la régulation
de la sécréetion d'/ACTH et les V; sont responsables de la réabsorption de I'eau dans le rein. Dans
toutes les especes étudiées, les récepteurs d’un méme sous-type présentent un profil
pharmacologique spécifique et commun. Cependant quel que soit le sous-type de récepteur,
I’affinité de la vasopressine pour son recepteur est comprise entre 0,5 et 5nM (Chini et al.,
2008a).

Enfin, grace aux progrés de la biologie moléculaire dans les années 90 la structure
polypeptidique associée a chacun des profils pharmacologiques a été déterminée. Le géne
codant pour chaque sous-type de récepteur est situé sur un chromosome différent: le
chromosome 12, 1 et X pour le V1, le Vig et le V, respectivement. Le récepteur Vi a été cloné
chez le rat (Morel et al., 1992) et par la suite chez I’humain et le mouton (Thibonnier et al.,
1994; Hutchins et al., 1995). Le récepteur V, a également été cloné chez les deux espéces

30



INTRODUCTION

(Birnbaumer et al., 1992; Morel et al., 1993) mais aussi chez le porc (Gorbulev et al., 1993). La
séquence du recepteur Vig humain, de rat et de la souris ont été déterminées un peu plus tard
(de Keyzer et al., 1994; Sugimoto et al., 1994; Saito et al., 1995; Ventura et al., 1999).

En outre nous pouvons inclure le récepteur de I'ocytocine avec la famille des récepteurs
de la vasopressine vu I’affinité nanomolaire de la vasopressine pour ce récepteur et la grande

similitude d’affinité de I'OT et I’AVP pour I’ensemble de ces récepteurs.

3.3 Structure des récepteurs VP/OT

La plupart des récepteurs couplés aux protéines G sont de simples variations d’un modéle
commun, constitué d’un seul polypeptide contenant domaines transmembranaires hydrophobes
organisés en hélices o (TM1 & TM7) (Baldwin, 1993) (Figure 7). Deux des boucles
extracellulaires du polypeptide constituent les sites de liaison du neurotransmetteur. Les
variations structurales dans cette région déterminent quels neurotransmetteurs, quels agonistes,
et quels antagonistes, vont étre & méme de se fixer au récepteur. Deux des boucles
intracellulaires peuvent se lier et activer une protéine G. Ici, les variations structurales
déterminent le type de protéine G, et par conséquent les systemes effecteurs qui seront activés

en réponse a la liaison du neurotransmetteur.

™1 TM2 TM3 TM4 TM5 TM6 TM7

Figure 7 : Structure d’un modéle de RCPG

Représentation schématique de la structure typique en 7-TM des GPCR, ainsi que la structure d’une protéine G
(Ga-GDP et GPy). Les trois boucles extracellulaires des GPCR sont appelées E1 a E3, et les trois boucles
intracellulaires 11 & 13. L’extrémité aminée NH2 de la protéine est du c6té extracellulaire et I’extrémité
carboxyliqgue COOH du cété intracellulaire.
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Le clonage et la détermination de la structure primaire des récepteurs de la vasopressine
au cours des années 90 ont constitués des étapes cruciales pour la connaissance de leurs
structures. Ainsi, I’analyse de la séquence polypeptidique primaire permet de rechercher les
déterminants moléculaires responsables des propriétés fonctionnelles et pharmacologiques de
chaque sous-type de récepteur.

Le clonage et le séquencage des récepteurs AVP/OT ont confirmé leur appartenance a la
superfamille des récepteurs couplés aux protéines G. La comparaison de la séquence primaire
de ces récepteurs souligne le fait que ces récepteurs présentent un haut degré d’homologie dans
leurs séquences primaires malgré les fonctions et les propriétés pharmacologiques différentes
qui caractérisent chaque sous-type (Figure 8). On peut noter également que ces récepteurs
présentent une forte homologie non seulement dans les hélices a transmembranaire, mais aussi
dans les deux premieres boucles extracellulaires. Ainsi chez 'hnomme parmi les 370-420 acides
aminés présents ont retrouve 102 résidus invariables et communs a tous les sous-types.

Si des modeéles tridimensionnels, pour ces récepteurs, ont été réalisés sur la base
d’homologie de séquence avec la Rhodopsine bovine, par une approche « Modélisation
moléculaire, mutagénese dirigée » (Derick et al., 2004; Rodrigo et al., 2007). Aucune étude
cristallographique n’a encore été possible sur les récepteurs VP/OT.

Enfin, il est important de souligner qu’au vu de la grande similitude structurale qui existe
entre I’AVP et I’OT, et celles de leurs récepteurs cibles, il est indispensable de réaliser les
études pharmacologiques de chaque ligand sur les 4 isoformes de récepteurs (Via, Vis, V2,
OT), si I’on veut pouvoir utiliser ces composés sur cultures primaires cellulaires susceptibles
d’exprimer plusieurs isoformes de récepteurs de la famille vasopressine/ocytocine ou in vivo.

De plus, il ne faut pas transposer les données obtenues chez une espéce a une autre. Les
variations d’affinité de ligands pour un récepteur homologue que I’on peut observer par
exemple entre le rat et I’lhnomme nécessitent de caractériser les propriétés pharmacologiques des

ligands chez les deux especes.

Les récepteurs Vi et Vig étant au centre de nos études expérimentales nous leur

accorderons donc une importance toute particuliére dans la suite de ce travail.
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Figure 8 : Alignement de séquences d’acides aminé des récepteurs de la famille VP/OT de I'humain et du rat

Les hélices transmembranaires (TMI-TMVII) sont représentées en jaune, les acides aminés conservés sur les 8 séquences sont grisé. |

Les séquences peptidiques des récepteurs de rat et humain de I’AVP et de I’OT ont été obtenues a partir de la base de donnée Swiss-rProt (Les numéros d’accession :

V14 humain P37288, V14 de rat P30560, Vg humain P47901, Vg de rat P48974, VV, humain P30518, V, de rat Q00788, OT humain P30559, OT de rat P70536) et
alignées a I’aide du logiciel Clustal/W
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3.3.1 Structure du récepteur Via

Les études combinées de modélisation en trois dimensions, de mutagenése dirigée et de
marquage covalent avec sondes photosensibles ont fourni de nouvelles connaissances sur la
structure de ce récepteur.

Ainsi, concernant le site de liaison des protéines G, il semblerait que la seconde boucle
intracellulaire soit responsable du couplage a la protéine G (Birnbaumer, 2000).

Le récepteur V14 possede 418, 424 et 423 acides aminés chez I’homme, le rat et la souris
respectivement. Ce récepteur a un poids moléculaire d’environ 47KDa. L’homologie de
séquence entre ces trois espéces est d’au moins 78%. Le récepteur Via posséde deux sites de
glycosylation pour les récepteurs humain et murin, le premier dans sa partie N-terminale
extracellulaire, sur I’asparagine 27 pour les trois espéces et I’autre au niveau de la deuxiéme
boucle extracellulaire sur I’asparagine 196 pour le récepteur humain et sur I’asparagine 198
pour le récepteur murin. Le géne codant pour le récepteur Via est situé sur le chromosome 12
(Hawtin et al., 2001a, 2001b, 2001c).
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Figure 9 : Schéma en collier de perle du récepteur Via humain (Koshimizu et al., 2012))

En nair les acides aminés importants pour la liaison des agonistes, En orange, les acides aminés important pour la
liaison des antagonistes. En rouge, les acides aminés impliqués dans la liaison des agonistes et des antagonistes. La
topologie transmembranaire (TM) est de (Thibonnier et al., 1994). En jaune, le motif d’interaction GKC. En vert,
motif d’interaction PKC.
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Il posséde comme les récepteurs de cette classe, un motif DRY qui est un motif essentiel
pour l'activation par la protéine G. Deux séquences présentes dans le récepteur Via (KVK et
KIR) sont également présentes chez le récepteur Vig mais absentes dans le récepteur V; : ces
trois séquences seraient potentiellement impliquées dans I'interaction avec la phospholipase C.
L'homologie de séquence du récepteur Vg avec les autres isoformes de récepteurs de la

vasopressine est d'au moins 37% (Figure 9).

3.3.2 Structure du récepteur Vi

Chez I'hnomme, le géne codant pour le récepteur Vig est porté par le chromosome 1. Ce
récepteur possede 425, 421 et 424 acides aminés chez le rat, la souris et I'nomme
respectivement. Ce récepteur a un poids moléculaire d'environ 47KDa. L'homologie de
séquence entre ces trois especes est d'au moins 78%. Le récepteur Vig possede un site de
glycosylation dans sa partie N terminale extracellulaire, sur I'asparagine 21. Il posséde, comme
les récepteurs de cette classe, un motif DRY. Le récepteur posséde également 5 sites consensus

pour la PKC (Sugimoto et al., 1994).
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Figure 10 : Schéma en collier de perle du récepteur Vig humain (Koshimizu et al., 2012)

En nair les acides aminés importants pour la liaison des agonistes, En orange, les acides aminés important pour la
liaison des antagonistes. En rouge, les acides aminés impliqués dans la liaison des agonistes et des antagonistes. En
bleu, les acides aminés impliqué dans la sortie du récepteur du réticulum endoplasmique. La topologie
transmembranaire (TM) est de (de Keyzer et al., 1994). En jaune, le motif d’interaction GKC. En vert, motif

d’interaction PKC.
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Dans sa partie C terminale, il posséde une sequence essentielle pour I'export du
récepteur & la membrane (séquence FN(X)(2)LL(X)(3)L) : une mutation d'au moins un des cinq
acides aminés hydrophobes entraine la rétention du récepteur dans le réticulum endoplasmique
(Figure 10) (Robert et al., 2005).

Le récepteur Vg est structurellement plus proche du récepteur V14, cela s'exprimant par
le fait que ces deux récepteurs sont couplés aux mémes voies de signalisation.

Le site de liaison de I'antagoniste SSR149415 a été caractérisé grace a une étude de
structure-activité et de mutagenése dirigée. L'étude réalisée par Derick et collaborateurs a
montré que deux résidus, une méthionine en position 220 et une alanine en position 334 sont
responsables de la sélectivité pharmacologique du SSR149415. Ainsi, en remplacant les résidus
correspondants aux positions 220 et 334 du récepteur Vi par une méthionine et une alanine
respectivement, l'affinité du SSR149415 et I'activation de la phospholipase C sont fortement
augmentées dans ce récepteur V14 muté (Derick et al., 2004).

3.3.3 Structure du récepteur V;

La structure proposée du récepteur V, se base, notamment sur la diversité interespece
existante, et plus particulierement, sur les différences entre humain et rat. Ainsi, il a été
déterminé que la spécificité est définie par deux résidus localisés dans le septieme domaine
transmembranaire (Morel et al., 1993).

Le récepteur V, possede 371 acides aminés et présente un poids moléculaire d’environ
40 KDa. L’homologie de séquence entre les récepteurs humain, murin et rat est d’au moins
87%. Ce récepteur possede un site de glycosylation dans sa partie N-terminale extracellulaire,
sur I’asparagine 22 pour les récepteurs V, des trois espéeces et un second site de glycosylation
sur I’asparagine 185 au niveau de la seconde boucle extracellulaire chez le rat et la souris.

Le récepteur V, ne posséde pas de séquence DRY en comparaison avec les deux
précédents récepteurs. Il a également été démontré que la troisieme boucle intracellulaire était
responsable de la liaison de la protéine G au récepteur V, (Birnbaumer, 2000) et que les résidus
glutamine et glutamate en position 5 et 225 sont indispensables a I’activation de la protéine G.
La lysine en position 268 quant a elle, est fondamentale dans la stimulation de la protéine G
ainsi que le repliement du récepteur V, (Figure 11).
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Figure 11 : Schéma en collier de perle du récepteur V, humain (Conn et al., 2007)

Les acides aminés en noir correspondent aux sites de mutations associés & des pathologies humaines. Les triangles
indiques des sites de mutation multiples

Dans ce récepteur, le résidu aspartate en position 103 situé dans la premiére boucle
extracellulaire est essentielle pour la reconnaissance et la liaison des agonistes. En outre, il a été
démontré que d’autres régions du récepteur jouent également un réle dans la liaison des
agonistes : la lysine en position 100 du second domaine transmembranaire, la leucine en
position 202 dans la seconde boucle extracellulaire et la glycine en position 304 du septiéme
domaine transmembranaire (Cotte et al., 1998).

Le gene du récepteur V; est porté par le chromosome X. De nombreuses mutations du
récepteur V, on été decouvertes. Ces mutations sont responsables de pathologies rénales

(diabéte insipide néphrogénique) (Morello et al., 2000).
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3.3.4 Structure du récepteur OT

Le récepteur de I’ocytocine est composé de 388 acides aminés chez le rat et la souris et
389 acides aminés pour le récepteur humain, son poids moléculaire est d’environ 42 KDa.
L’homologie de séquence entre les trois récepteurs humain, murin et rat est d’environ 90%. Ces
récepteurs possedent deux sites de glycosylation en position 8 et 26. Le récepteur humain
possede un site de glycosylation supplémentaire en position 15. Tous ces sites de glycosylation

sont situés au niveau de I’extrémité N-terminale (Figure 12).

Figure 12 : Schéma en collier de perle du récepteur OT humain (Gimpl and Fahrenholz, 2001)

Les résidus conservés entre les récepteurs de la famille VP/OT sont surlignés en gris. Les résidus conservés pour
I’ensemble des RCPG sont surlignés en noir. Les sites de N-glycosylation sont marqué « Y »

Par mutagenese dirigée il a été possible de déterminer certaines zones actives du récepteur
OT. Ainsi, une partie de I'extrémité N terminale ainsi que les boucles extra cellulaires E1 et E2
jouent un réle important dans la liaison de I'normone naturelle (Postina et al., 1996; Hawtin et
al., 2001b). Plus précisément I'Arginine 1.27 ainsi que I’acide glutamique 1.35 (numérotation

selon Ballesteros (Ballesteros et al., 2001)) sont 2 résidus clefs pour I’interactions avec I'OT

(Wesley et al., 2002; Wootten et al., 2011). Notons que ces 2 acides aminés sont communs a

38



INTRODUCTION

tous les récepteurs de la famille VP/OT et sont aussi importants pour la liaison de I’AVP
(Rodrigo et al., 2007).

Enfin 2 acides aminés aromatiques situés dans les heélices V (Tyr 5.09) et VI
(phénylalanine 6.09) sont en partie responsables de la sélectivité de couplage du récepteur OT
a la voie de la phospholipase C. De fagon intéressante on retrouve ces 2 acides aminés chez les
récepteurs de la famille VP mais a des positions inversées. Cet échange expliquant le fait que

I’ AVP soit un agoniste partiel du récepteur a I’OT (Chini et al., 1996).

3.4 Voies de signalisation des récepteurs VP/OT

L'activation des RCPG implique une cascade d'événements cellulaires mettant en jeu un
mécanisme commun reposant sur l'activation d'une protéine G. En 1983 a été purifiée la
premiére protéine G (Northup et al., 1982). Les protéines G, ou guanine nucleotide binding
protein, sont des GTPases hydrolysant le GTP en GDP. Elles sont constituées de 3 sous-unités
(protéines G hétérotrimérique) : les sous unités a, B et y.

GTP

GDP

GDP GTP

sa

GDP P,

sa

Figure 13 : Cycle d’activation des protéines G hétérotrimérigues.

Dans son état actif, un RCPG peut activer une protéine G en la faisant passer d’un état trimérique lié au GDP & un
état vide de nucléotide de haute affinité pour le récepteur. Selon le modéle classique, la liaison du GTP présent a
haute concentration dans la cellule, entraine d'une part la dissociation du complexe récepteur - protéine G et d'autre
part la dissociation de la protéine G en ses deux sous-unités Ga et Gy.
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L activation du récepteur par son agoniste, se traduit par des modifications structurales
qui favorisent le couplage du récepteur a la protéine G (Figure 13).

Il en résulte une diminution de I’affinité de la sous-unité Go pour le GDP, qu’elle expulse.
L’état de transition qui suit, bien qu’instable, n’en reste pas moins un état de haute affinité pour
le récepteur. La fixation du GTP (présent a de hautes concentrations) au niveau de la sous-unité
Ga « libre » cléture finalement cette premiére phase d’activation.

La conséquence majeure de I’échange GDP/GTP semble étre une dissociation du
complexe hétérotrimérique : Ga-GTP et le complexe GPy. Les sous-unités dissociées activent
alors différents effecteurs spécifiques tels que I’adénylate cyclase (AC), ou la phospholipase C
(PLC).

Pour terminer le cycle, I'hydrolyse du GTP en GDP est assurée par I'action d'une GTPase
et favorisee par l'activité GAP (GTPase activating protein) des RGS (Regulator of G-protein
signaling).

Cette déphosphorylation met fin au signal d’activation. Le complexe Gafy se recompose,

stabilisant la liaison du GDP au niveau de la sous-unité Ga.

3.4.1 Voies de signalisation du récepteur Via

La simulation du récepteur Vi par la vasopressine provoque un changement structurel
dans le récepteur qui lui permet de s’associer a une protéine de type Gog11 Ce qui va induire la
liaison du GTP et I’activation de la PLC-B qui a son tour va hydrolyser spécifiquement le
phosphatidylinositol-4, 5-biphosphate (PIP;) en inositol-1, 4, 5-triphosphate (IPs) et
diacylglycérol (DAG) par I'enzyme phospholipase C (Bocckino et al., 1985; Wange et al.,
1991). L'IP3, en se fixant sur des récepteurs, ouvre des canaux ioniques situés sur le réticulum
endoplasmique permettant ainsi le passage du calcium dans le compartiment cytoplasmique et
donc I’augmentation de la concentration en calcium intracellulaire, a la fois dans le cytoplasme
et dans le noyau (Zhao and Brinton, 2002).

L’activation du récepteur Via peut également activer des canaux calciques voltage
dépendant de type L (Byron and Luchessi, 2002). Dans ce cas, un influx calcique
transmembrannaire provoque une augmentation de la concentration en calcium intracellulaire
dans les zones proches de la membrane via le processus de Calcium-induced, Calcium release.
Il en résulte une vague calcique qui se propage ensuite dans toute la cellule. Cette action
implique un couplage a la protéine Ga;, car ce mécanisme est sensible a la toxine de Bordetella
pertussis (Butta et al., 1993).
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Ce mécanisme semble étre stimulée par la dépolarisation de la membrane produite suite a
I'inactivation des canaux K*, probablement par l'intermédiaire de la phospholipase D (PLD)
(Byron and Lucchesi , 2002). Le DAG a son tour, active une protéine kinase C (PKC) qui
phosphoryle des substrats spécifiques de la sérine / thréonine (Figure 14)

De plus, l'interaction de I'AVP avec le récepteur Vi provoque la stimulation de la PLD
qui hydrolyse la phosphatidylcholine (PC) en acide phosphatidique (PA), choline et
phospholipase A2 (PLA2). Toujours dans la cascade de signaux induits par la vasopressine, ce
récepteur entraine l'activation de la Mitogen activated protein kinase (MAPK) p42/44, la
phosphatidylinositol 3-Kinse (P13K) et des kinases dépendantes de calmoduline.

Le mécanisme d'activation nucléaire induit par le récepteur Via inclut l'induction de
I'expression des génes de réponse précoce tels que la synthese de protéines qui peut provoquer
I'nypertrophie cellulaire, I'augmentation de la teneur en protéines et la prolifération cellulaire.

Figure 14 : Mécanisme d’activation du récepteur Via

Le mécanisme d'activation nucléaire induit par le récepteur Via inclut l'induction de
I'expression des génes de réponse précoce tels que la synthése de protéines qui peut provoquer
I'nypertrophie cellulaire, I'augmentation de la teneur en protéines et la prolifération cellulaire.
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Les mécanismes intracellulaires qui favorisent I'élévation de la concentration en calcium
permettent, fondamentalement, d’expliquer les effets glycogénolytiques, vasoconstricteurs et
sécrétoires régulés par le récepteur de Via (Exton, 1988; Gallo-Payet et al., 1991; Byron, 1996).
Les différentes voies de signalisation impliquant I'activation des voies MAPK et PI3K
permettent d'explication assez bien les réponses mitogéniques associées au récepteur Vi dans
les cellules glomérulées des glandes surrénales et dans les lignées cellulaires 3T3 et CHO
(Rozengurt et al., 1979; Geisterfer and Owens, 1989; Mazzocchi et al., 1993; Bhora et al., 1994;
Ghosh et al., 2001).

3.4.2 Voies de signalisation du récepteur Vg

La liaison de I'AVP au récepteur induit I'activation de la phospholipase C par une protéine
Goga1 (Thibonnier et al., 1997). La PLC provoque I’hydrolyse du PIP, en IP; et DAG qui
agissent comme des messagers secondaires au sein de la cellule (Figure 15). Les deux sont
ensuite transformés pour reconstituer le substrat d'un nouveau cycle d’activation de la PLC.

Le composé hydrosoluble de la réaction de la PLC, le IPs, provoque la libération de Ca?*
du réticulum endoplasmique (Won and Orth, 1994). La membrane du RE contient un récepteur
pour les IP3 qui est couplé & l'ouverture des canaux de Ca®*. Ce récepteur est un tétramére avec
un haut degré de coopérativité nécessitant la liaison d’IP; avec au moins trois de ses quatre
sous-unités avant l'ouverture du canal. Le résultat de ces événements est d'augmenter la
concentration de calcium cytoplasmique, entrainant la propagation de I'effet dans le cytoplasme.

L’IP3 est un second messager rapide, mais nécessite un mécanisme d'élimination puisque
une augmentation prolongée de la concentration cytosolique de Ca*" peut étre toxique pour la

cellule. Il existe deux types de voies qui provoquent la dégradation des 1P :

» Phosphatases spécifiques qui vont hydrolyser et libérer I’inositol. Ces enzymes sont
inhibées par les ions de lithium. Ces ions sont trés utiles dans I'étude du mécanisme de
transduction, ainsi que dans la pharmacologie des différents types de récepteurs dans
cette classe.

» Kinase spécifique qui produit I’inositoltetraphosphate (1P4) qui est ensuite hydrolysé
en inositol-1 ,3,4-triphosphate, isomere des I1P; qui est incapable de déclencher la
libération de Ca**. Cette kinase est calcium-dépendant et active I'augmentation de la

concentration en calcium cytosolique induite par I’1P3 lui-méme.
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Le DAG est l'autre second messager, il induit la translocation de la PKC directement a la
membrane plasmique conjointement avec le calcium libéré a l'intérieur de la cellule (Liu et al.,
1992). L'activation de cette PKC provoque la phosphorylation de différentes protéines cibles
qui fonctionnent comme substrat de celui-ci et en définitive les réponses cellulaires, parmi

lesquels principalement la libération d'ACTH.

Synthese d’ADN

Prolifération

Figure 15 Mécanisme d’activation du récepteur Vig

Par ailleurs, lorsque les niveaux d'expression du récepteur sur la membrane sont
importants, le récepteur Vig est en mesure dactiver une voie alternative qui provoque
I'activation de la PKA, qui a son tour produit différentes réponses cellulaires au niveau de
I'expression des genes (Thibonnier et al., 1998). Cependant ces effets ne sont retrouvés que sur
des cellules transfectées avec de trés forts niveaux d’expression du récepteur Vig et jamais sur
culture primaire de cellules hypophysaires.

Une autre voie qui est activée par cette interaction hormone-récepteur est l'activation de la
voie MAP kinases (Volpi et al., 2006), celle-ci se fait suite & l'activation de Ras et Raf,
provoquant a la fin de la cascade une action mitogéne de ce récepteur qui se manifeste dans le

développement des tumeurs sécrétant I’ACTH.
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3.4.3 Activation du récepteur V;

Ce récepteur est exprimé principalement dans les reins au niveau de la branche
ascendante de I'anse de Henlé et du tubule collecteur ou il est responsable de la réabsorption de
I'eau lors de I’antidiurése. Il a également été retrouvé chez I'homme, dans les tumeurs
hypophysaires (de Keyzer et al., 1998).

La liaison de I’AVP au récepteur V, provoque, aprés interaction avec la protéine G de
type Gas, I’activation de I’adénylate cyclase, la production d'AMPc et I'activation de la protéine
kinase A consécutivement, ceci va favoriser l'insertion de canaux d'eau (AQP2) dans la
membrane cellulaire du tube collecteur du rein (Bichet, 1994) et ainsi, I'entrée d'eau a partir de
la lumiére cellulaire (Figure 16).

Synthése d’ADN

Prolifération

Figure 16 : Mécanisme d’activation du récepteur V,

Dans ce sous-type de récepteur se produit également la voie d’activation de la
phosphorylation de la MAPK de type ERK1 et ERK2 par l'activation d'une protéine Gs
susceptible de développer une réponse mitogene (Thibonnier et al., 1998). Cette activation de la
MAPK est régulée par l'interaction de la B-arrestine avec le récepteur (Tohgo et al., 2003), cette
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interaction semble étre indépendante de la production d AMPc (Charest and Bouvier, 2003) et
de la protéine G (Azzi et al., 2003) et pourrait étre impliquée dans la polykystose rénale
(Oligny-Longpré et al., 2012).

3.4.4 Activation du récepteur OT

Contrairement a I’AVP, I’ocytocine est connue pour avoir un seul type de récepteur.

L activation de ce récepteur conduit a trois mécanismes différents d’activation (Figure 17).

Figure 17 : Mécanisme d’activation du récepteur OT (Viero et al., 2010)

Le mécanisme majeur est regulé par la voie G4/PLC/IP;. Lorsque I’OT se lie & son
récepteur, il active la protéine Gag1 puis la phospholipase C (PLC), ce qui induit I’hydrolyse du
PIP, en IP3 et DAG. L’IP; induit & son tour la libération de Ca?*. L activation de la protéine G,
provoque également une dépolarisation membranaire qui provoquera en fin de cascade
différentes réponses cellulaires telles que les contractions du muscle lisse. Le DAG quant a lui
va activer la PKC et provoquera également différentes réponses cellulaires (Devost et al., 2008).

D’autres voies d’activation a travers le récepteur OT incluent les voies MAP kinases et
Rho kinase (Rimoldi et al., 2003). L’augmentation de la transcription de COX 2 a pour effet
d’augmenter la production de prostaglandine. L’activation des voies MAP kinase et Rho,
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I’augmentation du Ca®* intracellulaire et I’augmentation de la sécrétion des prostaglandines,
contribuent tous a I’effet contractile (Viero et al., 2010).

Le récepteur OT est également connu pour induire la prolifération. Cet effet prolifératif
implique I’activation de la transcription d’un gene spécifique régulé par la voie MAP kinase
(Zingg and Laporte, 2003).

Cependant, le récepteur OT est également couplé aux protéines Gs et G; qui sont toutes les
deux liées a la voie adénylate cyclase (AC) et peuvent I’inhiber, la G; étant impliquée dans
I’effet antiprolifératif du récepteur OT. Ces deux protéines G assure leurs fonctions en agissant
sur la PKA (Busnelli et al., 2013)

3.5 Désensibilisation des RCPG et internalisation

L’activation d’un RCPG par un agoniste induit non seulement le déclenchement de voies
de signalisation mais aussi une régulation de I’activité du récepteur. Cette régulation dite
« négative » permet un contréle de la durée d’activation de maniere a éviter les effets néfastes
d’une stimulation prolongée du récepteur. Pour étre effective cette régulation nécessite un
découplage physique entre le récepteur et la protéine G (Figure 18). Pour cela, le récepteur doit
d’abord étre phosphorylé sur des résidus sérine/thréonine, localisés dans son extrémité C-
terminale.

Trois classes de protéines kinases susceptibles de réaliser cette phosphorylation se
distinguent : les protéines kinases A ou C (PKA, PKC) activées par les seconds messagers
(AMPc, calcium et DAG) qui phosphorylent le récepteur indépendamment de son état
conformationnel et les GRK (G protein Receptor Kinase) plus spécifiques des RCPG, qui
phosphorylent le récepteur dans sa conformation active. Concrétement, cette phosphorylation se
traduit par le recrutement a la membrane plasmique d’une protéine cytosolique, la B-arrestine,
qui prendrait la place de la protéine G sous le récepteur.

Cette étape de translocation marque I’arrét de la signalisation cellulaire induite par le
récepteur activé. Une fois a la membrane, la -arrestine devient alors un partenaire essentiel de
la machinerie d’endocytose en permettant la formation des puits recouverts de clathrine, qui
sont indispensables a I’internalisation du récepteur.

L'endocytose des récepteurs joue un role dans la re-sensibilisation des récepteurs par la
déphosphorylation, le recyclage des récepteurs, la down-régulation des récepteurs et leur
signalisation. Deux classes de récepteurs se distinguent suivant la fagon dont ils sont recyclés :
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> Les récepteurs de classe A : La p-arrestine se fixe au récepteur phosphorylé avec une
affinité relativement faible. Elle dirige le récepteur vers des puits de clathrine et se
dissocie alors que le récepteur est internalisé. Le récepteur est rapidement recyclé.
C’est le cas des récepteurs Via et Vi (Terrillon and Bouvier, 2004; Perkowska

données non publiées).

> Les récepteurs de classe B : La B-arrestine se fixe plus fortement au récepteur
phosphorylé : elle ne se dissocie pas du récepteur alors que celui-ci est internalisé. Le
complexe réside dans des vésicules endosomales avant d'étre dirigé soit vers des
lysosomes ou soit lentement a la surface. C’est le cas du récepteur V, (Terrillon and
Bouvier, 2004).

-Activation de la « G-protein - La phosphorylation des récepteurs
coupled receptor kinase » GRK favorise la liaison de I'arrstine
-Phosphorylation du récepteur €t le découplage de la

protéine G

Recyclage retour a la membrane

Puits recouverts de clathrine
Figure 18 : Désensibilisation et signalisation d’un RCPG réqulé par les GRK (Foreman

etal., 2011)

Les ligands qui se lient au RCPG n’induisent pas uniquement I’activation de la protéines G mais permettent
également aux GRK de phosphorylé le récepteur. Les phosphorylations par les GRK induisent la liaison de
I’arrestine qui provoque la dissociation de la protéine G et I’internalisation du récepteur via I’endocytose régulée
par les clathrines.

L'activation des voies de recyclage dépendantes de la B-arrestine peut entrainer
I'activation d'autres cascades des signaux intercellulaires, comme la voie des MAP kinases
(Lefkowitz and Shenoy, 2005). Ainsi, un récepteur selon son niveau d'association avec les
protéines partenaires, peut activer des cascades de transduction distinctes. La liaisonde la
Barrestine sur le récepteur phosphorylé empéche la signalisation dépendante des protéines G.

Elle initie de nouvelles voies de transduction, comme la voie des MAP kinases.
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4. Actions physiologiques et physiopathologiques de ’AVP et I’'OT

4.1. Actions périphériques de ’AVP et de I’'OT

4.1.1 Localisation des récepteurs VP/OT dans les tissus périphériques
A. Distribution périphérique du récepteur Via

La majorité des effets physiologiques induits par 'AVP sont liés a I’activité du récepteur
V1a. L'étude des voies de signalisation couplées a la stimulation des récepteurs Via a €té réalisé
principalement dans les tissus qui expriment naturellement ce sous-type de récepteur (le foie,
les cellules musculaires lisses ou du cortex surrénalien), mais aussi grace a son expression
stable dans certaines lignées cellulaires (3T3, A10 ou WRK-1). Le récepteur Vi s'exprime
aussi dans d'autres tissus et organes parmi lesquels les plaquettes, les reins, les organes
reproducteurs, la rate, les adipocytes, les lymphocytes, les monocytes, les pneumocytes de type
Il et d'autres lignées cellulaires (A7r5 et CHO) (Thibonnier et al., 2001).

B. Distribution périphérique du récepteur Vi

Ce récepteur est exprimé principalement au niveau des cellules corticotropes de
I'nypophyse antérieure et intervient dans la régulation de la sécrétion d'ACTH. La plupart des
données concernant les mécanismes de transduction du récepteur Vg ont été obtenus dans ce
type de cellule. Des transcrits de ce récepteur ont également été retrouvés dans de nombreux

tissus (pancréas, glande surrénale etc.) (de Keyzer et al., 1994).

C. Distribution périphérique du récepteur OT

Ce récepteur a eté localisé dans différents types de cellules telles que les cellules
myoépithéliales de la glande mammaire, les cellules du muscle lisse utérin, les cellules
endothéliales vasculaires, les ostéoblastes, trophoblaste, myoblastes et certaines lignées
cellulaires (Breton et al., 2001, 2002).

4.1.2 Actions des récepteurs Via et le Vg dans les tissus périphériques

Les récepteurs Via et Vig sont exprimés dans de nombreux tissus périphériques. Les
études genétiques sur les corrélations entre les variations du gene du récepteur V-, et les
phénotypes obtenus chez I'nomme ont amélioré notre compréhension des fonctions du récepteur

V., in vivo et in vitro. Contrairement aux récepteurs V,, moins d’études génétiques réalisées chez
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I’lhomme concernant les récepteurs Via et Vig sont disponibles. Par contre, ces études sont
accessibles chez la souris et permettent de mieux appréhender in vivo le réle physiologique de

ces récepteurs.

A. Fonctions cardiovasculaires

Un large éventail des fonctions de I’AVP dans le systeme cardiovasculaire a été étudié
dans les conditions normales et pathologiques. Les réles complexes de I’AVP dans la régulation
de la fonction circulatoire, sont régulés par ses récepteurs dans de plusieurs tissus
cardiovasculaires et extra-cardiovasculaires (Johnston, 1985).

En effet, la vasopressine est une hormone essentielle a I’homéostasie de la pression
arterielle. Ainsi, une hémorragie peut entrainer une augmentation de la concentration de
vasopressine circulante de 20 & 200 fois, celle-ci induit une profonde vasoconstriction, ce qui
permet de maintenir la perfusion des organes. Cependant, dans des conditions physiologiques
normales, la contribution des récepteurs Via a cette homéostasie de la pression artérielle
demeure assez faible, ceci est du au fait que la concentration d’AVP plasmatique reste
inférieure a celle nécessaire pour activer la réponse vasopressive, régulée par le récepteur Via
(Arban, 2007; Augustin et al., 2010).

Il faut noter que la vasopressine n’est pas la seule hormone vasoconstrictrice de
I’organisme, en conditions physiologiques normales, I’angiotensine et I’adrénaline sont les
principaux vasoconstricteurs chez les mammiféres. Chez I’homme, I’AVP n’agiraient qu’en cas
d’hémorragie sévere (Ryckwaert and Colson, 2005).

Il est toutefois devenu clair que les récepteurs de I’AVP situés a I'extérieur des organes
cardiovasculaires jouent un réle essentiel dans le controle de la pression artérielle. L’AVP est
impliquée dans I'noméostasie cardiovasculaire en régulant : 1) la pression artérielle systémique
et le tonus vasculaire, 2) Le réflexe barorécepteur (baroreflexe) et la stimulation du nerf
sympathique dans le SNC, 3) la fonction cardiaque, 4) La fonction rénale, et 5) l'interaction
avec d'autres hormones (pour revue (Nakano, 1973; Liard, 1984; Johnston, 1985; Share, 1988;
de Wardener, 2001; Holmes et al., 2003).

Dans le cas d’une insuffisance cardiaque congestive, la concentration plasmatique de
vasopressine augmente. Une administration de conivaptan (antagoniste mixte de récepteur
V1a/V>) induit des effets bénéfiques dans le traitement de l'insuffisance cardiaque congestive et
ce dans plusieurs études chez I'hnomme. La double action de cet antagoniste favorise I'excrétion
d'eau (composante liée a I'antagonisme du récepteur V5) ainsi que la vasodilatation des cellules

49



INTRODUCTION

musculaires lisses (composante liée a I'antagonisme du récepteur V1) (Burnier et al., 1999). Le
conivaptan est utilisé en essai clinique pour traiter I'insuffisance cardiaque. Cependant d'autres

études sont necessaires pour Vérifier son efficacité et sa sécurité a long terme.

B. Fonction rénale

En plus de I'expression du récepteur V», les récepteurs Via et Vg sont également présents
dans le rein (Inoue et al., 2001). Le récepteur Vig peut étre exprimé dans la zone médullaire
interne de rein de rat (Guillon G., données non publiées), bien que son réle fonctionnel reste a
préciser. Plusieurs études ont montré que le récepteur Via régule les fonctions de I’AVP dans
divers zones du rein, y compris la zone glomérulaire rénale, la zone médullaire rénale ainsi que
la vascularisation rénales(Acher and Chauvet, 1953; Bankir et al., 2005).

En effet, il a été proposé que les récepteurs Via régulent I’activité antidiurétique rénale
via les effets pressiques de la vasopressine sur le flux sanguin rénal (cf Actions régulées par le
récepteur Vs).

Plus important encore, le récepteur V14 a également été retrouvé dans la médulla et le
cortex de I'épaisseur ascendante de I'anse de Henle et dans la cortex, la médullaire externe et la
médullaire interne du canal collecteur dans le rein (Acher and Chauvet, 1953; Aguilera et al.,
1983; Ando et al., 1991; Aguilera and Rabadan-Diehl, 2000), suggérant son implication dans la

régulation de I'noméostasie des fluides corporels (Inoue et al., 2001).

C. Axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien ou axe corticotrope

L'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HHS) joue un réle important dans le maintien
de I'noméostasie basale et liee au stress. Parmi les tissus périphériques participant a I'axe HHS,
les récepteurs Vg sont exprimés dans I'nypophyse antérieure et la médullosurrénale, les
récepteurs Via dans le cortex surrénalien, tandis que le récepteur OT se trouve dans une
population minoritaire de cellules de I'nypophyse antérieure. Ainsi, les fonctions de I'axe HHS
peuvent étre modulée au niveau de plusieurs sites par I’AVP ou I’OT. Cependant, les détails de
I'importance physiologique de chaque récepteur doivent encore étre précisés.

L'hypothalamus contrdle la sécrétion d'ACTH de I'nypophyse antérieure par la libération
de la corticolibérine (CRF) et d’AVP. L'ACTH a son tour, stimule la sécrétion de
glucocorticoides du cortex surrénalien. Concernant la médullosurrénale, il a été démontré

récemment que les conditions de stress pouvaient modifier leur structure et leur fonctionnement
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notament via I’expression différentielle de certaines connexines (Guérineau and Desarménien,
2010).

Les glucocorticoides de la surrénale, la corticostérone chez les rongeurs et le cortisol chez
les humains régulent un large éventail de fonctions physiologiques tant dans des conditions
basales que dans des conditions de stress (Antoni, 1993; Aoyagi et al., 2009) . La sensibilité de
I'axe HHS a des stimuli entrants est modulée par un systeme de feedback négatif, qui est inhibée

par les glucocorticoides eux-mémes (Figure 19).
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Figure 19 : Localisation et structure du néphron. Le néphron est I’unité fonctionnelle du rein.

Pour le contrdle de la sécrétion d'ACTH, le CRF et I’AVP agissent en synergie sur des
cellules spécialisées, les cellules corticotropes, dans I'hypophyse antérieure (Aguilera et al.,
1983, 2008; Alexander et al., 1997; Abu-Basha et al., 2002; Albizu et al., 2007).

La sécrétion dACTH de I'nypophyse antérieure induite par I’AVP est régulée par le
récepteur Vig (Baertschi and Friedli, 1985; Antoni, 1993). Cette action hypophysaire de la
vasopressine est effectuée de fagcon concomitante avec I’action du CRF (Gaillard et al., 1984).

D. Fonction surrénalienne

En plus de la production centrale d'AVP dans I'hypothalamus, il a été démontré que

I’AVP est synthétisé a partir de son précurseur, la prépro-AVP, dans plusieurs tissus, y compris
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les ovaires, les testicules, l'utérus, le thymus, le pancréas et la médullo-surrénale (Bai et al.,
1996).

La glande surrénale est une glande endocrine impliquée dans les mécanismes de stress.
Elle est composée de deux parties : la partie corticale et la partie médullaire.

La partie corticale responsable de la synthése de corticostéroides (glucocorticoides et
minéralocorticoides) et de I’aldostérone (Barberis et al., 1992; Birumachi et al., 2007), se divise
elle-méme en 3 parties : la zone glomérulée, la zone fasciculée et la zone réticulée (Figure 20).
En agissant sur le récepteur V14 de cette zone, I’AVP augmente I'activité mitogéne de la zone
glomérulée dans la corticosurrénale de rat (Payet and Isler, 1976; Payet et al., 1984; Bankir et
al., 2005).
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Figure 20 : Représentation d’une coupe histologique de surrénale

La zone médullaire quand a elle est composé de cellules chromaffines qui sont innervées
par le nerf splanchnique. Des axones font une synapse sur ces cellules, et une stimulation avec
I’acétylcholine déclenche la sécrétion de catécholamines (adrénaline et noradrénaline). Cette
zone exprime les récepteurs Via et Vig qui induisent la libération des catécholamines par
I’activation de la PLC (Grazzini et al., 1998; Mazzocchi et al., 1997). Les récepteurs Vig
présents dans cette zone pourraient étre impliqués dans une sécrétion locale d’ACTH. De plus,
la synthése locale de vasopressine dans cette zone est responsable d’un mécanisme de
régulation autocrine/paracrine des cellules chromaffines (Guillon et al., 1998) et de ce fait est

impliquée dans une régulation du niveau basal de sécrétion de catécholamines.
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E. Synthése protéique et prolifération cellulaire

L’AVP est connu également pour étre impliquée dans da régulation de différentes
fonctions métaboliques tels que le renouvellement des protéines, la croissance et la
prolifération cellulaire et transport du glucose, principalement par le biais des récepteurs V14 ou
Vg (Trejter et al., 2005; Alonso, 2009; Alonso et al., 2009)

L’AVP induit la croissance et la prolifération par la stimulation de la synthése de
protéines dans plusieurs types cellulaires. Cette prolifération est induite par le récepteur Via.
L’AVP n’est pas seulement responsable de la prolifération et la croissance mais aussi de la
régénération d’organe (Nicou et al., 2003; Trejter et al., 2005), plus précisément la régénération
hépatique chez le rat (Russell and Bucher, 1983).

Au niveau hépatique I’AVP est responsable également de nombreuses autres actions, on
peut citer la glycogenolyse et la néoglucogenese (Exton, 1988), la régulation du flux biliaire
(Nathanson et al., 1992; Serriere et al., 2001) et la régulation de la synthese de I’'urée (Drew et
al., 1985).

Ces actions sont toutes régulées par le récepteur Via qui est présent a de tres fortes
concentrations dans les hépatocytes.

F. Homéostasie du glucose

L’AVP et des extraits de neurohypophyses sont connus pour augmenter le niveau de
glucose dans le sang par I'augmentation direct de la glycogénolyse dans le foie (Clark, 1928;
BERGEN et al., 1960) et en favorisant la libération de glucagon (Dunning et al., 1984;
Yibchok-anun and Hsu, 1998). D'autre part, I’AVP provoque la libération d'insuline par les Tlots
pancréatiques (Kaneto et al., 1967), qui neutralise partiellement I'effet de I’augmentation d’ AVP
induite par le glucose dans le sang. La glycogénolyse hépatique induite par I’AVP est régulée
principalement par le récepteur Via (Jard, 1981; Morel et al., 1992), et la libération d'insuline
induite par I’AVP au niveau des cellules B ou la libération de glucagon par les cellules o du
pancréas est régulée par le récepteur Vg (Richardson et al., 1990; Oshikawa et al., 2004; Bosch
and Neumann, 2008). Une autre étude sur des souris V1gR-KO et des antagonistes du récepteur
Vig ou OT a indiqué que le récepteur OT est probablement impliqué dans la libération du
glucagon induite par I’AVP (Fujiwara et al., 2007). Bien que I’AVP soit bien reconnu comme
une hormone antidiurétique et vasoconstrictrice, ces résultats suggérent que I'accumulation de
cette hormone joue plusieurs roles dans la régulation de la concentration de glucose dans le

sang.
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Bien que les détails des actions de I’AVP sur I'homéostasie du glucose via les récepteurs
Via, Vig, V2 et OT n'ont pas encore été pleinement élucidé, les études récentes ont contribué,
cependant, de maniére significative a la compréhension des réles importants joues par I’AVP et
les récepteurs V1a/V1g dans la tolérance au glucose.

G. Fonctions immunitaires

L’AVP et I’OT ne sont pas présents uniquement dans le systeme neuroendocrinien, mais
aussi dans les tissus immunitaires tels que le thymus chez les humains et les rats, dailleurs le
récepteur OT est dominant dans le thymus (Moll et al., 1988; Geenen et al., 1998).

L’OT et I’AVP sont également exprimés dans les cellules spléniques éosinophiles de
souris (Kumamoto et al., 1995). En ce qui concerne les récepteurs de I'AVP et de I’OT exprimé
dans les tissus immunitaires, les sites de liaison a I’OT ont été détectés dans le thymus de rat et
dans les thymocytes (Elands et al., 1988), les récepteurs Via et Vig ont été détectés dans des
préparations membranaires spléniques de rats et les lymphocytes spléniques (Elands et al.,
1990). Afin de déterminer I'importance du récepteur Vi dans le développement et la fonction
du systeme immunitaire, les souris KO aux récepteurs ont été génerees et étudiées. Ces études
indiquent que le récepteur Vi peut réguler négativement l'activation des lymphocytes B. Ce
récepteur semble jouer un réle dans la régulation du développement des cellules B-1 et B-2 (Hu
et al., 2003). Cependant sa contribution & une pléthore de facteurs qui agissent comme des

modulateurs immunitaires reste toujours méconnu.

4.1.3. Actions régulées par le récepteur V5

Le role antidiurétique de la vasopressine est certainement le plus étudié a ce jour ce qui a
permis une meilleur compréhension de celui-ci. Ainsi, 'AVP est un élément clé dans le
maintien de I'équilibre hydrominérale par son action sur la réabsorption de l'eau dans le rein
(pour revue Bichet, 1994, 2006).

La vasopressine est libérée par les neurones magnocellulaires dans la circulation sanguine
au niveau de la neurohypophyse puis transporté vers le rein, ou elle exerce un réle endocrinien
direct sur néphron qui est l'unité fonctionnelle rénale.

Le role de la vasopressine dans le néphron est d'augmenter la réabsorption de I'eau par un
mécanisme de concentration d'urée. Chez les mammiferes, la disposition des néphrons est
fondamentale car elle permet I'activation des mécanismes qui conduisent a la concentration de

l'urine.
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Le site d'action de la vasopressine dans le néphron est principalement le tube collecteur.
En situations d’antidiurése, la vasopressine induit la réabsorption de I'eau dans la portion
corticale et médullaire externe du tube collecteur sous I’effet de l'augmentation de la
perméabilité a I'eau de la paroi dudit conduit. La réabsorption de I'eau est causée par I'existence
d'un gradient de pression osmotique transépithélial qui permet aux molécules d'eau d’étre
réabsorbés par simple diffusion. Le réle de la vasopressine dans ce mécanisme se limite a
augmenter la perméabilité épithéliale et a faciliter le passage de I'eau de la zone luminaire a la
zone interstitielle, ce qui induit une concentration directe de I'urée.

Jonction GAP

Membrane
basolatérale

Membrane
luminale

Figure 21 : Mécanisme cellulaire d’action de la vasopressine dans une cellule principale du

conduit collecteur du néphron

L'augmentation de la perméabilité de I’eau en conditions d’antidiurése se fait par le biais
de linteraction entre la vasopressine et le recepteur V, localisé principalement sur la face
externe des néphrons dans le rein.

Lors de la liaison de I'AVP au récepteur Vo, il se produit une stimulation de I'adénylate
cyclase (AC) qui convertit I'ATP intracellulaire en AMP cyclique (AMPc) augmentant ainsi la
concentration intracellulaire de ce second messager. La cascade de processus biochimiques

stimulés par I'AMPc provoque la modification de la position des deux microtubules et des
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microfilaments du cytosquelette, qui a leur tour induisent la fusion des vesicules avec la
membrane luminale. Les vésicules de fusion contiennent en leur sein des canaux d'eau appelés
aquaporines qui permettent la réabsorption de I'eau en fonction du gradient osmotique entre
I'intérieur de la cellule et I'espace extracellulaire (Figure 21) (Nielsen and Agre, 1995).

Outre la réabsorption de I'eau, I'AVP est impliqué dans I'excrétion du sodium, du chlore,
du potassium et de I’urée, ainsi que dans la régulation de I'équilibre acido-basique (Bankir et al.,
2005).

L'action de I'AVP sur la réabsorption de l'eau est essentielle, mais elle induit d'autres
effets dans les différentes structures du rein, ces effets contribuent tous & un degré plus ou
moins important dans la concentration de l'urée. Ces effets s'exercent sur les cellules vasculaires
du muscle lisse, les cellules interstitielles et d'autres segments du néphron. Les effets de I'AVP
sur ces types de cellules ne sont pas uniformes et dépendent des caractéristiques spécifiques de
chaque type de cellule.

De plus, la vasopressine présente un role prolifératif non négligeable. Ainsi, selon Alonso
et al 2009, il a été démontré qu’une augmentation de la vasopressine circulante stimule la
prolifération de cellules tubulaires au niveau rénal via le récepteur V,. Une étude plus récente
(Oligny-Longpré et al., 2012) a démontré quant a elle que I'implication de ERK1/2 dans la
prolifération cellulaire suite a la stimulation du récepteur V,, nécessitait des mécanismes
d’activations du récepteur de I’IGF (Insline-like Growth Factor). Ces mécanismes peuvent
avoir des implications non négligeables en ce qui concerne la physiopathologie rénale tel que la
polykystose rénale qui se caractérise par I’augmentation de la vasopressine circulante.

De nombreuses mutations du récepteur V, causant le diabete insipide néphrogénique sont
dues & un mauvais repliement de la protéine et a une rétention du récepteur au niveau du
réticulum endoplasmique. Des antagonistes non peptidiques du récepteur V, permettent la
réexpression des récepteurs mutés a la surface et ainsi permettent a la vasopressine d'agir et de
réduire le volume urinaire. Ces molécules jouent le role de chaperone pharmacologique. En
pénétrant a l'intérieur de la cellule, elles permettent aux récepteurs qui sont retenus dans le
réticulum de passer le «controle qualité», et d'étre réexprimés a la membrane. Parmi elles, le
relcovaptan (SR49059) est une molécule trés prometteuse pour traiter cette pathologie (Morello
et al., 2000; Bernier et al., 2004, 2006).

Les mutations de I'aquaporine 2 (AQP2) entrainent, comme pour le récepteur V, une
mauvaise conformation de la protéine. Les AQP2 mal repliées ne sont donc pas acheminées a la

membrane.
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Le diabete insipide d'origine centrale est lié a une carence de synthese ou de sécrétion de
I'AVP par I'hypothalamus. Dans la plupart des cas, il est causé par une tumeur de la région
hypothalamo-hypophysaire. Les cas de diabéte insipide neurogénique d'origine familiale sont
assez rares. lls sont alors causés par une mutation de gene de la vasopressine. Les mutations
peuvent se trouver au niveau de I'exon codant pour la vasopressine ou la neurophysine I1. Elles
peuvent résulter en des mutations gain de fonction, perte de fonction ou encore en un mauvais
repliement de la protéine dans les neurones magnocellulaires. Le rat Brattleboro est le modele
d'étude du diabete insipide central : il possede une mutation au niveau de I'exon 2 et ne sécrete
pas de vasopressine.

La desmopressine (ADAVP) est un analogue structural de la vasopressine caractérisé
depuis plus de trente ans. Ses propriétés antidiurétiques lui permettent d'étre utilisée dans le
traitement du diabéte insipide d'origine centrale, mais également dans le traitement de I'‘énurésie
nocturne. La dDAVP est 4 fois plus efficace que la vasopressine en terme d'activité
antidiurétique. Cependant, la dDAVP est un agoniste mixte des récepteurs V; et Vig et peut
donc présenter des effets lies a l'activation du récepteur Vig. Il est donc nécessaire de

caractériser de nouveaux agonistes plus sélectifs.

4.1.4. Fonctions associées au récepteur OT

L’ocytocine est connue pour étre I’hormone responsable de I’éjection de lait pendant la
lactation chez les mammiferes. Elle est indispensable a la lactation puisque les souris dont le
géne codant pour I’ocytocine ou pour son récepteur est inactivé, sont incapables d’allaiter
(Nishimori et al., 1996, 2008).

De plus, I’ocytocine est I’agent utérotonique le plus puissant connu a ce jour. Ainsi, elle
agit sur les cellules du muscle lisse de I’utérus pour produire la contraction myométriale
rythmique au moment de I’accouchement. Cette contraction déclenche une augmentation du
calcium intracellulaire ce qui méne a la phosphorylation de I’appareil cellulaire contractile.
Drailleurs, avant la parturition, la quantité de récepteurs de I’ocytocine augmente dans I’utérus
(Lefebvre et al., 1992). L’ocytocine n’est cependant pas essentielle a la parturition puisque les
souris dont le gene codant pour I’ocytocine ou son récepteur est invalidé donnent naissance de
facon normale (Nishimori et al., 1996, 2008).

Il a été démontré que I’ocytocine est impliquée dans la stimulation de la libération de
I’ACTH a partir de la glande hypophysaire antérieure, la ou les deux récepteurs Vig et OT sont
exprimeés (Schlosser et al., 1994; Nakamura et al., 2008). Ainsi I’ocytocine stimule la sécrétion
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d’ACTH chez les souris WT et V1gR-KO et cette libération d’ACTH est significativement
inhibée par I’antagoniste sélectif du récepteur Vig, le SSR149415 et par I’antagoniste du
récepteur OT chez la souris WT, le CL-14-26. Les résultats obtenus suggérent que I’OT induit
la libération d’ACTH via les récepteurs OT et Vg, alors que I’AVP induit la libération d’ACTH
uniquement via le récepteur Vig. Ainsi le systeme ocytocine serait capable de pallier au manque
de récepteurs Vg chez le rat.

L’ocytocine présenterait également, comme la vasopressine, un effet sécrétoire induisant
de fait la sécrétion du peptide atrial natriurétique (ANP) qui a pour effet de ralentir le cceur, de
diminuer sa force de contraction et donc de réduire le flux sanguin (Gutkowska et al., 1997).
L’ocytocine peut induire également la sécrétion d’insuline et de glucagon au niveau
pancréatique, la premiere étant médiée par le récepteur Vig (Lee et al., 1995) alors que le
second est médié par le récepteur OT (Yibchok-anun and Hsu, 1998; Birumachi et al., 2007).

Il a également été démontré que le récepteur de I’ocytocine est présent sur les cellules
endothéliales, induisant une réponse proliférative (Thibonnier et al., 1999), mais également au
niveau des cellules myométriales et des léiomyomes (Busnelli et al., 2010) ainsi que les
ostéoblastes (Copland et al., 1999) c’est pourquoi les souris dont les génes codant pour
I’ocytocine ou son récepteur sont inactivés présentent une profonde ostéoporose (Tamma et al.,
20009).

A travers ces données, nous avons pu Vvoir que la vasopressine et I’ocytocine sont deux
hormones entrant dans la régulation de nombreux processus physiologiques. Ces deux

hormones présente également des effets au niveau central, affectant le comportement.

4.2 Actions centrales de I’AVP et de I’OT

De nombreux travaux ont été effectués ces dernieres années afin d’étudier le réle des

hormones neurohypophysaires dans plusieurs comportements-type.

En effet, I’AVP ne fonctionne pas seulement comme une hormone périphérique, mais
aussi comme un neuropeptide qui est capable d'influer sur un large éventail de fonctions
cérébrales telles que le comportement social, I'emotivité, I’apprentissage et la mémoire, et la
thermorégulation (de Wied et al., 1993; Frank and Landgraf, 2008). Les études sur la
localisation spécifique a I'espece des récepteurs centraux de I’AVP, ainsi que la manipulation
génétique de l'expression des récepteurs dans des modeles animaux ont considérablement fait

progresser notre compréhension des effets de I’ AVP sur le comportement.
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4.2.1. Localisation des récepteurs VP/OT au niveau central
A. Distribution centrale du récepteur Via

La localisation des récepteurs Vi dans le cerveau a été réalisé chez plusieurs especes
(rongeurs, singes, homme mais de fagon moins importante) notamment par hybridation in situ
et par autoradiographie a I’aide d’antagoniste iodé sélectif (Barberis and Tribollet, 1996).
L’expression de ce récepteur est assez similaire entre les différentes especes. Les principales
zones marquees sont le septum latéral, le noyau du lit de la strie terminale (BNST), I’amygdale,
le noyau suprachiasmatique, le noyau paraventriculaire de I’hypothalamus, I’hippocampe et le
cortex entorhinal (Johnson et al., 1993; Ostrowski et al., 1994; Szot et al., 1994). Une étude de
Young et collaborateurs (2000) sur le cerveau de hamster montre par autoradiographie et par
hybridation in situ :

> Une forte présence de récepteur Vi dans le septum latéral, le BNST, I’aire médiale
preoptique, le thalamus antérodorsal et le noyau surprachiasmatique.

» Une liaison plus modérée ainsi que moins d’ARNm au niveau du noyau central et
I’amygdale et sur une partie allant de la zone latérale de I’aire préoptique jusqu’a
I’hypothalamus antérieur.

De cette étude, il ressort aussi que I’expression des récepteurs Via est dépendante de la
présence d’androgeénes (I’expression du récepteur Via dans le noyau préoptique médian est
régulée par les androgenes).

Les récepteurs Via ont également été détectés par immunocytochimie dans les astrocytes
corticaux de rat (Zhao and Brinton, 2002).

B. Distribution centrale du récepteur Vi

Peu d’études ont été réalisées pour localiser I’expression du récepteur Vg au niveau du
cerveau. Les zones détectées par hybridation in situ, RT-PCR et immunohistochimie sont le
bulbe olfactif, le septum, la couche secondaire du cortex pyriforme, le cortex préfrontal, le
cortex cingulaire, le cortex entorhinal, I’hippocampe, le noyau paraventriculaire, le noyau
suprachiasmatique, le cervelet, et le noyau rouge (Lolait et al., 1995; Saito et al., 1995; Vaccari
et al., 1998; Hernando et al., 2001; Stemmelin et al., 2005; Young et al., 2006).

Aucune eévidence de dimorphisme sexuel concernant la localisation des sites Vig
cérébraux n’a été mise en évidence jusqu’a présent.

La détection des récepteurs Vg a pu étre réalisée par autoradiographie, a I’aide d’AVP
tritié sur hypophyse de beeuf (Andrés et al., 2004). Récemment, ces données sur hypophyses ont
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été validées avec la d[Leu’ Lys®]VP-[*H] sur hypophyse de rat (Tribollet E. données non
publiées). La méme approche a été réalisé sur coupe de cerveau de rat mais n’a montré aucun
marquage notable, méme dans les zones supposées exprimer le récepteur Vig, Ceci suggere que
sa densité doit étre faible.

On peut remarquer également que certaines zones du cerveau co-exprimeraient les
récepteurs Vi et Vig. Ceci rajoute un niveau de complexité quant aux effets cérébraux attribués

a la vasopressine et aux roles joués par I’un ou I’autre des deux récepteurs.

C. Distribution centrale du récepteur OT

Il apparait que les récepteurs de I’OT subissent des variabilités interespéce assez
importantes concernant leur localisation cérébrale qu’il faut prendre en compte pour des études
de localisation. On peut ainsi observer une différence de répartition des récepteurs de
I’ocytocine entre le rat et I’homme :

> Chez le rat, les récepteurs de I’ocytocine sont localisés dans le systeme olfactif, les
ganglions de la base, le thalamus, le systeme limbique (BNST, noyau de I’amygdale
centrale, subiculum ventral), hypothalamus (noyau ventromedian), le tronc cérébral
ainsi que la moelle épiniere (Yoshimura et al., 1993; Vaccari et al., 1998).

» Chez I’homme, les sites de liaison de I’ocytocine ont principalement été détectés dans
la substance noire (pars compacta), le globus pallidus, mais aussi dans I’insula
cingulaire antérieure et médiale. Toutefois, des récepteurs OT n’ont pas été déctectés
dans I’hippocampe, I’amygdale, le cortex entorhinal et le bulbe olfactif. (Marazziti and
Catena Dell’0sso, 2008).

4.2.1. Fonctions des récepteurs Via et Vig dans les processus comportementaux
A) Comportement social

» Comportement monogame

L’AVP est essentiel pour I'expression d'une variété de comportements sociaux dans de
nombreuses especes.

Chez les campagnols, des recherches ont montré que les comportements sexuels sont en
partie associés a la vasopressine. Le campagnol des prairies présente un attachement familial
profond, il est sociable et monogame. Suite a I'accouplement, le couple est tres uni et habite le
méme nid. Les deux parents sont impliqués activement dans les soins des petits pendant une

longue période et le male défend sa compagne.
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Figure 22 : Les structures du cerveau associées aux comportements monogame et parental

(Koshimizu et al., 2012)

Les profils d'expression du récepteur de Vi dans le cerveau sont associés fonctionnellement aux comportement
monogame (A) et parental (B).

(A) La liaison spécifique au récepteur V;a est augmentée dans le septum latéral (LS) du campagnol des
Montagnes volage et dans la bande diagonale (DB) du campagnol des prairies monogame. La
préférence des partenaires est également augmentée par la surexpression du récepteur de Vi dans le
pallidum ventral (VP). L expression du récepteur Vi, dans le cortex postérieur cingulaire/rétrosplénial
(PCing) et le noyau thalamique latérodorsal (LD Thal) est réduite chez le campagnol de prairie.

(B) Pendant les périodes d’attentions maternels, la libération d’AVP est augmentée dans la région
préoptique médiane (MPOA) ou dans le noyau du lit de la strie terminale (BNST). Une perfusion
chronique d’un antagoniste du récepteur Vi dans I'amygdale médiale (MEA) altére la mémoire de la
mére, alors que l'injection de l'antagoniste du récepteur de V;a dans le BNST réduit l'agressivité
maternelle. La distribution des zones du cerveau exprimant ces récepteurs Vi a été illustrée ici.

Young et collaborateurs (1999) ont indiqué que I’administration centrale d’AVP
augmente le comportement affiliatif (préférence du partenaire) chez le campagnol de prairie,
mais pas chez le campagnol des montagnes, probablement a cause de différences dans la
programmation genétique des circuits cérébraux associés a ces instincts. Ces derniers ont une
densité plus faible de récepteurs de la vasopressine que les campagnols des prairies.

Sur les deux récepteurs de la famille de la vasopressine présents dans le cerveau, les
études ont principalement été menées sur le récepteur Via. Ainsi, la distribution cérébrale des
récepteurs Via est aussi divergente que le comportement des campagnols (Figure 22). Chez le
campagnol de prairie, il y a plus de récepteur V1a dans I’amygdale que dans le septum latéral
(Winslow et al., 1993) Chez le campagnol des montagnes, I’augmentation de I’expression du
récepteur Via au niveau du cerveau antérieur ventral (circuit de récompense) induit une

préférence du partenaire (Lim et al., 2004). De plus, I’insertion du gene du récepteur Via de
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I’espéce monogame et de sa séquence flanquante 5’ dans le génome d’une souris induit un
comportement similaire a celui du campagnol monogame (Young et al., 1999).

Enfin lorsque les variation individuelles du comportement chez le male et les expressions
de récepteur V4 furent examinés, la fidélité social et sexuelle ont été associé a I’expression du
récepteur V4 dans le cortex posterieur cingluaire/rétrospinal (PCing) et dans le thalamus dorsal
(noyau latérodorsal, LDThal) mais pas dans le pallidum ventral (VP) ou le séptum latéral (LS)
du campagnol male des prairie dans des conditions semi-naturelles (Ophir et al., 2008) (Figure
22).

Chez les humains, il existe une association entre I'un des génotypes du récepteur Via et
les traits reflétant un comportement monogame chez les hommes, incluant la liaison du
partenaire, les problémes conjugaux pergus, et le statut matrimonial (Walum et al., 2008). Ainsi,
le récepteur Vi est fortement impliqué dans le comportement monogame chez les méles de

plusieurs espéces.

> Comportement parental

L’AVP a été impliquée dans la mediation centrale du comportement parental. 1l a été
démontré que I’AVP central est un régulateur important du comportement social des femelles,
incluant I’intérét et I'agression maternelle chez les rates allaitantes (Bosch and Neumann, 2008;
Bosch et al., 2010). De plus, la libération d’AVP augmente de maniere significative dans la
région pré-optique médiane (MPO) ou a tendance & augmenter dans le BNST au cours des
différentes phases d’attentions maternels (Bosch et al., 2010). Bien que les souris KO-Via
présentent un profil d’agression maternelle normale (Wersinger et al., 2007), le blocage du
récepteur V14 par perfusion intracérébrale a I’aide d’un antagoniste sélectif ou l'administration
locale d’oligonucléotide antisens V14 dans le MPO altere I’intérét maternels aux petits (Bosch
and Neumann, 2008; Nephew and Bridges, 2008). En revanche, I'injection locale d’antagoniste
V14 bilatéralement dans le BNST réduit I'agressivité de la mére mais pas I’attention maternelle
aux petits (Bosch et al., 2010). Ainsi, le systeme d'AVP central avec le récepteur Via peut
moduler les comportements maternels (Figure 22).

Chez les ouistitis, les méles présentent un comportement paternel et le cortex préfrontal
des péres affichent une densité importante d’épines dendritiques et une augmentation de
I'expression du récepteur Vi dans ces épines (Kozorovitskiy et al., 2006), suggérant que les

récepteurs Vi joueraient un réle dans les soins paternels .
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> Interaction et communication sociales

Certaines études ont suggeré que les polymorphismes du gene du récepteur Via sont
associés a des troubles du spectre autistique (autisme, syndrome d'Asperger et I'autisme de haut
fonctionnement) (Kim et al., 2002; Israel et al., 2008). 1l est possible que I’AVP central joue un
role important dans la régulation de I’interaction sociale. Ceci est d’un grand intérét puisque
I’interaction sociale détérioree fait partie des déficits fondamentaux du trouble autistique.

Les souris Vi1a-KO et Vi5-KO ont toutes deux montré des signes d’interaction sociale
réduite par rapport a des souris WT (Egashira et al., 2007, 2009). En outre, les souris Vi5-KO
ont montré une diminution de la motivation sociale dans les tests de discriminations olfactives,
puis une motivation normale aprés privation de nourriture, indiquant que le déficit dans le
comportement de motivation n’est pas général (Wersinger et al., 2002). Par conséquent, la
motivation sociale réduite est surement liée aux interactions sociales altérées chez les souris
V15-KO.

Différentes études ont montré également que I’AVP module le comportement social et
émotionnel dans le systeme nerveux central chez I’hnomme (Born et al., 2002; Thompson et al.,
2006).

B. Apprentissage et mémoire

Le role de I’AVP dans la mémoire a été I'une des premiéres fonctions de I’AVP central a
étre caractérisé, et plus particulierement la mémoire sociale et la connaissance sociale qui ont
été largement examiné (McEwen, 2004; Goodson and Thompson, 2010). La reconnaissance
sociale est une forme unique d’apprentissage et de mémoire qui implique un processus de
reconnaissance des individus par I’utilisation d'un mécanisme neuronal qui est spécifique
processus social.

La reconnaissance sociale est essentielle chez les animaux. Elle implique de reconnaitre si
un individu est un congénére appartenant au groupe, ou s’il est étranger a celui-ci. Chez les
rongeurs, cette reconnaissance est dépendante de stimuli visuels et olfactifs.

Les tests de reconnaissance sociaux chez les animaux se basent sur leur tendance naturelle
aux investigations olfactives des congeneres étrangers. Quand un animal est exposé a un jeune
congénere étranger au moins deux fois avant et aprés un intervalle fixe, lors de la deuxiéme
exposition, le sujet reconnait le congénere précédemment présenté et la durée d’investigation est

plus courte (Dantzer et al., 1987).

63



INTRODUCTION

De nombreuses études ont permis de démontrer le role de la vasopressine dans la
reconnaissance sociale. Chez les rats Brattelboro, souche déficiente en vasopressine, un déficit
de reconnaissance social a été remarqué, une administration d’AVP de synthese au niveau du
septum latéral par micro-dialyse améliore la reconaissance sociale (Engelmann and Landgraf,
1994; Feifel et al., 2009) démontrant le réle physiologique de I’AVP dans la reconnaissance
sociale. Chez les rats normaux, I’application bilatérale d’un adéno-vecteur viral contenant le
géne du récepteur Via du campagnol des prairies dans le septum latéral provoque
I’augmentation de la reconnaissance sociale (Landgraf et al., 2003).

Le réle crucial du récepteur V14 dans la reconnaissance sociale a également été démontré
chez des souris Via-KO males qui présentent une déficience profonde de reconnaissance
sociale (Bielsky et al., 2004).

Il a été démontré également, a I’aide d’un antagoniste sélectif du récepteur Vi, injecté
dans des sites spécifiques, que le septum latéral était essentiel pour la reconnaissance sociale
contrairement a I’amygdale médiale (Bielsky et al 2005). Ainsi, le récepteur V14 dans le septum
latéral joue un role essentiel dans le traitement neural de stimuli sociaux nécessaires a un
comportement social complexe. En effet, le septum latéral contient une forte densité de
récepteurs Via (Tribollet et al., 1999).

Les souris V1g-KO ont également montré un léger déficit de la reconnaissance sociale et
de la mémoire pour I'ordre temporel (Wersinger et al., 2002; DeVito et al., 2009). Les souris
V15-KO pourraient reconnaitre des objets précédemment explorés et se rappeler quand ont-ils
été explorés, mais leur capacité a se souvenir de I'ordre temporel de la présentation de ces objets
a été altéree (DeVito et al., 2009). Le récepteur Vi est exprimé dans les cellules pyramidales de
la région CA2 de I'hippocampe a des niveaux beaucoup plus élevés que dans toute autre partie
du cerveau (Young et al., 2006). Par consequent, le récepteur V1b, peut-étre en CA2, semble
jouer un role trés spécifique dans le comportement social et la mémoire épisodique (DeVito et
al., 2009). L élaboration d’outil sélectif de ce récepteur peut permettre de pousser plus loin les
investigations.

Dans des examens d’apprentissage spatial, les souris V1a-KO ont montré leur déficit dans
un labyrinthe a bras radial contrairement aux souris V1g-KO (Egashira et al., 2004). Cependant,
les souris V1a-KO et Vi5-KO se sont gérées normalement dans le labyrinthe d'eau de Morris
(Wersinger et al., 2002; Bielsky et al., 2004; Egashira et al., 2004, 2009). Ainsi, il apparait que
le récepteur Via est nécessaire pour la mémoire de travail ou pour un niveau élevé de la

mémoire spatiale dans un labyrinthe a bras radial.
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C) Agression, anxiété et dépression

> Agression

La micro-injection d’ AVP dans I'hypothalamus antérieur chez les hamsters syriens males
a augmenté le comportement agressif lors du test résident-intrus (Ferris et al., 1997; Caldwell
and Albers, 2004) et inhibé lors de la micro-injection d’un antagoniste des récepteurs Vi4/OT
dans I'nypothalamus antérieur (Ferris and Potegal, 1988).

En outre, il a été constaté que l'isolement social augmente l'agressivité par l'augmentation
du nombre de récepteurs de V14 dans I'nypothalamus antérieur chez les hamsters syriens males
(Albers et al., 2006). En revanche, I'injection d'un antagoniste du récepteur V14/OT sélectif dans
I'nypothalamus antérieur chez les femelles hamsters syriens augmente I’agression (Gutzler et
al., 2010). Ces données suggerent que les neurones AVP-sensibles dans I'hypothalamus
antérieur sont impliqués dans le contréle de I'agressivité chez les hamsters males et femelles.

L’ antagoniste sélectif des récepteurs Via, le SRX251, ainsi que l'antagoniste des
récepteurs Vig, le SSR149415, ont montré leur capacités a réduire l'agressivité offensive vers
un intrus chez les hamsters méales (Blanchard et al., 2005; Ferris et al., 2006).

Certaines études ont montré que le récepteur Vig semble étre essentiel a la bonne
expression de l'agression, vu que les souris KO-V1g montrent une réduction de I'agressivité. Ces
mémes études ont indiqué que l'agression sociale n'a pas été affectée chez les souris Via-KO
(Wersinger et al., 2002, 2007).

Cela peut étre di & une compensation développementale empéchant de déterminer le role
pharmacologique identifiée du récepteur V14 dans la modulation de l'agression.

> Anxiété et dépression

Pour déterminer le rble des récepteurs Via et Vig dans l'anxiété et la dépression, des
études pharmacologiques et transgéniques ont été réalisées chez les rongeurs.

La dépression chez le rongeur est évaluée par le test de la nage forcée. Ce test consiste a
placer le rongeur dans un bocal contenant de I’eau et dont I’animal ne peut sortir. L’animal
commence par nager vigoureusement et tente de s’échapper ; puis il renonce et s’immobilise
pendant des périodes plus ou moins longues au cours desquelles il ne fait que les mouvements
lui permettant de maintenir la téte hors de I’eau.

Lors du test de la nage forcée, la vasopressine plasmatique n’est pas augmentée.
Cependant, la vasopressine secrétée au niveau des NSO et NPV, est augmentée (Wotjak et al.,
1998).
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Chez des campagnols des prairies males, le marquage de récepteurs Via dans les zones
thalamiques est positivement corrélés aux comportements liés a l'anxiété, ce qui indique que les
animaux ayant une densité de liaison au Vi plus élevée dans le thalamus montrent plus de
caractére anxieux (Hammaock et al., 2005). Ceci suggére que le récepteur Vi dans le thalamus
joue un rdle dans les comportements ayant une composante d’anxiété assez forte.

Enfin chez I’lhomme, les niveaux élevés d'AVP sont associés a plusieurs troubles anxieux.
Ainsi, les concentrations d’AVP dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) et dans le plasma,
sont élevées chez les patients souffrant de trouble obsessionnel-compulsif (TOC) (Altemus et
al., 1992). De plus, la concentration d’AVP et le rapport AVP/OT sont négativement corrélés
avec la sévérité de plusieurs symptémes de TOC chez les enfants atteints de TOC (Swedo et al.,
1992). Chez les patients atteints de trouble panique, des polymorphismes dans les génes des
récepteurs Vg et CRH-R1 modifient la susceptibilité au trouble panique (Keck et al., 2008).

Des études cliniques ont également démontré I'implication de I'AVP dans les troubles
dépressifs. Ainsi, les concentrations plasmatiques de I'AVP (van Londen et al., 1997, 1998), le
nombre de cellules exprimant I’AVP ou les niveaux d'AVP dans le NPV de I'hypothalamus
(Purba et al., 1996) et la réponse hypophysaire en AVP (Dinan et al., 1999) sont augmentés
chez les patients déprimés. De plus, les transcrits d’AVP dans le NSO sont également
augmentés chez les sujets déprimés (Meynen et al., 2006). En revanche, aucun changement
n’est remarqué en ce qui concerne les patients atteints de la maladie d'Alzheimer (Meynen et al.,
20009).

En ce qui concerne les récepteurs de la vasopressine, impliquées dans ces comportements,
une augmentation de I'expression du gene du récepteur V4 a été trouvé dans le NPV de patients
déprimés (Wang et al., 2008). Un polymorphisme nucléotidique simple (SNP) dans le géne du
récepteur Vig a également été constaté jouant un réle protecteur contre la dépression majeure
(van West et al., 2004). En outre, une association génétique a été rapportée entre les
polymorphismes dans le gene du récepteur Vg et les troubles de I'humeur chez I'enfant
(Dempster et al., 2007). Ces rapports suggerent I'implication du systeme AVP (en particulier, le
récepteur Vi) dans les troubles anxieux et dépressifs (Surget and Belzung, 2008).

4.2.2 Fonctions du récepteur OT dans les processus comportementaux

Comme nous venons de le voir, la vasopressine régule certaines fonctions
comportementaes a travers ses récepteurs centraux (Via et Vig). La table 3 résume les

expériences réalisées concernant les actions comportementales de I’ocytocine
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Table 3 : Effets comportementaux de I’ocytocine.

CLASSES DE COMPORTEMENT EFFETS DE L'OCYTOCINE CHEZ LES EFFETS DE L'OCYTOCINE CHEZ
COMPORTEMENTS RONGEURS L'HOMME
Agressivité Agressivité chez la femelle  Diminuée envers les petits par injection d'OT icv. ND
Augmentée envers les intrus par injection d'OT
icv
Affiliation Préférence pour partenaire  Facilité chez la femelle par injection centrale ND

d'OT

OT administrée en intranasal favorise la confiance

Comportement paternel

ND

ND

Comportement maternel

Facilit¢ par injection d'OT dans le ventricule
central

OT favorise le déclenchement du comportement
maternel

Chez les femelles allaitantes, une augmentation
d'OT est associée a une diminution du stress

Mémoire sociale

Reconnaissance sociale

Atténuée par haute dose d'OT périphérique
Serait facilitée a faible dose (males)

Diminuée chez la femelle par injection d'OT icv
Souris KO OT ont déficits de reconnaissance
sociale

OT modulerait de facon sélective la mémoire
implicite

Mémoire non sociale

Mémoire spatiale

Diminuée lors d'injections d'OT dans noyau basal
de Meynert

ND

Stress, anxiété

dépression

et Anxiété

Réduite par injection d'OT icv (inhibition axe
HPA)

OT chez les femmes allaitantes est associée a une
diminution du stress
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4.3 Balance fonctionnelle entre AVP et OT

Comme nous venons de le voir, outre son action périphérique et au niveau hypothalamo-
hypophysaire, il a été démontré que la vasopressine exerce un effet positif sur certaines formes
de mémoire chez le rat et 'nomme (De Wied, 1965; Legros et al., 1978).

La premiere preuve que l'ocytocine peut présenter des effets opposés a ceux de la
vasopressine sur la fonction cognitive a été présentée chez le rat (Bohus et al., 1978) suggérant
donc des actions "agonistes-antagonistes” de ces deux hormones. Une telle action inhibitrice de
I'OT sur la mémoire a été confirmée ensuite chez I'homme (Geenen et al., 1988).

Ainsi, I’ocytocine faciliterait I’extinction de la réaction d’évitement et atténuerait le
stockage de la mémoire verbale (Caruso et al., 1993). Elle a également pour effet d’atténuer la
reconnaissance sociale des rats males (Popik and Vetulani, 1991). Chez I’homme,
I’administration d’ocytocine par injection influencerait les performances mémorielles
(Heinrichs et al., 2004).

D’autres données obtenues a partir d’études sur le comportement lié au stress ont
également montré que I’OT aurait des effets opposés a la vasopressine. En effet, I’ocytocine
centrale exerce des effets anxiolytiques et antidépresseurs, alors que la vasopressine tend a
montrer des actions anxiogene et dépressive. En réponse au stress, I’ocytocine est libérée au
niveau central et périphérique (Neumann and Landgraf, 2012).

La lactation, phénoméne géré pas I’ocytocine, est associée également a une diminution
du stress et de la mauvaise humeur (Mezzacappa and Katlin, 2002). Ainsi, chez les femmes
allaitantes, le niveau d’ocytocine est négativement corrélé avec le niveau de stress et d’anxiété
(Uvnés-Moberg, 1990). De plus, I’augmentation d’ocytocine lors de la tétée est suivie d’une
diminution des niveaux d’ACTH et de cortisol (Heinrichs et al., 2002).

Cette balance fonctionnelle ou effet « Ying/Yang » décrite par Jean-Jacques Legros en
2001 présente les intéréts opposés des fonctions physiologiques de la vasopressine et de
I’ocytocine. Ainsi, les action de la vasopressine ont tous pour but la protection de I’homéostasie
de Pindividu (Rétention d’eau, régulation de la pression sanguine, I’augmentation de
I’excitation et de la mémoire etc.), alors que les actions de I’ocytocines ont toutes dirigées a la
maintenance du groupe social (parturition, éjection du lait, comportement sexuel et interactions
sociales), il est donc tentant de voir la vasopressine comme le peptide de "I’égoisme"” et
I’ocytocine comme le peptide de «I’altruiste» (Legros, 2001).
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5. Pharmacologie des récepteurs VP/OT

Apres la découverte de la vasopressine et de celle de ses récepteurs, la communauté
scientifique a synthétisé énormément de composés pharmacologiques qui peuvent se lier de
facon plus ou moins spécifique a chaque sous-type de récepteur.

L’élucidation de la structure et la synthése de la vasopressine par Du Vigneaud (Du
Vigneaud et al., 1953; Du Vigneaud, 1954) a constitué une étape cruciale pour I’élaboration
d’analogues structuraux de la vasopressine. En outre, I'importance des effets physiologiques
induits par cette hormone, I’implication de la vasopressine dans certaines pathologies ou méme
I’implication de ses récepteurs par un dysfonctionnement de leurs fonctions, ont représenté les
principales causes qui ont pousse les scientifiques a la recherche de molécules affines et/ou
potentiellement thérapeutiques.

L’ensemble des propriétés de ces composés ainsi que celles de chaque sous-type de
récepteur, constitue la base de la pharmacologie des récepteurs de la vasopressine.

La conception d’analogue peut passer par 3 stratégies d’approches différentes :

» La modification systématique ou rationnelle de la structure du ligand naturel. De cette
facon, sont congus de nombreux composes qui se sont révélés de bons agonistes.

> La recherche aléatoire de composés chimiques différents. Cette stratégie est trés
laborieuse et longue, mais elle a été développée par certaines entreprises
pharmaceutiques, qui ont pu développer des molécules efficaces et tres satisfaisante.

> La conception de composés basés sur la structure tridimensionnelle de la vasopressine
et des différents sous-types de récepteurs.

Sur I’ensemble des ligands existant actuellement, certains peuvent étre peptidiques ou non
peptidiques et présente une haute affinité et une sélectivité déterminée pour la famille des
récepteurs de la vasopressine.

Un ligand sélectif est définit sur la base de sa grande affinité ou activité biologique pour
un seul est unique récepteur de la famille VP/OT (Chini et al., 2008a).
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5.1 Pharmacologie du récepteur Vip

La pharmacologie du récepteur V14 est relativement riche et depuis sa découverte, un bon
nombre de composés a la fois agoniste comme antagonistes sélectifs, furent synthétisés. Ceci a
permis une caractérisation approfondie de ce sous-type de récepteur.

fﬁ‘v

Agonistes

2

NHY
HN CH,
o
FE202158 F-180
1&1 Antagonistes
H N “NH
[J i
O . /JLN/"‘ /O
)| 0. NH N NH,
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~0 Composé de Manning

Figure 23 : principaux ligands utilises pour la caractérisation du récepteur Via

Parmi les différents antagonistes du récepteur V14, I’antagoniste peptidique par excellence
pour le récepteur Via est le composé appelé «composé de Manning» ou
d(CH,)s[Tyr(Me)’JAVP (Kruszynski et al., 1980) (Figure 23). Cet antagoniste cyclique, classé
dans le groupe des dérivés cyclopentamethyles de I’AVP, présente une forte affinité pour le
récepteur Vi et possede des propriétés antivasopressives. En outre, ce composé présente une
mauvaise affinité pour les récepteurs Vg et V,, mais assez bonne pour le récepteur OT, ce qui
limite sa sélectivité Via.
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A partir du début des années 90, une nouvelle classe de molécules actives émergeait avec
comme particularité leur structure non peptidique a la différence des autres analogues
structurels de I’AVP. La majorité de ces molécules ont été synthétisées par des compagnies
pharmaceutiques, qui ont trouvé dans I’élaboration de ce type de composés une solution afin
d’éviter les problémes de dégradation par les peptidases, favorisant ainsi, la biodisponibilité
d’agent thérapeutiques potentiels.

Le groupe « Sanofi Recherche» a caractérisé en 1993 le SR49059, un puissant
antagoniste non peptidique sélectif pour le récepteur V14 de mammiféres (Serradeil-Le Gal et
al., 1993) (Figure 23). Ce composé présente une forte action anti-vasopressive in vitro, mais
pour des probléemes de toxicité hépatique, leur utilisation en médecine a été abandonné.

Le premier agoniste sélectif du récepteur Via, le F-180, a été synthétisé en 1998 par la
société pharmaceutique « Ferring Pharmaceuticals » par une modification de la structure
chimique du nonapeptide [Phe?,0r®]VT (Bernadich et al., 1998) (Figure 23). Le F-180 a une
bonne sélectivité pour le récepteur Via bovain et humain et a permis la caractérisation de ce
type de récepteur dans les glandes surrénales bovines (Andrés et al., 2004). Toutefois, ce
compose n’est pas selectif pour le récepteur V14 chez le rat.

Le nouvel agoniste Vi, FE 202158 (Figure 23), récemment décrit par le laboratoire
Ferring (Laporte et al., 2011) est actuellement en cours d’essais cliniques pour le traitement de
I’hypotension vasodilatatrice. Comparé au F-180, ce peptide présente une meilleure sélectivité
pour le récepteur V14 humain. Chez le rat, ce composé présente une trés bonne sélectivité pour
le récepteur V1 Vis a vis du récepteur V, mais aucun test n’a été effectué jusque la concernant

sa selectivité vis a vis des récepteurs OT et Vg,

Outre ces trois composes qui constituent les principaux outils pharmacologiques pour
I’étude des récepteurs V1A, il existe d’autres composés sélectifs de ce récepteur. Parmi les
composes existant, ont peut citer les antagonistes OPC-21268 et YM218 (Masaki et al., 1993;
Tsukada et al., 2005).

5.2 Pharmacologie du récepteur Vg

Le premier antagoniste des récepteurs Vig, le SSR149415, a été synthétisé par le groupe
« Sanofi-Synthelabo » en 2002 (Serradeil-Le Gal et al., 2005) (Figure 24). Ce composé non
peptidique présente une excellente affinité et sélectivité pour le récepteur Vig Vvis a vis des
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récepteurs Vi et Vo. Cependant il a été démontré récemment, que I’affinité de ce composé pour
le récepteur OT humain est meilleure que celle déterminé précédemment, ce qui limite dans une
certaine mesure la sélectivité de cet antagoniste (Griffante et al., 2005).

Au méme moment, I’équipe du Dr. Maurice Manning a synthétisé un analogue de I’AVP
modifié en position 4 la d[Cha*]AVP (Figure 24) qui présente une bonne affinité et sélectivité
pour le récepteur Vig humain (Derick et al., 2002). Toutefois, ce composé n’est pas sélectif

concernant les récepteurs de rat, principalement vis a vis du récepteur V; de rat.

Agonistes
lfﬁx _OH
|
o] T
I L § SN O .
L H 0 - E/J _SH ; [_>\HN M ,NH2
NH, $ 07 NH ~F H /[ h j)L NN
[ S O._- Mo, Ay N Y ( 0o H
M) 8 5 L LSRG R . LN,\NH
LN NH ,L U/j T N 2
N ]’ - = = ~OH —
AL

o o d[Cha*]AVP
d[Leu?,Lysé]VP

Antagonistes

SSR149415

Figure 24 : principaux ligands utilisés pour la caractérisation du récepteur Vig

En 2007, un nouvel analogue fut synthétisé a partir de la deaminol-arginine vasopressine
(dAVP), la d[Leu® Lys]]VP (Figure 24). En effet, il a été démontré que la désamination de
I’AVP en position 1 conférait a la molécule une meilleur affinité et sélectivité pour le récepteur
V1g humain et de rat (Manning et al., 2012). La modification ensuite des résidus en position 4 et
8 a permis ensuite de générer le premier agoniste sélectif du récepteur Vi chez le rat (Pena et
al., 2007) puis la caractérisation pharmacologique, fonctionnelle et physiologique pour les Vg
de rat.
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5.3 Pharmacologie du récepteur V,

Apres la synthése du SR49059 par le groupe «Sanofi Recherche", cette méme équipe a
synthétisé le SR121463A (Serradeil-Le Gal, 2001) ayant une affinité sélective pour les
récepteurs V2 humains, bovins et de rat (Figure 25) Actuellement, c'est le principal composé
utilisé pour caractériser la présence de récepteurs V.

L'analogue structural de I'AVP la [deaminol, D-arginine8]vasopressine (dDAVP ou
desmopressine®) (Figure 25) est un agoniste des récepteurs V, sélectif chez le rat, mais sa
sélectivité chez I'nomme est moindre, puisque il a été démontré que I'affinité de la dDAVP pour
le récepteur Vg humain est meilleure que celle pour le récepteur V, humain (Saito et al., 1997).
Ce composé posséde une activité antidiurétique puissante, sans induire de vasoconstriction ou
de contractions utérines vu la faible affinité de la dDAVP pour les récepteurs Via et OT. Par
conséquent, le dDAVP est utilisée dans le traitement du diabéte insipide chez I'nhnomme résultant
d’une sécrétion insuffisante de I'AVP. Cependant I’augmentation de la concentration circulante
d’ACTH chez certains patients, démontre que la dDAVP présente une bonne affinité pour le
récepteur Vi (Scott et al., 1999).

Agoniste Antagoniste

dDAVP
SR121463

Figure 25 : principaux ligands utilisés pour la caractérisation du récepteur Vs

Les composes représentés dans la Figure 25 sont les principaux outils pharmacologiques
utilisés pour étudier le récepteur V,. D autres composés sélectifs pour le méme sous-type ont
également été synthétisés. Ces composés sont des antagonistes OPC-31260 et OPC-41061
(Yamamura et al., 1992, 1992) ou des agonistes chez le rat VDAVP et dVDAVP (Sawyer et al.,
1974).
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5.4 Pharmacologie du récepteur OT

Le composé principal utilisé pour la caractérisation des récepteurs OT est la
[Thr*,Gly"]OT qui constitue un excellent agoniste sélectif du récepteur OT de rat (Elands et al.,
1988) (Figure 26).

Le SSR126768A est quant & lui un composé synthétisé par « Sanofi-Synthelabo » et
présenté comme un antagoniste sélectif du récepteur OT (Serradeil-Le Gal et al., 2004). Le
SSR126768A constitue un outil pharmacologique potentiellement thérapeutique dans les cas de

naissances prématurees

Agoniste Antagoniste
i
" "NH, O o}
i E: /JL P H ,—-’u g /NHZ

OH HN i [ ”’ i [ H b

J o L o WY o
S 1

HN. O S

1 [Thr4,Gly’]OT
SR126768A

Figure 26 : principaux ligands utilisés pour la caractérisation du récepteur OT

D’autres composes, non représenteés dans la Figure 26, ont été évalués et ont montré leur
grande affinité et sélectivité pour le récepteur OT humain. On peut citer le FE 202767 qui fait
partie de ces composés et qui représente donc un analogue prometteur potentiellement
thérapeutique (Wisniewski et al., 2011).

Il a également été demontré que I’atosiban, longtemps considéré comme un antagoniste
peptidique spécifique du récepteur OT, présente en réalité une affinité vis a vis du récepteur Via
(Manning et al., 2012)

L’ensemble des agonistes des récepteurs de la vasopressine et de I’ocytocine est repris

dans le tableau qui suit (Table 3) :
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Table 3 : Agonistes communs de la famille de récepteurs VP/OT (modifié a partir de
Manning et al 2012)

Alffinité Ki (nM)
Composés Récepteur humain Récepteurs de rat
hOT hVia hVip hV; rOT rVia tVip V2
AVP 1.7 1.1 0.7 1.2 1.7 2.6 0.3 0.4
oT 0.8 120 >1000 3500 1.0 71 294 89
[Thr4,Gly’]OT 6.6 305 >10 000 >10 000 0.8 >10 000 8000
F-180 520 11.7 2100 >10 000 480 750 2000
FE 202158 >840 4.4 >5200 >5700
d[Cha*]AVP 240 151 1.2 750 1430 2297 1.4 12.7
d[Leu* Lys8] VP 29 69.3 0.51 6713 64 3786 0.16 101
dDAVP 203 62.4 5.8 23.3 31 100 9.3 0.3
dVDAVP 630 20.7 5.8 2.2 316 152 0.3
d[Thi’]VDAVP 460 50 20 4.3 34 1100 680 0.3

Les valeurs d’affinités en magenta correspondent aux affinités des ligands sélectifs pour un sous-type de
récepteur donné

A partir de ce tableau, il est évident que sur I’ensemble des agonistes des récepteurs
VP/OT, seuls quelques uns peuvent étre définis comme selectif pour un récepteur donné.
Chez le rat par exemple, un agoniste sélectif du récepteur V14 permettrait de compléter la

panoplie d’outils pharmacologiques sélectifs existante.

La caractérisation pharmacologique d’un agoniste sélectif du récepteur Via chez le rat fera

I’objet de la premiere partie des résultats illustrés dans cette these.

La recherche d’antagonistes des récepteurs de I’AVP a longtemps été d’un intérét majeur
pour la recherche ainsi que pour de nombreuses compagnies pharmaceutiques, notamment les
compagnies Otsuka, Sanofi, Azevan, Astellas, Wyeth-Ayerst, Jonhson & Johnson, Yamanouchi
et Pfizer.

La Table 4 énumeére les principaux antagonistes des récepteurs de la vasopressine
commercialisé ou en essai clinique. La Table 5 quant a elle, reprend les applications potentielles

du développement d’antagonistes des récepteurs de la vasopressine.

75



INTRODUCTION

Table 4 : Antagonistes de la vasopressine (statuts des essais clinigues en cours) (modifié

a partir de Manning et al 2012)

Récept
ecii s Antagonistes Pathologies visées Essais cliniques en cours
cibles
Relcovaptan (SR49059) Phase II (arrété)
PF-00738245 ) ) Nouveau composé
Via Dysménorrhée e T an o
OPC.21268 ase II au japon et arrété en
Europe et au USA
Via/Va Conivaptan (YMO087) Insuffisance cardiaque Approuvé par la FDA*
A ¢ par la FDA
Tolvaptan (OPC-41061) o pprouve pat
Hyponatrémie, (Samsca)
V2 Satavaptan (SR121463B) Insuffisance cardiaque, Phase III (arrété)
Lixivaptan (VPA-985) Diabete insipide Phase 111
Mozavaptan (OPC-31260 Phase 11
Vis Nelivaptan (SSR149415) Stress/Dépression Pré-clinique (arrété)

* FDA : United states Food and Drug Administration

Table 5 : Applications thérapeutiques des antagonistes des récepteurs de la vasopressine

Antagonistes Vi

Antagonistes V2

Antagonistes Via/ V2

Antagonistes Vip

Dysménorrhée,
Accouchement avant

terme

Maladie de Raynaud

Hypertension

Insuffisance cardiaque
congestive
(Edeme cérébral
Motion sickness
Oncologie (cancer du
poumon a petites
cellules)
Troubles du systeme
nerveux central

Insuffisance cardiaque

congestive
SIADH
Cirrhose

Hyponatrémie
Syndrome néphrotique

(Edéme cérébral

Glaucome

Hypertension

Diabéte néphrogénique
Maladie de Meniere

Insuffisance cardiaque

congestive
Hypertension

(Edéme cérébral

Maladies liées au stress,
anxiété, dépression

Tumeurs sécrétant ACTH,
Syndrome de Cushing
Troubles de 'axe

hypothalamo-hypophysaire
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Depuis la premiere synthese chimique des nonapeptides cycliqgue AVP et OT, Ces deux
hormones ont été au centre d’intensives études. Des centaines d'agonistes et d'antagonistes
peptidiques ou non peptidiques des récepteurs de I'AVP et de I’OT, plusieurs étant de valeur
clinique potentielle, ont été synthétisés et caractérisés, et sont actuellement des outils
pharmacologiques trés intéressantes (Manning et al., 2012). Paradoxalement, seuls quelques
analogues fluorescents de AVP et OT ont été développés.

5.5 Ligands fluorescents des récepteurs VP/OT

Les ligands fluorescents constituent d’importants outils non seulement dans la
caractérisation pharmacologique mais aussi dans la détermination de la localisation de
récepteurs. La synthése de composés fluorescents au début des années soixante a permis une
percée dans le développement des sondes de marquage. Cependant, les fluorophores utilisés
ayant une brillance assez faible, ont limité I’utilisation de ces premiers ligands fluorescents.

Le développement de ligands fluorescents plus brillant pour déterminer la distribution des
récepteurs de la vasopressine dans le cerveau et dans les tissus périphériques est apparu comme
une approche prometteuse.

L’étude de composes fluorescents spécifiques au récepteur Vi fera I’objet de la seconde partie
des résultats présentés dans cette thése.

La Table 6 reprend la liste des plus importants ligands fluorescents des récepteurs VP/OT

Légende table 6 :

Abu, aminobutyric acid ; Cha, cyclohexylalanine ; MA, methylanthranilamide ;
dansyl, dimethylaminonaphthalene-1-sulfonyl ; AMcou, aminomethylcoumarin ; TMRho,
tetramethylrhodamine ; CTMRho, carboxytetramethylrhodamine ; fluo, fluorescein ; Bodipy,
bordifluoropyrromethene ; Cy, cyanine; PVA, phenylpropionyl linear vasopressin antagonist; HO-LVA,
hydroxyphenylacetyl linear vasopressin antagonist.
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Table 6 : Principaux ligand fluorescent des récepteurs de la vasopressine.

Structure | Ligand Nature Cible

Cyclique | d[Lys®(tetramethylrhodamyl)]VP Agoniste V,
d[Lys*(fluoresceinyl), dihydro-Pro’]OT oT
d[Thr*, dihydroPro’, Lys®(fluoresceinyl)]OT oT
[Cys'(fluoresceinyl)]OT oT
d[Lys*(fluoresceinyl), OHPro7]AVP V,
d[Pro’(NH-fluoresceinyl)]JAVP V,
d[Lys®(carboxyfluorescein)]VP V,
d[Lys®(methylanthranilamide)]VP V,
d[Orn®(5/6C-Fluoresceinyl)]VT oT
[HO1][Thr*, Orn®(5/6C-fluoresceinyl)]VT OT/V1a
[HO1][Orn®(5/6C-tetramethylrhodamyl]V T OT/Via
d[Leu’ Lys(Alexa488)*]VP Vis
d[Leu’ Lys(Alexa647)* VP Vis
d[Leu* Lys(Aud-Alexa488)* VP Vig
d(CH,)s[DTyr(Et)%, Val*, Lys®(carboxytetramethylrhodamine)]VP Antagonistes | Vo/Via
d(CH,)s[D-Tyr?, Ile*, Lys (N6-fluoresceinylaminothiocarbonyl)JAVP V,
d(CH,)s[DTyr’, lle*, Lys’(N6-tetramethylrhodamylaminothiocarbonyl)JAVP V,
d(CH,)s[Tyr’(Me), Thr*, Orn®(5/6carboxyfluoresceinyl), Tyr’-NH,]VT oT
desGly-NH29, d(CH,)s[D-Tyr?, Thr*, Orn®(5/6carboxyfluoresceinyl)]VT oT

Linéaire | N-a-fluoresceinyl-thiocarbamoyl-D-Tyr(OEt)-Phe-Val-Asn-Abu-Pro-Arg-Arg-NH, Via
[phenylacetyl’, D-Tyr(Me)?, Arg®, Arg®, Lys’(Ne-7-amino-4-methylcoumarin-3-acetamide)NH,]VP Via
1-tetramethylrhodamyl-D-Tyr(Me)-Phe-GIn-Asn-Arg-Pro-Arg-Tyr-NH, Via
(4-HOPh(CH,),CO-D-Tyr(Me)-Phe-GIn-Asn-Lys(5/6 C-tetramethyrhodamyl)- Pro-Arg-NH, Via
(4-HOPh(CH,),CO-D-Tyr(Me)-Phe-GIn-Asn-Arg-Pro-Lys(5/6 C-tetramethyrhodamyl)-NH, Via
[Lys°(Alexa488)]PVA V10T
[Lys°(Alexa546)]PVA V1a/OT




Objectifs de travail
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A I’issue de cette introduction, nous avons pu voir que la vasopressine est une hormone
aux multiples fonctions :

D'une part, hormone présentant des fonctions classiques, c’est I’hormone antidiurétique
par excellence régulant la concentration physiologique et le bilan de I'eau, c’est également une
hormone pressique impliquée dans la régulation de la volémie, ainsi qu’une hormone
hypophysiotrope modulant I'axe corticotrope.

La vasopressine s’est avérée étre d’autre part une hormone au centre nombreux processus
cognitifs et comportementaux. Ainsi, depuis la découverte du troisiéme récepteur de la
vasopressine (le récepteur Vig), des fonctions comportementales insoupgonnées ont été
découvertes, en particulier I’implication de I’hormone dans la dépression et le stress. Ces
nouveaux roles pour cette ancienne hormone ouvrent la voie & de nombreuses perspectives tres
intéressantes pour le physiologiste et le comportementaliste.

De ce fait, plusieurs questions se posent quant au rble joué par chaque sous-type de
récepteur dans ces processus comportementaux. De nombreuses études décrites précédemment
ont placé les récepteurs OT, V14 et Vi au centre de ces nouvelles fonctions.

Néanmoins, les isoformes Via et Vg restent les moins étudiees, souffrant d’un manque
d’outils pharmacologiques sélectifs. Ainsi, en ce qui concerne le rat, aucun agoniste de haute
affinité sélectif du récepteur Via n’a été caractérisé. De la méme fagon pour le récepteur Vg,
nous manquons d’outils sélectifs permettant sa localisation dans le systéme nerveux central.
D’ou la nécessité de développer de nouvelles molécules sélectives pour répondre a ces besoins.

La conception d'agonistes ou d'antagonistes spécifiques pour les récepteurs de I’AVP et
de I’OT est entravée par trois obstacles majeurs:

1) Les récepteurs AVP/OT partagent un grand degré d'homologie structurale. En
consequence, I’AVP est un peptide non sélectif qui interagit avec les quatre récepteurs
de la famille AVP/OT et ceci avec une affinité nano-molaire. C’est pourquoi, il
convient de générer des peptides assez différents de I’hormone naturelle pour gagner

en sélectivité.

2) Les différences pharmacologiques entre les isoformes de récepteurs AVP/OT de rat,
humain et souris sont parfois importantes (variabilité pharmacologiques inter-espéce).
Elles expliquent pourquoi peu de composés sont universellement sélectifs. Ainsi le F-
180, décrit comme le premier agoniste sélectif du récepteur Via humain, ne
discrimine pas un récepteur V14 et OT chez le rat.
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3) Le profil pharmacologique d'un composé donné peut également varier selon

I’approche expérimentale utilisée. Chez le rat, sur la base des tests in vivo, le F-180

peut étre considéré comme un agoniste sélectif Via/Vo. Il présente une activité

contractive significative (44% de celle de AVP), mais des propriétés antidiurétique

trés faibles (moins de 1% de ceux de I'AVP). Pourtant, cette sélectivité fonctionnelle

n'est pas observée lors de mesure de liaison. L'affinité du F-180 pour les récepteurs

Via et V; de rat est trés faible (480 nM et 2000 nM respectivement) par rapport a

I'affinité nanomolaire de I'AVP pour ces mémes récepteurs.

L’ensemble de ces données nous a conduit, lors de ce travail de thése, a privilégier deux

axes de recherches ciblant :

Le récepteur Via

Le premier axe de recherche concerne la
caractérisation d’un agoniste sélectif du
récepteur Via chez le rat. Cet outil
pharmacologique faisant défaut, il était
nécessaire de le développer pour poursuivre
I’étude du récepteur Vi, in vivo, le rat étant
avec la souris le model animal le plus utilisé
au laboratoire. Un nouvel analogue, le FE
201874, a été développé par le laboratoire
Ferring, et décrit comme un agoniste
potentiel du récepteur Via de rat. Nous
I’avons caractérisé pharmacologiquement et
testé d’un point de vue fonctionnel pour
évaluer son profil agoniste en systéme

hétérologue et sur modéle natif.

Le récepteur Vig

Le deuxieme axe de recherche vise a
caractériser des agonistes fluorescents
sélectif du récepteur Vg chez le rat. Ces
ligands fluorescents devraient permettre de
localiser les récepteurs Vig centraux
impliqgués  dans  divers  processus
comportementaux. La connaissance des
zones d’expression et de ce récepteur
devraient permettre de mieux comprendre
leurs mécanismes d’action. Pour cela une
série d’analogues fluorescents dérivés de la
d[Leu* Lys’]VP, le premier agoniste selectif
Vg caractérisé chez le rat, ont été
caractérisés  pharmacologiquement, puis
utilisés pour étudier la distribution des

récepteurs Vg centraux chez le rat.
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Cette partie se propose de reprendre la méthodologie expérimentale utilisée pour nos
études. Certaines techniques utilisées étant détaillées dans la partie méthodes de la publication
(Marir et al., 2013) seront décrites brievement. Pour les autres, une description plus détaillée
sera présentée. Une approche critique sera également portée a chaque technique, mettant en
évidence les limites et les avantages de chacune.

1. Ligands et synthese chimique

1.1Le FE 201874

Le FE 201874 a été synthétisé par Ferring Research Institute Inc. (San Diego, CA, USA),
est donc un nouveau dérivé du F-180. C’est un peptide synthétisé parmi une série de 70
peptides, présenté comme un agoniste sélectif du récepteur Via humain a courte durée de vie
dans le cadre du développement de nouvelles molécules a usage thérapeutique (Wisniewski et
al., 2011). Le FE 201874 est un analogue de I’AVP chez lequel la tyrosine en position 2 a été
substitué par une phénylalanine, la phénylalanine en position 3 par une isoleucine, la glutamine

en position 4 par une homoglutamine et I’arginine en position 8 par une ornitine.

1.2 Les d[Leu* Lys(Alexa)®]VP

Plusieurs ligands fluorescents ont été synthétisés sur la base de la structure de la
d[Leu*,Lys®]VP, le premier analogue sélectif du récepteur Vig de rat précédemment caractérisé
par notre équipe (Pena et al., 2007) en fixant différents fluorophores sur la Lys® de ce peptide.
Cette approche est rendue possible grace a I’existence d’un NH; libre situé sur la chaine latérale
de la Lys® permettant une interaction covalente avec le fluorophore. De plus ce résidu étant
situé en dehors de la poche de liaison du récepteur V1 (Rodrigo et al., 2007), il est possible de
modifier la structure de I’AVP a ce niveau sans trop modifier ses propriétés de liaison avec son
récepteur. Une Alexa 488 et Alexa 647 ont été utilisés afin de générer des agonistes fluorescents
possédant des propriétes spectrales différentes.

Le choix des fluorophores de la famille des Alexa est qu’elles présentent une tres bonne
luminosité ainsi qu’une bonne résistance a la dégradation et au photoblanchiment, en
comparaison avec les Cyanines (Cy3 et Cy5 par exemple) (Panchuk-Voloshina et al., 1999;

Berlier et al., 2003). De plus, les Alexa peuvent étre relativement facile a fixer a des peptides.
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L’Alexa 488 a été choisie par ce qu’elle est excitée dans la gamme des 488 nm, une
longueur d’onde tres commune a de nombreux microscopes a fluorescence. L’Alexa 647, a elle,
été choisie pour parce qu’elle fournit un signal extrémement lumineux (¢ = 239 000) par
rapport & d’autres fluorophores y compris I’Alexa 488 (¢ = 165 000), une qualité essentielle
pour détecter de faibles niveaux d’expressions de récepteurs dans des tranches de tissu. Comme
I’excitation de I’Alexa 647 est dans le rouge lointain, I’auto-fluorescence cellulaire est trés
faible (Corbani et al., 2011).

2. Culture cellulaire

2.1 Lignées cellulaires

Différents types cellulaires exprimant de fagon stable ou transitoire les différentes
isoformes des récepteurs VP/OT ont été utilisés. Les travaux concernant la caractérisation des
ligands pharmacologique pour I’étude des récepteurs de la vasopressine ont été effectués avec
des cellules CHO, WRK1 et AtT20 exprimant de fagon stable les récepteurs OT, Via €t Vig
respectivement. Quand au récepteur V,, des cellules HEK ont été transfectées de fagon

transitoire pour I’exprimer.

Les transfections ont été réalisees par 2 approches :

> Par électroporation : c’est une méthode d'introduction d’ADN dans des cellules.
L’exposition des cellules vivantes a des impulsions électriques courtes et intenses,
induit des changements au niveau de la différence de potentiel transmembranaire et
donc augmente la perméabilité de la membrane cellulaire. L'ADN présent dans
I'espace extracellulaire peut rentrer dans les cellules en migrant vers le pdle positif de
la charge, étant lui-méme chargé négativement. Les cellules sont alors utilisées 24h a

48h apres transfection pour avoir un taux d’expression maximal.

» Par I’utilisation d’un agent polycationique hautement branché ou dendriméres, comme
le polyéthylénimine (PEI), un polymere comportant une région cationique et une
région lipidique. Cette méthode consiste a complexer I’ADN avec le PEI, le complexe

ADN-PEI pénétre alors spontanément dans les cellules.
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» Approche critique

La culture de cellule exprimant une seule isoforme de récepteur de fagon stable (lignée
cellulaire) est plus intéressante pour des études a grande échelle ou nécessitant de nombreuses
expériences et ceci par ce qu’elle fournit de grandes quantités de matériel. Cependant, elle ne
permet pas de tester différentes conditions d’expression des récepteurs contrairement a la
transfection transitoire.

La transfection transitoire par électroporation ou par PEI permet, quant a elle, d’obtenir de
grandes quantités de cellules exprimant les récepteurs d’intérét pour un codt relativement
modeste. Toutefois, I’application d’impulsions électriques sur les cellules provoque la
formation de défauts nanométriques sur la membrane plasmique, défauts responsables de
I’altération de la perméabilité de la membrane. De ce fait la qualité de ces cellules laisse a
désirer lors de leur utilisation en imagerie.

De plus, cette méthode nécessite de transfecter les cellules préalablement a chaque
expérience, ce qui trés fastidieux. En outre, il faut controler le taux de récepteurs exprimes de
facon a rester dans des proportions physiologiques car suivant le taux et I’efficacité de
transfection, les résultats peuvent varier.

Pour ces études nous avons travaillé avec des taux d’expression raisonnables (>1 pmol
[*H]JAVP/mg protéine membranaire) ce qui est cohérant avec les études effectuées sur tissus
natif (Guillon et al., 1989).

2.2 Culture primaire

La culture primaire de cellule consiste & isoler des cellules d’un tissue d’intérét et de les
maintenir en culture, comme pour les lignées cellulaires. Pour les travaux concernant la
caractérisation d’outils fluorescents pour le récepteur Vig, nous avons utilisé une culture

primaire d’hypophyse de rat contenant des cellules corticotropes exprimant le récepteur Vig.

» Approche critique

L avantage majeur de cette technique est qu’en culture primaire, nous disposons d’un
systeme exprimant de fagon naturelle les récepteurs d’intérét ce qui permet de garder le
contexte cellulaire naturel d’expression de ces récepteurs. Cependant, il faut noter que cette
méthode est assez contraignante et qu’elle génére peu de matériel biologique.
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3. Etude des propriétés de liaison des récepteurs

3.1 Experiences de saturation de la liaison a I’équilibre

L’ expérience de saturation permet de prédire, lorsque I’équilibre est atteint, la quantité de
ligand lié au récepteur (B) en fonction de la concentration du ligand libre (F). Elle a comme
principe la mesure de la liaison spécifique a I'équilibre lors de l'incubation de concentrations
croissantes de ligand radioactif avec une quantité fixe de récepteur. Ainsi, des membranes
issues de cellules exprimant le récepteur d’intérét sont incubées en présence de quantités
croissantes d’hormone radiomarquée avec un exces d’hormone froide (liaison non spécifique)
ou sans (liaison totale). La différence entre la fixation totale et la fixation non spécifique donne

la fixation spécifique.
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Figure 27 : Courbes de saturation

A gauche : représentation de la liaison en fonction de la concentration initiale en ligand ; & droite : représentation de
la liaison spécifique en fonction du log de la concentration initiale en ligand.

La linéarisation de la courbe de saturation obtenue expérimentalement donne le
diagramme de Scatchard. Ce diagramme facilite I’interprétation des résultats et permet de
déduire précisément la constante d’affinité du récepteur pour son ligand (Kd) et le nombre total
de sites de liaison représentant la capacité maximale de liaison (Bmax). Une représentation en

est donnée en figure 28:
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B : la quantité de ligand lié.
F : la concentration de ligand libre.

B/F

Le Ky ou constante de dissociation
correspond a I’inverse de la pente.
Le Bmax Correspond a I’intersection de la

B droite avec I’abscisse

Figure 28 : Représentation selon Scatchard : B/F = f (B).

3.2 Expérience de déplacement ou de compétition

L’expérience de déplacement permet de deéterminer I’affinité de ligands non radioactifs
pour le récepteur d’intérét. C'est la mesure de la liaison spécifique a I'équilibre, d'une
concentration donnée (en genéral égale au Kd) en ligand radiomarqué en présence d'une
concentration variable et croissante de ligand froid. Le ligand froid entre en compétition avec le
ligand radiomarqué pour sa liaison au récepteur, c'est pourquoi on peut parler de compétition de
la liaison a I'équilibre.

1004

80

Radioligand lié
(% de liaison spécifique)

IC, |
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Figure 29 : Courbe théorique d’expérience de déplacement

Cheng et Prusoff ont déterminé en 1973 la relation qui existe entre le Kd, le Ki et I’ICs, (Cheng and Prusoff, 1973)
ICso : Concentration inhibitrice & 50 % d’occupation des sites de liaison.

Ki : constante de dissociation a I’équilibre pour le compétiteur froid.

Kd : constante de dissociation & I’équilibre pour le ligand radiomarqué (affinité).

[F1=[F*] : concentration de radioligand libre.

Le Ki représente donc bien la concentration en compétiteur froid qui se lie a 50 % des
sites de liaison. Il est & préciser que I’analyse des expériences de saturation et de déplacement,
telles que décrites ci-dessus, ne sont valables que dans le cas d’une liaison Mickaelienne d’une

hormone avec son récepteur.
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» Approche critique

Les expériences de liaison (de saturation et de compétition) sont des méthodes classiques
permettant de déterminer [I’affinité d’un analogue pour son récepteur. Cependant, ces
expériences ne permettent que de confirmer qu’un ligand se lie avec un récepteur, ainsi que
I’affinité avec laquelle il se lie.

De plus, pour étre interprétables, ces expériences doivent obéir a la loi de Michaelis
Menten, c’est a dire que les ligands doivent se lier aux récepteurs de facon saturable et
réversible sur des sites indépendants. Des phénomeénes de coopérativité peuvent apparaitre dans
le cas de récepteurs possédant plusieurs sites de liaison ou de plusieurs récepteurs en interaction
(oligoméres de récepteurs). Ceci peut donner des courbes de Scatchards non linéaires pour de
faibles ou fortes concentrations d’hormones, rendant leur interprétation complexe. 1l est alors
plus difficile d’analyser les expériences de déplacement.

Il est donc nécessaire de Vérifier que le ligand radioactif et le ligand froid testé
interagissent de fagon compétitive sur le méme site. Ces controles ont été réalisés dans
nombreux cas (Serradeil-Le Gal et al., 1993). Une courbe de déplacement complet observé sur
2 ordres de grandeurs en abscisse constitue également un bon contrdle.

La nature de la molécule radioactive utilisée fait également partie des limitations de cette
approche. Ainsi, un ligand iodé permettra de mesurer des concentrations faibles de récepteur
comparé a un ligand tritié. Cependant I’ajout d’un atome d’iode perturbe énormément les
propriétés de liaison des ligands. L’AVP iodé par exemple, présente une trés mauvaise affinité
pour I’ensemble des récepteurs de la famille AVP/OT. Dans d’autres cas I’ajout d’un atome
d’iode sur des analogues de la vasopressine, ’'OTA par exemple (Manning et al., 2008),
augmente I’affinité du radioligand. Cependant, si cette approche a été possible pour générer des
radioligands capables de marquer les récepteurs Via, V2 et OT, elle n’a jamais aboutit pour le
récepteur Vig.

Enfin, I"autre inconvénient vient du fait que les résultats obtenus pour les mesures
effectuées sur préparation de membrane de tissu natif ne renseigne en rien sur le niveau

d’expression d’une famille de cellule.

4. Etude des propriétés fonctionnelles des récepteurs in vitro

Dans nos études, la mesure de seconds messagers a été réalisée en procédant a
I’incorporation d’un précurseur radiomarqué, impliqué dans la voie de signalisation étudiée,

dans des cellules mises en culture exprimant le récepteur d’intérét, le dosage des seconds
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messagers se faisait par la stimulation de ces cellules avec les ligands a tester
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Figure 30 : Courbe théorique d’expérience de mesure de second messager

Le Kact ou ECs représente donc bien la concentration de ligand froid nécessaire pour

induire une réponse a 50% de la réponse maximale obtenue avec I’hormone naturelle.

4.1 Voie de la phospholipase C (PLC)

L’une des voies de seconds messagers étudiée fut la voie de I’activation de la
phospholipase C et la production d’inositols phosphates. Cette voie, comme le montre la figure
31 s’effectue en plusieurs étapes :

La fixation du ligand au récepteur d’intérét induit I’échange GDP- GTP sur la protéine Gq
qui se lie ensuite a une molécule de GTP. Cette liaison conduit & la dissociation de la protéine
hetérotrimérique Gq activée et a I’association de la sous-unité G.q a la phospholipase C (PLC)
ce qui provoque son activation. La PLC ainsi ativée, hydrolyse le PIP, (phosphatidyl-inositol-4-
5-biphosphate) en IP; (inositol triphosphate) et DAG (diacylglycérol).

Le dosage des inositol phosphates implique donc I’incorporation de myo-[2-H%] inositol
dans les cellules. Celui-ci sera métabolisé en inositol lipides radiomarqués, précurseur des
inositol phosphates. Les inositol phosphates marqués seront libérés lors de I’hydrolyse des
inositol lipides par la phospholipase C et comptés par scintillation f3.

L’ajout de chlorure de lithium lors des stimulations par les différents agonistes ou
antagonistes bloque la conversion d’inositol-mono-phosphate en inositol et permet donc

I’accumulation des inositol phosphates radiomarqués mesurés lors de I’expérience.
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Figure 31 : Activation de la voie phospholipase C

RCPG : récepteur couplé aux protéines G ; PLC: phospholipase C; PIP2: phosphatidyl inositol biphosphate;
DAG: diacylglycérol; IP3: inositol 1,4,5- triphosphate; IP3R: récepteur a I’IP3 ; IP3R : récepteur a I’IP3.

Suite aux différentes stimulations, les échantillons issus des cellules sont élués de fagon
séquentielle sur colonnes échangeuses d’ions. L’inositol libre non métabolisé n’est pas retenu
sur les colonnes échangeuses d’ions. Sa mesure rendra compte du nombre de cellules. Les
inositols phosphates sont quant a eux retenus sur colonnes et élués avec une solution
d’ammonium formate/acide formique. Leur mesure normalisee a la quantité d’inositol libre
obtenue pour chaque échantillon permet une normalisation des données ainsi qu’une meilleure

reproductibilité.

4.2 Voie de I’adénylate cyclase (AC)

L’autre voie de seconds messagers testée fut la voie de I’adenylate cyclase et la
production d’AMP cyclique.

Pour doser I’AMPc, de I’adénine tritiée est incorporée aux cellules. Celle-ci sera
convertie, trés majoritairement en ATP radiomarqué qui sera hydrolysé en AMPc radiomarqué
lors de [I’activation de [I’adenylyl cyclase. L’ajout d’inhibiteur de phosphodiestérase
(isobutylmethylxanthine, IBMX) lors des stimulations par les différents analogues bloque la
conversion d’AMPc en AMP, et permet donc I’accumulation d’AMPc qui sera mesuré lors du

test.
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Adenylyl Cyclic nucleotide-
cyclase gated channel
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cAMP PKA
phosphodiesterase

Figure 32 : Activation de la voie adénylate cyclase

ATP Adénosine triphosphate ; cCAMP : cyclique adénosine monophosphate ; PKA : protéine kinase A.

Suite aux différentes stimulations, les échantillons issus de cellules sont élués de fagon
séquentielle sur colonnes DOWEX, qui permettent de récupérer I’ATP radiomarqué puis sur
des colonnes d’alumines, qui permettent de recupérer I’AMPc radiomarqué. Sa mesure
normalisé a la quantit¢ d’ATP radiomarqué obtenue pour chaque échantillon permet une

normalisation des données ainsi une meilleure reproductibilité.

» Approche critique

L’étude des voies de seconds messagers permet de déterminer la nature pharmacologique
des ligands étudiés (agoniste, antagoniste, agoniste inverse). Les expériences réalisées par
marquage métabolique permettent une normalisation pour chaque point de I’expérience.

Ainsi, la quantité de précurseurs de seconds messagers (ATP pour I’AMPc et inositol
pour les inositol phosphates) est proportionnelle au nombre de cellules présentes dans le puits.
Cette normalisation permet d’avoir des résultats plus précis et moins dispersés. Cependant, le
marquage métabolique nécessite un grand nombre de manipulations et I’usage de radioéléments
qui peuvent étre dangereux. De plus, les résultats ne peuvent pas étre exprimés en valeurs

directes : ils doivent étre calculés en pourcent de conversion du précurseur.
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4.3 Voie des MAP kinases, phosphorylation de ERK

Figure 33 Activation de la voie MAP kinase (Furler and Uittenbogaart, 2010)

Les protéines ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase) sont des Kinases qui
appartiennent a la famille des MAP kinases. Ces protéines interviennent principalement dans la
croissance et la prolifération cellulaire. La régulation de la voie MAP kinases est complexe et
multifactorielle  (Figure  33). Certaines techniques permettent une  approche
immunohistochimique de la mesure de I’activation de cette voie.

Cette voie a été étudiée dans le deuxieme chapitre des résultats concernant la
caractérisation fonctionnelle des récepteurs Vig centraux sur coupe de cerveau de rat. La
détection de pERK est réalisée a I’aide d’un premier anticorps dirigé contre cette protéine et
d’un second anticorps couplé a la peroxydase qui sera détecté par réaction de luminescence.
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» Approche critique

L emploi d’anticorps anti-pERK permet de localiser par marquage confocale les cellules
activées par I’analogue testé sur coupe de tissu frais. Cette technique permet donc une
localisation fonctionnelle d’un récepteur donné si on utilise un agoniste spécifique de ce dernier.
Cependant, cette technique de marquage in situ nécessite I’utilisation successive de deux
anticorps différents, ce qui constitue une contrainte de manipulation. De plus, le principal
désavantage de cette technique est qu’elle soit qualitative non quantitative. En effet, celle ci
permet de marquer les cellules activées sans pour autant nous renseigner sur la stimulation
maximale de ces cellules ou les niveau d’expression du récepteur considéré.

En revanche, sur des lignées cellulaires, I’utilisation de kit Cisbio Phospho-ERK HTRF
(Cisbio BioAssay) pour mesurer I’activité MAP kinases d’un récepteur donné semble nettement
plus intéressante et permet d’obtenir une quantification de la stimulation.

Toutefois la mesure de I’activité des MAP kinases reste délicate puisque elles sont
facilement activables, ce qui peut générer parfois des faux positifs méme dans des conditions

contrble et donc nécessiter plusieurs expériences pour obtenir un résultat reproductible.

5. Etude des propriétés fonctionnelles ex vivo des récepteurs

Les cellules musculaires lisses vasculaires contiennent des filaments d’actine et de
myosine qui forment I’appareil contractile (Figure 34).

Les filaments épais sont constitués principalement de myosine. La myosine possede une
activité enzymatique ATPase nécessaire a sa fonction motrice. D’un point de vue fonctionnel, la
myosine possede une activité de dégradation de I’ATP contr6lée par le Ca2+. Elle ne peut
interagir avec I’actine que si ses chaines légeéres sont phosphorylées. La phosphorylation des
chaines légéres régulatrices (MLC) provoque un changement de conformation de la myosine
qui devient plus allongée et capable de se lier avec I’actine (myosine activée) (Cole and Welsh,
2011)

Les filaments fins sont constitués principalement d’actine. Les autres protéines
constituant le filament fin sont la tropomyosine, la caldesmone et la calponine. La fixation de la
myosine activée (qui a lié une molécule d’ATP) sur I’actine provoque un changement de
conformation de la myosine qui va pivoter et provoquer un glissement des filaments fins par
rapport aux filaments épais. La force nécessaire est produite par I’activité ATPasique

intrinseque de la myosine.
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Figure 34 : Régulation de la contraction/relaxation dans cellules musculaires lisses —
Mécanisme d’action des MLCK et MLCP

MLC : Myosin Light Chain ; MLCK : Myosin Light Chain Kinase ; MLCP : Myosin Light Chain
Phosphatase ; CaM : Calmoduline ; MLC20 : chaine légere de la myosine phosphorylée (Schéma
adapté de Cole et Welsh, 2011).

Ce changement de conformation va également libérer I’ADP et permettre la fixation d’un
nouvel ATP (Figure 34).

La mesure ex vivo des propriétés fonctionnelles d’un ligand consiste & mesurer sa capacité
a induire une reactivité vasculaire et dans notre cas d’étude une contractilité des anneaux d’aorte
isolée.

Il a déja été démontré que I’AVP peut induire une contraction soutenue d’anneaux
vasculaires isolés obtenus a partir de l'aorte de rat. Ce modele semblerait donc approprié pour
caractériser les propriétés fonctionnelles des agonistes a tester ex vivo.

Les réponses aux concentrations cumulées des différents analogues sont mesurées. A la
fin de la stimulation, une concentration saturante d’AVP est appliquée pour normaliser la
contraction a la réponse maximale induite par I’AVP, ceci permet une meilleure reproductibilité

des résultats obtenus.
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» Approche critique

Les techniques de mesure de contractilité d’anneaux aortiques isolés permettent de
déterminer le pouvoir contractant d’un ligand donné. Ces techniques font appelle a des
transducteurs reliés aux anneaux aortiques permettant la conversion de la tension exercée par
Ces anneaux.

L’intérét de ces techniques est surtout la possibilité d’effectuer plusieurs mesures pour un
seul et méme animal. Ainsi, un rat par exemple, fournit une aorte compléte qui a son tour peut
étre découpée en 4 a 6 anneaux de méme taille (environ 3 mm) tous disposés séparément dans
des cuves a bain reliées au dispositif de mesure. La stimulation par I’injection de I’analogue
directement dans la cuve donne une réponse instantanée des anneaux aortique et donc une
mesure immédiate. De plus, la préstimulation avec I’acétylcholine permet de vérifier la qualité
de la désendothélialisation des anneaux aortiques qui provoquerait leur décontraction juste aprées
la stimulation.

Cependant, I’utilisation de cuve unique pour une seule et méme dose réponse et la
désensibilisation progressive aprés stimulation impose d’utiliser des doses cumulatives d’un
analogue, ce qui impose des calculs répétés pour déterminer les doses a rajouter afin d’obtenir
la dose final a chaque concentration voulu. De plus, la moindre erreur de concentration, de
manipulation ou de contamination, imposerait le ringage de la cuve et la reprise des mesures au

tout début de la premiére stimulation.

6. Etude de la prolifération cellulaire in vivo

L’incubation des cellules vivantes en présence d’analogues de nucléotides d’ADN, qui
s’incorpore exclusivement lors de la réplication de I’ADN en phase S tels que la *H-thymidine
(détecté in vitro par comptage a scintillation, ou in vivo par autoradiographie) ou le Bromo-
desoxy-uridine BrdU (détecté par immunocytochimie grace a un anticorps specifique anti-
BrdU) peut fournir diverses informations selon le protocole expérimental choisi, étant donné
que le cycle cellulaire dure en moyenne 16 & 24 heures :

> Si le prélevement par rapport a la fixation de | ‘échantillon a lieu quelques heures

apres la premiere administration du nucléotide marqué, le marquage obtenu reflete

I’activité mitotique instantanée.
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> Si le prélevement par rapport a la fixation de I’échantillon est effectué au moins un
jour aprés une administration ponctuelle du nucléotide marqué, on peut suivre le
devenir des cellules néoformées par division ; notamment in vivo, on peut voir si la
prolifération est suivie de migration des cellules filles. Si on attend suffisamment
longtemps (quelques semaines), on peut déterminer le phénotype dans lequel les
cellules-filles se différencient, en combinant le marquage immunocytochimique BrdU
avec le marquage immunocytochimique d’un marqueur phénotypique (double

immunocytochimie).

Dans nos études, I’estimation des propriétés fonctionnelles in vivo consiste a mesurer la
prolifération cellulaire induite par les ligands a tester grace a I’utilisation du BrdU qui
s’incorpore a I’ADN des cellules en phase de réplication (phase S du cycle cellulaire). Le BrdU
est administré par injection IP & tous les animaux.

Des anticorps spécifiques pour BrdU peuvent ensuite étre utilisés pour détecter le produit
chimique incorporé, indiquant ainsi les cellules qui ont répliqué activement leur ADN. La
liaison de I'anticorps nécessite la dénaturation de I'ADN, le plus souvent en exposant les cellules

a l'acide ou a la chaleur.

» Approche critique

L’utilisation du BrdU peut présenter de nombreux avantage pour les études de
proliférations cellulaires. Ainsi, le BrdU peut étre transmis aux cellules filles lors de la
réplication et peut étre détectable plus de deux ans apreés la perfusion.(Eriksson et al., 1998).

Parce que le BrdU peut remplacer la thymidine lors de la réplication de I'ADN, il peut
provoquer des mutations, et son utilisation est donc potentiellement un danger pour la santé du
manipulateur. Toutefois, parce qu'il n'est ni radioactif ni myélotoxique a des concentrations de
marquage, il est largement préféré pour les études in vivo des proliférations cellulaires
cancéreuses.(Fujimaki et al., 1991; Hoshino et al., 1992). Cependant, a des concentrations
radiosensibilisantes, le BrdU devient myelosuppressif, limitant ainsi son utilisation a la
radiosensibilisation.(Russo et al., 1984).

De plus, a cause du mode semi-conservatif de la réplication de I’ADN, la dilution du
marqueur le rend indétectable a partir de deux cycles de division. Pour pallier a cette dilution,
dans le cas de cellules & prolifération peu intense (c’est le cas des cellules souches de
I’hippocampe de Mammiferes adultes), on peut renouveler I’administration de nucléotide
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marque plusieurs fois de suite (sachant que in vivo, ce marqueur est éliminé au bout de deux
heures) : on parle alors de marquage cumulatif.

Enfin, il est a préciser également que le r6le d’un analogue décrit in vivo est souvent
différent de celui décrit in vitro. On peut penser que les effets observés au niveau d'une
population de cellules en culture primaire peuvent étre biaisés par des artéfacts d'expression
de protéines impliquées dans la cascade proliférative. De plus, une méme hormone peut avoir
des effets opposés selon le tissu considéré impliquant des mécanismes directs ou indirects.

Pour finir, I’inconvénient majeur de cette technique concerne la lourdeur expérimentale
puisque celle-ci limite beaucoup le nombre de paramétres a tester. Sachant qu’il faut utiliser
un animal par condition et en travaillant dans des conditions in vivo ces résultats doivent étre

obtenu sur au moins 3 animaux différents.

7. Etudes sur le marquage et la localisation des récepteurs

L utilisation des caméras vidéo, des images électroniques et du traitement informatique a
conduit a une renaissance de la microscopie optique au cours des trois derniéres décennies. La
mise au point d’un nouveau type de microscope y a également contribué. Quand on examine, au
microscope optique, une cellule entiere ou une coupe d’organe, on observe normalement I’objet
a différentes profondeurs par une mise au point qui modifie la position de I’objectif. Ce faisant,
des parties de I’objet sont au point et d’autres ne le sont plus. Mais la possibilité de mettre
I’objet au point a différents niveaux réduit la netteté de I’image parce que les parties de I’objet
situées au dessus et en dessous du plan de focalisation interferent avec les rayons issus de la
région mise au point. Le développement du microscope optique a balayage confocal a permis de
fournir une image d’un plan mince situé au sein d’un objet beaucoup plus épais.

Enfin, le microscope utilisé lors de nos études, tire profit également du phénomeéne de
fluorescence, par I'utilisation de fluorochromes. Dans ses applications les plus fréquentes, le
fluorochrome est uni par covalence a un anticorps ou a un ligand, afin de produire un anticorps
ou un ligand fluorescent utilisable pour localiser une protéine spécifique, en I’occurrence les
récepteurs Vg de rat, au sein d’une cellule ou d’un tissu.

Afin d’étudier la distribution des récepteurs Vig au niveau central, nous avons choisi
comme approche [I’utilisation d’analogues fluorescents et leurs détection en microscopie
confocale. Pour cela, nos études se sont basées sur le marquage de cultures cellulaires

hétérologue et natives ainsi que le marquage de tranche de cerveau de rat.
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7.1 Marquage en culture cellulaire hétérologue

Les cellules AtT20 et CHO sont mises en culture sur des lamelles prétraitées a la
polyornithine dans des boites 12 puits et incubées dans un milieu DMEM, BSA 0.2 mg/mL,
HEPES 25 mM, pH 7.4 pendant 1h & 12 °C en présence d’un ligand fluorescent en absence ou
en présence d’un analogue (agoniste ou antagoniste) de la vasopressine non-fluorescent. Dans
ce dernier cas, une pré-incubation des cellules pendant 30 minutes dans le méme milieu
contenant uniquement ces ligands a été effectuée. Aprés 3 lavage avec du PBS froid, les cellules
sont fixées dans du PFA a 4% a 4 °C durant toute une nuit, puis montées sur lame avec du

Mowiol.

7.2 Marquage en culture primaire de cellules hypophysaires

Les hypophyses de rat sont disséqués et la post-hypophyse éliminée. Aprés 3 lavages dans
un milieu DMEM-F12, les glandes sont coupées en petits morceaux, transférées dans un tube en
silicone et incubées dans dispase/collagénase (type 1) /DNAse pendant 45 minutes a 37 °C. Les
cellules sont ensuite dispersées mécaniquement avec une pipette Pasteur siliconées puis
centrifugées 5 minutes a 1000 rpm a température ambiante. Les cellules sont resuspendues
ensuite dans 3 ml de milieu OptiMEM contenant 10% de sérum de veau fcetal, mises en culture
dans une boite traitée a la polyornithine et incubées une nuit a 37 °C a 5% de CO2. Le jour
suivant, les cellules sont incubées avec un ligand fluorescent comme décrit précédemment avec
les cellules AtT20 et CHO. Aprés une fixation d’un jour a 4% de PFA et 3 lavages, les cellules
sont incubées pour le marquage aux anticorps de I’ACTH (anticorps primaire IgG anti-ACTH
chez le lapin, puis anticorps secondaire chévre anti-lapin couplé Cy3, Jackson Lab,) et
finalement incubées en présence de Hoechst pour I’identification des noyaux.

7.3 Marquage sur tranches de cerveau

Des rat Sprague Dawley agés de 6 a 8 semaines sont sacrifiés et leur cerveau est
immédiatement prélevé et immergé dans un tampon de coupe refroidi a 2°C et oxygéné
(sucrose 195 mM ; NaCl 10mM ; KCI 2,5 mM ; NaH,PO4 1,25 mM ; NaHCO3; 26 mM ;
glucose 15 mM ; CaCl, 1 mM et MgCl, 2 mM) . Le cerveau est ensuite sectionné en coupes de
350 microns d’épaisseur a 2°C en orientation coronale ou sagittale. Les tranches sont ensuite
incubées pendant 1h a 12°C dans un tampon DMEM-BSA-HEPES (MBH) contenant le ligand
fluorescent en I’absence ou en présence d’antagoniste dans une plaque a 12 puits. Les tranches

98



METHODOLOGIE EXPERIMENTALE

sont ensuite lavées 3 fois avec 1.4 ml de PBS sur glace et 1ml de PFA 4% est ajouté pour la
fixation pendant une nuit a 4 °C. Aprés 2 nouveaux lavages, les anticorps sont rajoutés a la
dilution d’intérét dans du PBS ; BSA 2mg/ml ; Triton 0.1% (1ml/tranche) puis la plaque & 12
puits est incubée une nuit & 4 °C. Le jour suivant, aprés 3 lavages (1.4 mL PBS), le second
anticorps est ajouté dans le méme tampon PBS/BSA/triton et les tranches sont incubées pendant
une heure a température ambiante sous agitation légére. Aprés 3 lavages, 0.5 pL de Hoescht
dans 1 mL de PBS sont ajoutés et les tranches sont incubées pendant au moins 15 minutes a
température ambiante. La derniere étape (Hoescht) est lavée juste avant d’imager. Les tranches
de cerveau sont conservees dans du Na Azide 0.2% a 4 °C.

7.4 Acquisition des images en microscopie confocal

Les marquages cellulaires effectués sur les lignées cellulaire ainsi que sur culture primaire
ont été imagées avec un microscope confocal Zeiss LSM510 Meta équipé d’un microscope
Axiovert200 M. Un objectif 40X (NA 1.4) en immersion a huile a été utilise. Pour la détection
des cellules marquées a I’Alexa 488, I’excitation a été effectuée avec un laser argon (A = 488
nm). L’émission de couleur verte a été collectée grace a un filtre d’émission & bande passante
505-530 nm. Pour la détection de I’Alexa 647, un laser 633 nm hélium/néon a été utiliseé.
L’émission a été collectée avec un filtre LP650 nm. Pour la quantification de fluorescence, le
logiciel Zeiss LSM Browser a été utilisé comme décrit précédemment (Corbani et al., 2004)
avec 30 a 40 cellules pour chaque condition. Chaque expérience a été répétée 3 fois.

Les images de tranches de cerveau de rat en revanche, ont été obtenues avec un
microscope macroconfocal LSI Leica Leica a champ large utilisant un objectif a air x5. La
distance focale est de 2.2 cm. Quatre lasers sont disponibles : Diode 405 nm (Hoescht), Argon
488 nm (Alexa488), Helium 561 nm (Cy3) et Helium 633 nm (Alexa647) et les fenétres
d’émission leur correspondant sont ajustées manuellement. Les images sont acquises sous le

logiciel Leica LSA AF Lite, converties en jpeg ou en tiff et montées avec Photoshop

» Approche critique

L'utilisation de fluorophores en biologie cellulaire est un peu plus récente que celle
d'isotopes radioactifs. Elle a l'avantage de donner des résultats trés rapidement, en
s'affranchissant des longs temps d'exposition requis pour les techniques par radioactivite,

notamment avec des sondes tritiées (un mois environ)
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De plus, le développement de nouveaux fluorophores ayant un rendement quantique
important, tel que les Alexa, permet de marquer des structures, telles que des récepteurs, méme
exprimés en tres faibles quantités.

En outre, la microscopie confocale permet une utilisation plus simple provoguant moins
d’artéfacts de marquage. Grace a son niveau de résolution, il est désormais possible d’avoir
accés a un marquage subcellulaire, ce que ne permet pas I’utilisation de molécules
radiomarquées a I’iode 125 par autoradiographie.

Cependant, la fluorescence peut présenter le désavantage de ne pas étre permanente,

I'intensité de la fluorescence diminuant avec le temps jusqu'a devenir indétectable (quenching).
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Chapitre 1 : Caractérisation du premier agoniste sélectif du récepteur

V4 de la vasopressine de rat

Ce chapitre constitue la premiére partie de mon travail de thése : La caractérisation

d’outils pharmacologique sélectif du récepteur Via de rat.

Il concerne la caractérisation d’une molécule dérivee du F-180 (premier agoniste
sélectif du récepteur Via chez I’homme), le FE 201874 qui a eté synthétisé par Kazimierz

Wiisniewski dans le but de développer de nouveaux agonistes Via a visée thérapeutique.

Ce travail a été réalisé en collaboration avec le laboratoire Ferring (Institut de
recherche Ferring, San Diego en Californie, USA). Les peptides utilisés dans cette étude ont été

synthétisés et purifiés par le Dr K. Wisniexski.

Dans cette étude, j’ai effectué I’ensemble des expériences de pharmacologie de liaison
et de couplage, ainsi que les expériences de mesure de I’effet mitotique in vivo. J’ai réalisé
également les expériences de contraction d’anneaux d’aorte de rat sous la supervisassions du
Dr. Anne Virsolvy a I’institut national de la santé et de la recherche publique, dans I’unité du

Dr Sylvain Richard (INSERM U1046).

Les expériences de validation in vivo du FE 201874 concernant le blocage de la

lactation chez les rates allaitantes ont été supervisées par le Dr Michel G Desarménien.

Cette partie a fait I’objet d’une publication dans le journal : British journal of

pharmacology.
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1. Problématique

Le développement de ligands spécifiques (peptidiques ou non-peptidiques) a constitué, et
constitue toujours, un domaine de recherche actif. Celui-ci génére réguliérement de nouvelles
molécules possédant un intérét thérapeutique potentiel, ainsi que de nouveaux outils pour la
recherche académique.

L’étude pharmacologique des récepteurs de la vasopressine a nécessité la synthese de
ligands peptidiques et non-peptidiques, agonistes et antagonistes, pouvant discriminer un
récepteur parmi les trois autres isoformes. D’un point de vue fondamental, ces composés
permettent de determiner I’implication d’un récepteur donné dans une action physiologique qui
lui est propre. De nombreux antagonistes de I’isoforme V14 sont connus. Ainsi, le SR49059 est
un antagoniste non-peptidique permettant d’étudier spécifiquement le récepteur V4 et cela chez
I’lhomme et le rat.

Ces dix derniéres années, les ligands sélectifs du récepteur Via ont fait I’objet de
nombreuses recherches. La découverte du F-180, premier agoniste peptidique sélectif du
récepteur Via humain, permet d’étudier spécifiqguement ce récepteur au niveau vasculaire ou
encore hépatocytaire. Cependant, a ce jour, aucun agoniste sélectif de ce méme récepteur n’a été
décrit chez les rongeurs, un modele animal de prédilection pour étudier les effets cognitifs et
comportementaux des hormones neurohypophysaires.

Cette partie de la these va s’attacher a presenter la caractérisation des propriétes
pharmacologiques d’un nouveau compose, le FE 201874. Ce composé, dérivé du F-180 et
synthétisé par Ferring Research Institute Inc. parmi une série de 70 peptides, a été présenté
comme un agoniste sélectif du récepteur V1o humain a courte durée de vie dans le cadre du
développement de nouvelles molécules & usage thérapeutique. 1l semblerait présenter chez le
rat, sur la base de données préliminaires, une certaine spécificité Via mais a été tres peu étudie

(Wisniewski et al).
La publication présentée dans ce mémoire, décrit la structure de ce composé ainsi que ses

propriétés pharmacologique et fonctionnelle. Elle a pour but de combler le manque en agoniste

sélectif du récepteur Via chez le rat.
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2. Publication et principaux résultats

Pharmacological characterization of FE 201874, the first

selective high affinity rat Via vasopressin receptor agonist

Cette publication présente les données relatives a la caractérisation pharmacologique et
physiologique du FE 201874, le premier agoniste de haute affinité sélectif du récepteur Vi de

rat.

La caractérisation pharmacologique du FE 201874 a été réalisée chez le rat par plusieurs
approches in vitro. Nous avons montré que ce dérivé du F-180 posséde une affinité nanomolaire
pour le récepteur V4 présent sur les membranes de cellules WRK1 et de foie de rat (Ki= 0.65 +
0.04 et Ki = 1.5 £ 0.1 nM respectivement). |l présente une sélectivité Vig/Via et Vof/Via tres
bonne. Cependant, il est peu sélectif vis a vis du récepteur OT (Ki = 61.8 = 14.2 nM). De
méme, le FE 201874 n’est pas complétement sélectif chez I’homme et la souris, especes chez

lesquelles il présente aussi une mauvaise sélectivité vis-a-vis du récepteur de I’ocytocine.

L’étude des propriétés fonctionnelles du FE201874 montre qu’il se comporte comme
agoniste complet du récepteur V1a. De fagon intéressante, comme cela a déja été décrit pour son
précurseur, le F-180 (Andrés et al., 2002), le FE201874 se comporte comme un antagoniste du
récepteur OT de rat. Cette propriété confére donc une sélectivité compléte de I’isoforme V4 en

test fonctionnel.

La spécificité pharmacologique du FE 201874 a aussi été validée ex vivo et in vivo
puisqu’il est capable, tout comme I’AVP, de stimuler la contraction d’anneaux aortique ainsi
que la prolifération cellulaire au niveau cortico-surrénalien, deux fonctions connues pour

dépendre de I’activation du récepteur Vi de la vasopressine.

Ce composé va compléter la batterie d’outils disponibles pour déterminer la contribution
de chaque isoforme des récepteurs AVP/OT dans les processus physiologiques et cognitifs.
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3. Discussion

Notre étude a permis la caractérisation du premier agoniste sélectif du récepteur Vi chez
le rat. D’un point de vu pharmacologique, le FE 201874 est un trés bon ligand sélectif Vig/V1a
et Vo/V1a Vis a vis des expeériences de liaison et peu sélectif OT/V1a, ce composé ayant une
affinité non négligeable pour le récepteur OT. Son caractére, agoniste Vi et antagoniste OT lui
confere une sélectivité complete V4 pour toute approche fonctionnelle. Ainsi, avec le SR49059
(anatgoniste sélectif du récepteur V14 (Serradeil-Le Gal et al., 1993), le physiologiste posséde
tout I’arsenal pharmacologique nécessaire pour caractériser chez le rat, sans ambiguité,
I’implication du récepteur V14 dans une action physiologique donnée.

L’ avantage de ce peptide tient en partie & sa structure peptidique qui lui confére, a la
différence du SR49059, une bonne solubilité dans les solvants aqueux ce qui facilite son
utilisation. Ainsi, il n’est pas nécessaire de le dissoudre dans le DMSO, avant son utilisation
sous forme diluée dans des tampons physiologiques pouvant conduire a des artefacts dus a des
re-précipitation lors de I’injection in vivo. Cependant, tout comme I’AVP ou I’ocytocine, il se
dégrade assez vite.

En utilisant le FE201874 comme dans nos expériences de mesure de prolifération
cellulaire au niveau surrénalien par diffusion a I’aide de mini-pompes osmotiques, nous
pouvons garantir un niveau de peptide circulant relativement stable et donc proche de la réalité
physiologique. L’ensemble de ces propriétés en font un bon outil pour la réalisation de tests
comportementaux ou le récepteur V4 est suspecté de jouer un role.

D’un point de vue chimique, ce peptide posséde aussi une ornithine en position 8 donc un
NH; situé sur la chaine latérale du peptide disponible pour greffer un résidu donné. L’acide
aminé en position 8 est en geéneéral situé en dehors de la poche de liaison du récepteur (Rodrigo
et al., 2007). Insérer en cette position un fluorophore par exemple devrait donc ne pas trop
altérer les propriétés de liaison de cet analogue. 1l est donc possible de générer a partir de ce
peptide sélectif une sonde fluorescente marquant les récepteurs Via.

Ce peptide stimulant in vivo la prolifération cellulaire, il serait intéressant de verifier si
c’est aussi un agoniste de la voie des MAP kinases comme c’est le cas pour la vasopressine qui
agit au niveau du tubule rénal via le récepteur V, (Oligny-Longpre et al., 2012). Dans
I’affirmative le FE201874 pourrait étre utilisé sur coupe fraiche de tissus pour réveéler la
présence de récepteur Via fonctionnel et constituer une nouvelle fagon de cartographier le
récepteur Vi tout en étudiant sa fonction (Refojo et al., 2005).
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Chapitre 2 : Caracterisation d’agonistes fluorescents sélectifs

en vue de la cartographie du récepteur V5 chez le rat

Ce chapitre constitue la seconde partie abordée lors de mon travail de these.
Il concerne la caractérisation pharmacologique chez le rat de ligands
fluorescents dérivés de la d[Leu’,Lys’]VP, le premier agoniste sélectif du
récepteur Vg de la vasopressine.

Ce travail a été réalisé en collaboration avec I’équipe du Pr Maurice
Manning (Université de Toledo, en Ohio, USA) ainsi que le Dr Csaba Tomboly
(Biological Research Center, Académie des Sciences de Hongrie, Szeged), qui ont
réalisé la synthése des peptides fluorescents.

Dans cette étude, j’ai effectué I’ensemble des expériences pharmacologiques
de liaison et de couplage ainsi que les premiéres validations des ligands
fluorescents sur systeme hétérologue de culture cellulaire.

Les expériences de marquage de récepteur Vi sur tranches de cerveau de
rat au moyen des ligands fluorescents caractérisés dans cette étude ont été

réalisées sous la direction du Dr Maithé Corbani.
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1. Problématique

La vasopressine et I’ocytocine sont impliquées dans de nombreuses fonctions
physiologiques tant périphériques que centrales. Ces fonctions sont régulées par les récepteurs
Via, Vig, V2 ainsi que le récepteur OT. Les récepteurs Vig connus pour étre exprimeés et
fonctionnellement actifs au niveau hypophysaire, médullo-surrénalien et pancréatique
(Koshimizu et al., 2012) sont aussi présents au niveau central et soupgonnés aussi de participer
activement a la régulation de nombreuses fonctions cognitives et comportementales impliquées
dans les systémes de récompense, de mémoire, de la sociabilité (avec Via et OT-R) et surtout
dans les processus de stress et de la dépression.

Connaitre la distribution centrale du récepteur Vg permettrait de mieux appréhender le
mode d’action de la vasopressine par ce récepteur dans les régions centrales connues pour étre
responsables de la régulation des processus comportementaux.

Le développement de ligand tritiés et radiomarqués sélectifs des récepteurs Via, Vo et OT
(pour revue Manning et al., 2008, 2012; Neumann and Landgraf, 2012) a permis leurs
localisation tant au niveau rénal pour le récepteur V,, qu’au niveau périphérique et central pour
les récepteurs Vi et OT. Ces données ont été confirmées ensuite par différentes techniques de
biologie moléculaire (RT-PCR ou hybridation in situ d’ARN messagers codant pour ces
récepteurs) (Lolait et al., 1995; Saito et al., 1995; Hurbin et al., 1998, 2002; Vaccari et al., 1998;
Young et al., 2006).

Cependant les premieres sondes moléculaires utilisées n’étaient pas toujours strictement
sélectives et certains résultats restent encore sujets a caution.

En ce qui concerne les récepteurs Vg, leurs présences au niveau hypophysaire a pu étre
démontrés a I’aide d’AVP tritiée par des experiences de liaison sur membranes hypophysaires
avec des ligands sélectifs Vg (Gaillard et al., 1984) et par autoradiographie sur des glandes
hypophysaires de bceuf exprimant spécifiquement d’assez grandes quantités de cette isoforme
(Andrés et al., 2004). Leur présence au niveau central a été validée par différentes approches
expérimentales :

> La caractérisation de messagers codant pour ce récepteur dans différentes zones du
cerveau (Koshimizu et al., 2012).

> Des expériences d’immunocytochimie avec un anticorps polyclonal dirigé contre
I’isoforme Vg (Hernando et al., 2001).
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> Des expériences d’électrophysiologie montrant dans I’hippocampe des modulations de
LTP dans certains neurones de la zone CA2 sous stimulation avec un agoniste sélectif
du récepteur V15 (Chafai et al., 2012 et résultats non publiés)

Cependant, elles restent & confirmer. En effet, il n’a jamais été possible de détecter les
sites Vip par autoradiographie (Guillon G. Tribolet E. données non publiées). Cela est dd
probablement a la faible densité de récepteur Vg dans le cerveau de rongeur, a I’incapacité de
générer des ligands sélectifs du récepteur Vig radiomarqués a [**I] puisqu’ils perdent toute
activité de liaison et enfin a I’incapacité de genérer, comme I’ont fait Hernando et ses
collaborateurs en 2001, un anticorps polyclonal anti-V;g sélectif, et ceci malgré de nombreux
essais infructueux (Guillon G. données non publiées).

De nombreux outils fluorescents ont été synthétisés et utilisés pour localiser des
récepteurs hormonaux y compris ceux de la vasopressine (Mouillac et al., 2008). Nous avons
donc décidé de développer cette approche pour les récepteurs Vig.

Des résultats antérieurs publiés pour le récepteur Vig humain (Corbani et al., 2011)
montrent qu’il est possible de fixer des fluorophores de type Alexa sur la lysine en position 8 de
la d[Leu’ Lys’]VP, le premier agoniste sélectif du récepteur Vig (Pena et al., 2007). Ces
molécules, bien que moins affines pour le récepteur V1g humain, restent cependant sélectives et
permettent un marquage des récepteurs exprimés a la surface de cellules CHO transfectées de
facon stable avec I’ADNCc du récepteur Vig humain.

L’objectif du travail présenté ici a consisté a :

» Valider pharmacologiquement ces différents ligands fluorescents Vg pour la famille
des récepteurs VP/OT de rat. Les données antérieurement publiées ne concernent en
effet que les récepteurs humains et I’existence de variabilités pharmacologiques inter-
espéces ne sont que trop bien connues (Manning et al., 2012).

> Vérifier que ces outils sont capables de révéler la présence de récepteurs Vig au niveau
de tissus connus pour exprimer naturellement ce récepteur (hypophyse) et au niveau de
structures cérebrales supposées exprimer cette isoforme du récepteur de la vasopressine.
Pour réaliser ce programme, parmi les ligands fluorescents dérivés de la d[Leu’ Lys®]VP

décrits récemment (Corbani et al., 2011), nous avons sélectionné les trois analogues les plus
prometteurs, connus pour marquer les récepteurs Vig humains, la d[Leu* Lys(Alexa488)°*]VP,
la d[Leu’ Lys(Alexa647)?]VP et la d[Leu’ Lys(Aud-Alexa647)*]VP (cf Annexes A figure S1).
IIs seront nommés par la suite, pour plus de simplicité : Analogue 2, Analogue 3 et Analogue 9
respectivement, reprenant ainsi la nomenclature de I’article ou ils ont été décrits la premiére fois
(Corbani et al., 2011)
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Slag%nr%te%%%%%rsessm receptors are involved in different physiological and behavioural functions.

Presently, no selective agonist is available to specifically elucidate the functional roles of the
V1A receptor in the rat, one of the most widely used animal models. FE 201874 is a new
derivative of the human selective V1A receptor agonist F180. In this study, we performed a
multi-approach pharmacological and functional characterization of FE 201874 to determine
whether it is selective for V1A receptors.

Experimental Approach

We modified an available human selective V1A receptor agonist (F180) and determined its
pharmacological properties in cell lines expressing vasopressin/oxytocin receptors (affinity and
coupling to second messenger cascades), in an ex vivo model (aorta ring contraction) and in
vivo in rats (proliferation of adrenal cortex glomerulosa cells and lactation).

Key Results

FE 201874 exhibited nanomolar affinity for the rat V1A receptor; it was highly selective towards
the rat V1B and V2 vasopressin receptors and behaved as a full V1A agonist in all the
pharmacological tests performed. FE 201874 bound to the oxytocin receptor, but with moderate
affinity, and behaved as an oxytocin antagonist in vitro, but not in vivo.

Conclusions and Implications

On functional grounds, all the data demonstrate that FE 201874 is the first selective agonist of
the rat V1A receptor isoform available. Hence, FE 201874 may have potential as a treatment for
the vasodilator-induced hypotension occurring in conditions such as septic shock and could be
the most suitable compound for discriminating between the behavioural effects of arginine
vasopressin and oxytocin.
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3. Discussion

Nous avons caractérisé au cours de cette étude plusieurs ligands fluorescents capables de
marquer de fagon spécifique les récepteurs Vg permettant ainsi leur localisation tissulaire sur

des coupes de tissus natifs. Plusieurs aspects de ce travail méritent une attention particuliere.

Tout d’abord, grace a cette étude realisée sur des récepteurs de rat et celle réalisée
antérieurement avec les mémes molécules sur des récepteurs VP/OT humains (Corbani et al.,
2011), il est possible de mieux comprendre les conséquences d’un greffage de fluorophore sur
les propriétés pharmacologiques des ligands etudiés. Ainsi, pour les récepteurs de rat ou
d’origine humaine, I’ajout d’un fluorophore sur la Lys® de la d[Leu* Lys*]VP induit une baisse
de I’affinité des molécules ainsi produite vis a vis du récepteur Vig. Cet effet est d’autant plus
prononcé que la taille du fluorophore est grande : I’ Alexa 647 d’un poids moléculaire d’environ
1250 Da perturbe beaucoup plus la liaison au récepteur Vig que I’Alexa 488 d’un poids
moléculaire de 643 Da, comparé & la liaison du peptide sans fluorophore (Table7). De méme, le
rajout d’un espaceur, entre le ligand et le fluorophore (le 11-aminoundécanoate de I’analogue
9), réduit cette perte d’affinité (I’effet étant lié a la taille de I’espaceur (Corbani et al., 2011).
L’ensemble de ces données montrent que, bien que la Lys® du ligand Vig utilisée pour
synthétiser nos peptide fluorescents soit en dehors de la poche de liaison du récepteur (Rodrigo
et al., 2007), I’ajout d’une molécule de poids moléculaire voisin de celui du peptide perturbe
beaucoup son affinité. Si I’on s’intéresse maintenant au coté sélectivité, nous observons que
I’ajout d’un fluorophore, quel qu’il soit avec ou sans espaceur, contribue a réduire la sélectivité
OT/Vig et V1a/Vig (Table 7). La sélectivité V,/Vig quant a elle, fluctue selon le fluorophore
ajouté, mais elle reste globalement bonne. Ces expériences indiquent clairement qu’il faut

systématiquement Vérifier I’affinité d’un peptide une fois qu’on lui a greffé un fluorophore.

Concernant I’affinité des ligands étudiés, la spécificité inter-espéce des ligands vis a vis
des récepteurs de la famille VP/OT reste aussi un sujet d’actualité. Quel que soit le fluorophore
ajouté on n’observe pas de différence inter-espece prononcée (Table 7, Figure 36 et Corbani et
al., 2011). Cependant en ce qui concerne les analogues 2, 9 et A (d[Leu’,Lys*]VP), leurs
sélectivités Vi1a/Vig est plus marquées pour les récepteurs de rat comparés a ceux d’origine
humaine. A I’inverse, la sélectivité V,/Vig est nettement plus importante pour les récepteurs
humains. La sélectivité OT/V1g quant a elle fluctue selon I’analogue considéré. L’ensemble de

ces données démontre, une fois de plus, qu’il faut valider chaque ligand a la fois en termes
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d’affinité et de sélectivité sur la famille de récepteur étudiée. Il n’est pas possible de genéraliser
les données obtenues sur une espéce a une autre (Manning et al., 2012).

Hormis les propriétés pharmacologiques classiques, nous nous sommes aussi intéressés
aux propriétés physiques des fluorophores. Les rendements quantiques trés élevés des Alexa
647 et 488 permettent d’obtenir des ligands a forte brillance, capables de détecter de faibles
niveaux de récepteur. Ainsi comme nous le montrons dans cette étude, il est possible de détecter
la présence de récepteur Vi au niveau de I’hippocampe de rat, bien que le niveau d’expression
soit trés faible (inférieure & quelques femtomoles de d[Leu’ Lys®]VP-[°H] fixée spécifiquement
par mg de protéine membranaire (G. Guillon, données non publiées).

Le choix du fluorophore est lui aussi déterminant. Ainsi I’utilisation d’une Alexa 488, par
exemple, émet @ 509 nm. Un filtre & bande passante entre 505-530 nm permettra de récolter ce
signal émis mais laissera passer également beaucoup d’autofluorescence tissulaire naturelle. De
ce fait si ce marquage est net, un bruit de fond non négligeable est observé sur coupe de tissus,
rendant ainsi I’analyse de faibles quantités de récepteurs exprimés assez difficile. A I’inverse,
I’Alexa 647 émet a une longueur d’onde de 668 nm (proche de I’infrarouge). De ce fait, aucune
autofluorescence tissulaire naturelle ne peut étre détectée a cette longueur d’onde, préservant les
images obtenues de toute autofluorescence (cf Annexes A figure S2). Ce dernier fluorophore
sera donc privilégié pour I’étude de la cartographie des récepteurs Vig centraux. Les
expériences de marquages réalisées au niveau des cultures cellulaires hétérologues ont été
effectuées de ce fait avec les analogues 3 et 9. Ces deux analogues se sont avérés étre de bons
outils pour réaliser des études de localisation des récepteurs centraux. L’analogue 9 pourrait étre
privilégié pour ces études car il posséde une meilleure sélectivité OT/V,5. Cependant, nous
avons noté que celui-ci présentait une brillance Iégérement réduite en comparaison avec
I’analogue 3. Cette différence pourrait étre liée a la position du fluorophore dans le récepteur,
éloigné de celui-ci par I’espaceur, la constante diélectrique du milieu proche du fluorophore,
peut varier et affecter sa brillance. Ceci nous a poussé a privilégier I’analogue 3 dans la suite de
I’étude. Sa sélectivité OT/V1g plus faible ne représente cependant pas un probléme particulier
puisque I’utilisation de cet analogue est toujours réalisé en présence d’un exces d’antagoniste
OT sélectif (SR126768A) pour étre sur de ne marquer que les récepteurs Vig.

Il nous reste maintenant avec ces outils a continuer I’exploration des diverses zones du
cerveau susceptibles d’exprimer le récepteur Vig. D’ores et déja les données obtenues sont
cohérentes avec certaines études de localisation des récepteurs Vig par RT-PCR (Lolait et al.,
1995; Saito et al., 1995) ou hybridation in situ (Lolait et al., 1995; Hurbin et al., 1998, 2002;
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Vaccari et al., 1998; Young et al., 2006). Bien que les données obtenues par immunochimie par
Hernando et al (2001) n’aient jamais pu étre reproduites car aucun anticorps réellement sélectif
du récepteur Vg n‘a pu étre de nouveau produit, notre étude montre une bonne coincidence
avec ces résultats. Ceci n’est pas toujours le cas si I’on compare nos résultats avec ceux obtenus
par hybridation in situ, confirmant que le pool d’ARN messagers et la quantité de protéine
réceptrice exprimée ne sont pas toujours paralléles. Ceci est d’autant plus vrai que I’on sait que
I’expression du récepteur Vig est soumise a des régulations a la fois transcriptionnelle et
traductionnelle grace a I’existence d’une séquence ouverte de lecture (ORF ) codant pour un
peptide régulateur de I’activité traductionnelle ribosomale du récepteur (Rabadan-Diehl et al.,
2007). Enfin, un avantage de notre technique est qu’elle permet I’acquisition de détails
particulierement intéressants sur la morphologie ou le type de cellules marquées si on utilise en
plus un co-marquage immunocytochimique avec des déterminants supplémentaires (marquage
astrocytaires et neuronaux permettant d’établir le type de neurone porteur des récepteurs Vig).
C’est ce qui nous a permis de vérifier que les cellules marquées de la région CA2 de
I’hippocampe étaient bien des neurones (pas de marquage Vig sur les astrocytes détectés par
I’anticorps anti-GFAP et noyaux positifs a un anticorps anti-NeuN) et de nature
glutamatergique (positives a I’anticorps CaMK?2) (résultats non illustrés, article en préparation).

Un des autres avantages associé a ces deux molécules réside dans leurs caractéere agoniste
complet pour le récepteur Vig et agoniste partiel pour le récepteur OT. Cette différence de
propriété renforce quelque peu la sélectivité des analogues fluorescents surtout si I’on utilise la
molécule 9 pour une approche fonctionnelle. Comme nous le montrons dans cette étude, I’ajout
de I’analogue 3 sur une coupe de cerveau de rat permet a la fois le marquage des cellules
exprimant le Vig et la révélation des cellules dont I’activité MAP kinases est stimulée. La
concordance entre les 2 marqueurs est trés bonne. Ce contréle ouvre de nouvelles pistes pour
réaliser la localisation des récepteurs Vg dans le cerveau : la cartographie fonctionnelle basée
sur I’activation spécifique par des ligands Vg des MAP kinases. Cette technique a d’ailleurs
déja éte utilisée par d’autres équipes au niveau cérébral pour déterminer le site d’action de la
corticolibérine (Refojo et al., 2005) mais aussi de I’ocytocine (Guzmaén et al., 2013). Il est aussi
possible de valider ce contréle par des techniques électrophysiologiques. Dans notre équipe, M.
Chafai a pu montrer que des neurones hippocampiques de la région CA2 marqué avec un ligand

V1 €tait capable de moduler son activité électrique (Chafai et al., 2012).
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Cependant, il ne serait pas raisonnable d’utiliser cette technique pour réaliser la
cartographie fonctionnelle des récepteurs Vig dans le cerveau, I’approche fonctionnelle
d’activation des MAP kinases étant plus adaptee.

Le fait que I’analogue 3 possede une affinité pour le récepteur OT similaire a celle du
récepteur Vig, suggére qu’il pourrait aussi étre employé comme marqueur des cellules
exprimant cette isoforme. Bien entendu, cette approche ne peut étre réalisée que si I’on combine
pour le marquage, I’analogue 3 et une molécule sélective du récepteur Vig bloguant toute
interaction possible du fluorophore sur ce récepteur, permettant ainsi, un marquage sélectif du
récepteur OT. Cette approche est en cours de développement au laboratoire mais s’avere tres
délicate. Nous envisageons donc plutét d’essayer de développer une sonde spécifique OT
marquée avec un fluorophore différent de I’Alexa 647 pour pouvoir tenter d’obtenir, sur une
méme coupe de tissu, le marquage sélectif V5 et OT a la fois.

Globalement, le développement de ces nouveaux outils pharmacologiques devrait

permettre aux physiologistes comportementalistes notamment, de mieux comprendre ou et

comment la vasopressine agit pour réguler le comportement.
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L’objectif de cette thése a consisté principalement & caractériser de nouveaux ligands
sélectifs pour I’étude des recepteurs Via et Vig, tous deux impliqués dans la régulation de
nombreuses fonctions globales visant a assurer I’homéostasie de I’individu mais aussi dans de

nombreux processus cognitifs et comportementaux (voir pour revue (Koshimizu et al., 2012).

La recherche de nouveaux analogues sélectifs des récepteurs VP/OT :

Une chance pour mieux étudier leurs rdles centraux de facon spécifique

Ce travail de thése a permis de réduire, ne serait-ce qu’en partie, le manque d’outils
pharmacologique disponibles pour I’étude des récepteurs de la vasopressine chez le rat. Du
point de vue pharmacologique, la caractérisation du premier agoniste du récepteur Via sélectif

in vivo représente une grande avanceée.

La méthode de choix pour valider I’implication d’un récepteur Via dans une fonction
donnée consistait antérieurement a utiliser des antagonistes sélectifs. Le composé Manning
« Manning Compound » par exemple, a été utilisé dans de nombreux tests cognitifs et/ou
comportementaux (Engelmann et al., 1992; Caruso et al., 1993). Cependant il s’est avéré plus
tard que ce composé bloquait aussi les réponses a I’ocytocine (Manning et al., 2008). Plus
récemment I’emploi du SR49059, tres sélectif de I'isoforme Via chez le rat et I’homme a
permis de tirer des conclusions moins ambigués. Cependant, en plus d’étre non sélectif chez la
souris, celui-ci est un antagoniste non peptidique peu soluble et d’emploi plus délicat qu’un
peptide. De nombreuses études comportementales ont également été réalisées avec
I’Atosiban (antagoniste OT et Via) (Matthews et al., 2005; Mak et al., 2012) qui n’ont pas
permis de conclure de fagon simple et définitive a I’implication d’une isoforme de récepteur

VP/OT dans une fonction donnée.

La caractérisation pharmacologique du FE 201874 complete avantageusement la panoplie
d’outils pharmacologiques disponibles pour I’étude des récepteurs Vi avec ce premier agoniste
sélectif chez le rat (Figure 43). D’un usage plus simple qu’un antagoniste et présentant une
bonne sélectivité autant in vitro qu’in vivo, il devrait s’imposer rapidement pour toutes les
études comportementales visant a déterminer la nature des récepteurs de la vasopressine
impliqués. En effet, ce composé ayant une affinité non négligeable pour le récepteur OT, son
caractéere agoniste V14 et antagoniste OT lui confere une sélectivité compléte V14 pour toute
approche fonctionnelle.
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Puisque les récepteurs Via et Vig d’une part, et OT d’autre part, en plus d’étre souvent
exprimés dans les mémes tissus et/ou méme cellules, ont souvent des effets opposes sur de
nombreuses fonctions cognitives ou comportementales (Legros, 2001; Neumann and Landgraf,
2012), il est nécessaire d’utiliser des molécules sélectives de chaque sous-type. Cette exigence
est fondamentale notamment si I’on veut aborder ensuite un aspect plus thérapeutique
conduisant a réguler I’action de certains récepteurs via des antagonistes trés sélectifs pour traiter

certaines pathologies.

D’un point de vue thérapeutique, le FE 201874 agissant comme agoniste du récepteur Vi
présente un potentiel thérapeutique envisageable, principalement dans le traitement des
hypotensions vasculaires tel que le choc septique. De plus, le FE 201874 peut étre administré a
I’animal vigile. Sa nature peptidique est un avantage : le FE 201874 se dissout facilement dans
I’eau et peut donc étre utilisé in vivo. Par exemple, il serait intéressant d’injecter le FE 201874

au niveau central et d’évaluer les modifications comportementales générées.

Agonistes sélectifs Sous-type de récepteur Antagonistes sélectifs
Andrés et al, 2002 F-180 SR49059
d(CH,)[D-lle?,lle? Tyr>-NH,]AVP
Marir et al, 2013 FE 201874 Vlia-R ﬁ SR49049
d(CH,)s[Tyr(Me)?]AVP
Busnelli et al, 2013 A tester Aucun antagoniste sélectif
Humain Rat Souris

Figure 43 : Ligands hautement sélectifs pour le récepteur V14 (modifiée a partir de (Chini et al.,

2008b)

Ne sont répertoriés dans ce tableau que les ligands : 1) ayant été testés sur I’ensemble des sous-types de
récepteur AVP/OT présents pour une seule espéce ; b) possédant une affinité nanomolaire pour le
récepteur d’intérét; présentant une constante d’affinit¢ au moins 100 fois plus importante pour le
récepteur d’intérét par rapport aux trois autres isoformes.

Globalement pour compléter cette panoplie, il reste encore a trouver un agoniste sélectif
pour les récepteurs V, humains, la desmopressine (dDAVP) présentant un profil d’agoniste
V1s/V, chez I’lhomme. De méme le SR149415 décrit comme Vg sélectif chez toutes les
espéces étudiées s’avere étre un antagoniste Vi1g/OT, son emploi est donc maintenant
controversé (Griffante et al., 2005; Manning et al., 2012).
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Le SR49059, le seul antagoniste sélectif du récepteur Via humain et de rat ne I’est pas
pour la souris. Un antagoniste Via pour cette espéce trés utilise pour les études

comportementales est donc a rechercher (Busnelli et al., 2013)

Le développement d’analogues fluorescents et la cartographie des

récepteurs VP/OT centraux :

Quel récepteur pour quelles fonctions comportementales ?

En raison de I’arrivée dans les laboratoires de la microscopie confocale mono- puis bi-
photonique et de la conception de nombreux fluorophores, ces dernieres années ont connu un
grand développement d’analogues hormonaux sélectifs fluorescents. Ainsi, les premiers
analogues fluorescents de la vasopressine ont été congus avec des fluorophores tels que la
fluorescéine qui possede une fluorescence assez faible et surtout qui est extrémement sensible
au photo-blanchiment. Elle s’est montrée finalement incapable de révéler de faibles quantités de
récepteurs (Guillon et al., 1992; Tran et al., 1999). De plus, ces analogues ne présentaient pas de
sélectivité d’isoforme parfaite (Terrillon et al., 2002).

Le developpement des Alexa a permis de lever certaines limites concernant le niveau de
détection de récepteur exprimé a faible niveau. Ainsi, comme nous le montrons dans la seconde
partie de nos résultats, les dérivés de la d[Leu® Lys’]VP, auxquels I’Alexa 647 a été fixé,
permettent d’obtenir une bonne localisation subcellulaire de récepteurs exprimés probablement
en tres faible quantité dans certaines zones du cerveau. Cette molécule associée a I’ utilisation du
microscope confocal a champ large nous a permis de réaliser la premiere cartographie des

récepteurs Vi dans le cerveau.

Ces outils seront également tres appréciés pour mesurer I’influence du stress sur leur
localisation et/ou leur densité ce qui constitue le principal sujet d’intérét de notre equipe. En
effet, la cartographie des sites Vig extrahypophysaires impliqués dans les mécanismes de stress
et d’anxiété représente un enjeu majeur dans I’étude de ces processus, principalement dans les
états de stress chronique. Des lignées de rats « Roman High- (RHA) et Low- (RLA)
Avoidance » connus pour présenter des profils émotionnels différents ont été au centre de
plusieurs études liées au stress, a I’anxiété et la dépression (Steimer and Driscoll, 2003).
Effectuer une étude de cartographie générale et spécifique comparative des profils d’expression
des récepteurs Vg chez ces rats permettrait d’étudier les modulations possibles durant ces

perturbations du comportement lié au stress.
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L’ association de sonde fluorescente a forte brillance, telle que I’Alexa 647, a des
ligands sélectif des différents récepteurs de la famille VP/OT permet, comme nous l'avons
montré pour le récepteur Vig, la détection de récepteur méme exprimé a bas niveau. Cette
stratégie permettra peut étre de révéler de nouvelles cibles tissulaire exprimant les récepteurs
Via et OT cependant déja bien étudiés grace aux ligand sélectifs iodés disponibles. En tout
cas, la précision du marquage obtenu permettra une localisation subcellulaire de ces
isoformes ce qui n'est pas possible actuellement.

Le FE 201874 possédant une ornithine en position 8, possede un NH, latéral libre capable
d’étre utilisé pour greffer une Alexa par exemple. L’ajout d’un radical fluorescent sur le FE
201874 peut permettre de genérer un peptide fluorescent utilisable pour localiser les récepteurs
Via. 1l est probable que cette modification affecte la spécificité et/ou la sélectivité de ce FE
201874 fluorescent, seul sa caractérisation pharmacologique nous le confirmera. La synthese
d’un tel ligand est en cours de réalisation dans le laboratoire du Dr Csaba Tomboly.

De méme, un ligand fluorescent spécifique au récepteur OT serait d’une grande
importance. Le fait que I’analogue 3 posséde une affinité pour le récepteur OT similaire a celle
du récepteur Vig, suggére qu’il pourrait aussi étre employé comme marqueur des cellules
exprimant cette isoforme. Bien entendu, cette approche ne peut étre réalisé que si I’on combine
pour le marquage, I’analogue 3 et une molécule sélective du récepteur Vig bloquant toute
interaction possible du fluorophore sur ce récepteur, permettant ainsi, un marquage sélectif du
récepteur OT. Cette approche en cours de développement dans notre équipe s’avere tres
délicate. Il est donc plus envisageable d’essayer de développer de nouvelles sonde spécifique
OT marquee avec un fluorophore de type Alexa, la encore de nouvelles molécules sont en cours

de caractérisation au laboratoire.

L ensemble de ces 3 composés fluorescents dirigés contre les trois récepteurs centraux de
la famille VP/OT (V1a, Vig et OT), avec des fluorophores distincts, permettrons dans un avenir

proche de les imager au niveau central et sur une seule et méme coupe.

Au niveau peériphérique, I'obtention d'une sonde fluorescente spécifique du récepteur Vs
pourrait aussi permettre la localisation tissulaire du récepteur V, extra rénal supposé étre
exprimé au niveau de I'endothélium de certaines vaisseaux sanguins responsable d'un effet
vasodilatateur mal étudié bien que physiologiquement important (Kaufmann et al., 2003).
Cela permettrait aussi de localiser les récepteurs V, responsables de la synthése facteur
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VIl impliqués dans la coagulation sanguine et expliquant le role de la dDAVP dans le
traitement de certaines formes d’hémophilie et du syndrome de Von Villebrand (Vilhardt et
al., 1993). Enfin la présence de récepteurs Vig au niveau du tractus gastrointestinal impliqué
dans les phénomenes d'inflammation colique (syndrome de Crohn) a été aussi suggeré
(Ferrier et al., 2010). Cependant sa localisation reste a préciser avec des outils plus fiables que
ceux utilisés.

Ces nouvelles molécules fluorescentes capables de marquer sélectivement les différents
récepteurs de I'AVP et de I'OT constituent donc des outils de choix pour les physiologistes et

les endocrinologistes pour comprendre des actions encore méconnues de ces 2 hormones.
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Figure S1: Structure chimique de I’analogue 3 (A) et de I’analogue 9 (B)
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Neuropeptides such as vasopressin and oxytocin, besides their well-known peripheral
actions, regulate many cognitive and behavioral functions via a central action. Recently, it
has been shown that vasopressin mediate, through V1A, V1B and OT receptor, mood,
learning and emotional disorders occurring in the limbic system. However, the V1A and V1B
receptor sub-types remain the least studied because of the lack of selective pharmacological
tools.

In the rat, one of the most used animals in laboratory, no high affinity agonist selective
for the V1A receptor has been characterized yet. Similarly for V1B, we lack radio-labbel ou
fluorescent tools to localize selectively this receptor in the central nervous system.

This led us, in this work, to focus on two targets :

V1A receptor

This part concerns the pharmacological characterization of a new compound, the FE
201874. This compound, derived from the F-180 was first described as a short-acting
selective agonist of the human V1A receptor.

Our results confirmed that FE 201874 is a good ligand and V1B/V1A, V2/V1A selective
concerning binding experiments and OT/V1A unselective. FE 201874 binds to the oxytocin
receptor but with a moderate affinity and behaves as an oxytocin antagonist in vitro, but not
in vivo. Our study has allowed the characterization of the first selective V1A receptor agonist
in rats.

This selective peptide would be particularly useful in developing new therapeutic
strategies or pharmacological studies aimed at better understanding of the central roles of
these receptors in behavior and pathologies.

V1B receptor

This section concerns the characterization of the labeling and pharmacological
properties of fluorescent ligands derived from d [Leu4, Lys8] VP, the first selective agonist of
the rat V1B receptor, to study the distribution of central V1B receptors in rats.

Our results showed that the 3 fluorescent ligands tested are good agonists, V1IA/V1B
and V2/V1B selective and OT/V1B unselective. Their ability to label the V1B receptors in a
heterologous cell culture system and primary cell culture was also evaluated, demonstrating
that these fluorescent ligands are excellent tools to label and study the V1B receptors
localization. These ligands were then used on fresh rat brain slices to study the V1B
receptors distribution in central regions involved in different behavioral processes. Several
sites have been identified including the hippocampus, the cortex, the amygdala, the
hypothalamus, the olfactory bulb. In addition, taking advantage of the agonist nature of the
fluorescent ligands, the activation of the Map kinase pathway in living brain slices by the
fluorescent agonists could also be evidenced using a specific anti-pERK antibody. Thus,
mapping the in situ expression of V1b receptors in connection with their function in normal
and stressed animals will become possible using these tools.
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Les neuropeptides tels que la vasopressine et I’ocytocine, hormis leurs actions périphériques bien connues,
régulent de nombreuses fonctions cognitives et comportementales via une action centrale. Récemment, il a été
démontré que la vasopressine régule, par le biais des récepteurs centraux Via, Vig et OT de I’ocytocine,
I’humeur, I'apprentissage et les désordres affectifs évoluant dans le systéme limbique. Néanmoins, les
isoformes Vi et Vg restent les moins étudiées, souffrant d’un manque d’outils pharmacologiques sélectifs.

Chez le rat, un modele animal des plus utilisé en laboratoire, aucun agoniste de haute affinité sélectif du
récepteur Via n’a été caractérisé. De la méme fagon pour le récepteur V5, nous manquons d’outils sélectifs
permettant sa localisation dans le systéme nerveux central. D’ou la nécessité de développer de nouvelles
molécules sélectives pour répondre & ces besoins. Ceci nous a conduit, lors de ce travail de thése, a privilégier
deux axes de recherches ciblant :

Le récepteur Vip

Cette partie concerne la caractérisation des propriétés pharmacologiques d’un nouveau composé, le FE
201874. Ce composé, dérivé du F-180 a été présenté comme un agoniste sélectif du récepteur V15 humain a
courte durée de vie.

Les résultats de cette étude ont confirmé que le FE 201874 est un trés bon ligand sélectif V1g/Via €t Vo/Via
vis a vis des expériences de liaison et peu sélectif OT/V14, ce composé ayant une affinité non négligeable pour
le récepteur OT. Son caractere, agoniste Vi et antagoniste OT lui confére une sélectivité compléte V14 pour
toute approche fonctionnelle. La validation des résultats s’est faite également par des approches ex vivo et in
vivo qui ont confirmé le caractére agoniste sélectif du FE 201874. Notre étude a permis donc a la caractérisation
du premier agoniste sélectif du récepteur Vi chez le rat.

Ce peptide sélectif serait particulierement utile pour développer de nouvelles stratégies thérapeutiques ou
pour les études pharmacologiques ayant pour but de mieux comprendre les réles centraux de ces récepteurs dans
les pathologies comportementales et les pathologies liées au stress.

Le récepteur Vg
Cette partie concerne la caractérisation des propriétés pharmacologiques et de marquage de ligands

fluorescents dérivés de la d[Leu’ Lys®]VP, le premier agoniste sélectif du récepteur Vig, en vue d’étudier la
distribution centrale des récepteurs Vg chez le rat.

Les résultats obtenus ont montré que les 3 analogues testés sont des agonistes sélectifs Via/Vig et Vo/Vyp et
peu si ce n’est pas sélectif OT/V5. Leur capacité @ marquer les récepteurs Vg en systéme hétérologue de
culture cellulaire et en culture cellulaire primaire a également été évaluée, démontrant que ces ligands
fluorescents représentent d’excellents outils pour le marquage et I’étude de la localisation des récepteurs V.
Ces ligands ont ensuite été utilisés sur coupes fraiches de cerveau de rat pour I’étude de la distribution des
récepteurs Vg centraux dans les régions impliquées dans les différents processus comportementaux. Plusieurs
sites ont été détectés parmi lesquels I’hippocampe, du cortex, de I’amygdale, de I’hypothalamus le bulbe olfactif
Enfin, en tenant compte de la nature agoniste de ces ligands fluorescents, I’activation de la voie MAP kinase au
niveau des tranches cérébrale a été également mise en évidence.

Ce travail a été soutenu par le programme d’échange Averroés
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Les neuropeptides tels que la vasopressine (AVP) et I’ocytocine (OT), régulent de nombreuses
fonctions cognitives et comportementales via une action centrale. En effet, il a été démontré que les
récepteurs centraux de I’AVP et de I’OT régulaient I’humeur, I’apprentissage et les désordres affectifs
évoluant dans le systéme limbique.

Pour le moment aucun agoniste sélectif n’est disponible pour élucider de fagon spécifique les roles
fonctionnels des récepteur V1a centraux chez le rat, un modele animal des plus utilisé en laboratoire.
De méme, le rble du récepteur V1b a été particulierement souligné mais le manque d’anticorps
specifiques ou de ligands radioactifs sélectifs ne permet pas d’étendre les études plus loin.

o Le récepteur Vla: Le FE 201874 est une nouvelle molécule dérivant du F-180 qui est
I’agoniste sélectif du récepteur Vla chez I’homme. Dans cette étude, nous avons effectué une
caractérisation pharmacologique mutlti-approche démontrant que le FE201874 peut combler ce déficit
en agoniste VV1a chez le rat.

Pour cela, nous avons déterminé ses propriétés pharmacologiques et physiologiques dans : plusieurs
lignés cellulaires exprimant les récepteurs de la vasopressine et de I’ocytocine (affinité et cascade de
couplage au second messager), un modele ex vivo (contraction d’anneaux d’aorte de rat) et un modele
in vivo (prolifération de la zone glomérulée du cortex surrénalien et mesure de lactation chez rate
lactante).

Le FE 201874 a montré une affinité nanomolaire pour le récepteur V1a de rat; il est hautement
sélectif vis a vis des autres récepteurs de la vasopressine. Il se lie également au récepteur de I’ocytocine
avec une affinité modérée mais agit cependant comme antagoniste in vitro mais pas in vivo. Du point
de vue fonctionnel, le FE 201874 agit comme un agoniste complet avec le récepteur V1a, il est donc le
premier agoniste sélectif du rvVia-R.

Ce peptide selectif serait particulierement utile dans les études pharmacologiques ayant pour but de
mieux comprendre les rbles centraux de ces récepteurs dans les pathologies comportementales et les
pathologies liées au stress.

* Le recepteur V1b: Sur la base des peptides dérivés de la vasopressine précédemment
synthétisé par notre équipe, nous avons développé de nouveau ligands sélectifs couplés a des
fluorophores choisis pour leurs émissions spectrales et leurs luminosités afin de détecter des niveaux
faibles d’expression dans les tissus natifs.

L affinité et le couplage fonctionnel de ces ligands ont été caractérisés. Plusieurs ligands ont montré
une forte affinité sélective pour le récepteur V1b mais agissent également comme agoniste complet
pour ce méme récepteur contrairement au récepteur OT. Les ligands ont été testés par la suite sur
culture primaire d’hypophyse de rat exprimant naturellement le récepteur VV1b puis sur tranches de
cerveau de rat afin de réaliser une cartographie centrale des récepteurs VV1b chez le rat.

Plusieurs sites ont été détectés au niveau de I’hippocampe, du cortex, de I’amygdale, de
I’hypothalamus et du bulbe olfactif, qui représentent des zones tissulaires importantes connues pour
étre impliquées dans la régulation du stress, de I’anxiété, de la dépression ou de I’agression.

De plus, en tenant compte de la nature agoniste de ces ligands fluorescents, I’activation de la voie
MAP kinase au niveau des tranches cérébrale a été mise en évidence. Ainsi, la carte de I’expression in
situ des récepteurs V1b en connexion avec leur fonction a été mise en évidence pour la premiére fois.

Mots clés : vasopressine, récepteurs V1a et V1b, ligands fluorescents, comportement, pharmacologie.
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