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Résumé

L’urotensine II (UII) et son paralogue I’urotensin Il-related peptide (URP) sont
deux neuropeptides cycliques considérés comme les facteurs endogenes vasoactifs les
plus puissants caractérisés a ce jour. L’UIIl et ’'URP interagissent avec le récepteur
UT, classiquement couplé a une phospholipase C. Les effets périphériques, notamment
cardiovasculaires de I’UII et de I’'URP sont bien caractérisés. En revanche, le role du
systéme urotensinergique au niveau cérébral reste trés mal connu. L’UT est fortement
exprimé dans les motoneurones de la moelle épiniere mais €galement dans une sous-
population astrocytaire de certaines aires cérébrales comme I’hippocampe et le
thalamus. Plusieurs groupes ont mis en évidence des effets mitogénes de 1’UII sur des
cellules transfectées par I’ADNc codant ’UT, ou des cellules normales natives
connues pour exprimer le récepteur. De plus, I’expression de I’UII et de I’UT a été
mise en évidence dans différentes lignées tumorales dont certaines sont issues de
glioblastomes. La prolifération des astrocytes peut étre observée in vivo au cours de
I’ontogenese cérébrale, de maladies neurodégénératives ou du développement de
tumeurs cérébrales. L’ensemble de ces données nous a conduit a étudier le rdle de
I’UII et de I'URP dans le controle de 1’activité astrocytaire en conditions
physiologiques et physiopathologiques. Le projet de recherche a consisté a
i) caractériser les sites de liaison de I’UII et I’'URP sur les astrocytes et déterminer les
voies de transduction associ€es a leur activation, ii) valider un éventuel antagoniste
peptidique de I’UT dans notre modéle et iii) rechercher un role potentiel de I’UII

in vivo dans certaines pathologies associées a une prolifération astrocytaire.



10

Plusieurs approches complémentaires ont permis de mettre en évidence la
présence des ARNm codant I’UT (RT-PCR), et de la protéine (western blot,
cytométrie en flux) dans les astrocytes corticaux de Rat en culture. L’UII interagit avec
des sites de treés haute et haute affinités tandis que ’'URP fixe un unique récepteur. Les
deux peptides sont capables de stimuler le métabolisme des PIPs Seules la liaison (site
de trés haute affinité) et ’activité stimulante de 1’UII sur le métabolisme des PIP sont
sensibles a la toxine pertussique (PTX), un bloqueur des protéines Gi/G,. L’UII et
I’URP entrainent une élévation dose-dépendante de la [Ca*]. dont le profil se
caractérise par une phase aigué suivie d’une phase plateau. Cependant, seule la courbe
dose-réponse de I’UII est biphasique avec une activité biologique observée dés 10"
M. La réponse des astrocytes a I’UII et ’URP est supprimée en présence d’U73122, un
inhibiteur de phospholipase C, et le blocage des récepteurs-canaux de I’IP5 par le 2-
APB réduit considérablement les deux phases calciques. La chélation du calcium
extracellulaire par ’EGTA inhibe partiellement la premiére phase et supprime la phase
plateau. L’utilisation de bloqueurs sélectifs de canaux calciques montre que 1’influx de
calcium met majoritairement en jeu des canaux de type T. Ces résultats montrent que
I’UII et ’'URP, en activant I’UT exprimé par les astrocytes, mobilisent le calcium a
partir des pools intra- et extracellulaires principalement via le recrutement des canaux
calciques de type T.

Les chercheurs du laboratoire ont synthétisé plusieurs dizaines d’analogues de
I’UII et de ’URP, dont le [D-Trp*JURP, I’[Om’JURP et le [D-Tyr®JURP, qui sont
capables de bloquer les effets spasmogenes de I’UII sur des anneaux d’aortes de Rat.

Appliqués au voisinage d’astrocytes, le [D-Trp*]JURP et le [D-Tyr*JURP entrainent une
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¢élévation de la [Ca*']. semblable a celle observée avec I’'URP, tandis que I’[Orn’JURP
est dépourvu d’activité intrinséque. Ce composé inhibe de fagon dose-dépendante la
mobilisation calcique induite par I’UII et ’'URP et provoque un décalage vers la droite
des courbes doses-réponses associ¢ a une diminution de leur efficacité. Ces résultats
constituent la premiére caractérisation d’un puissant antagoniste urotensinergique sur
un modéle de cellules nerveuses natives et font de I’[Orn’JURP un outil
particulierement intéressant pour le développement de nouveaux antagonistes sélectifs
de ’UT.

La derniére partie de mes travaux de thése porte sur 1’étude du réle potentiel du
systtme urotensinergique sur le contréle de la prolifération cellulaire et le
développement de tumeurs d’origine astrocytaire. Nos résultats montrent que seule
I’application de concentrations croissantes d’UIl sur des astrocytes entraine une
¢lévation de la densité cellulaire. En collaboration avec le Pr L’Houcine Ouafik (EMI-
0359, Marseille), nous avons mesuré les taux d’ARNm codant I’UII, ’'URP et I’UT
dans des extraits de lignées tumorales, de xénogreffes et de glioblastomes humains.
Les quatre lignées tumorales testées, issues d’astrocytomes (SW1088 et SW1783) et
de glioblastomes (U87 et U138), expriment les génes codant I’UIIL, ’'URP et I’UT. Les
xénogreffes, obtenues par injection de cellules U87 chez des souris immunodéprimées,
présentent des taux d’UII et d’UT nettement supérieurs a ceux observés dans la lignée.
Par ailleurs, tous les échantillons de glioblastomes humains testés expriment les
ARNm codant I’UIIL, I’'URP et I’'UT. Cependant, 1’analyse statistique des données a

révélé que seuls les taux d’ARNm de I’UII sont corrélés a ceux de ’'UT. Ces résultats
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suggerent que le systéme urotensinergique pourrait jouer un role important dans le
contrdle de la tumorigenese cérébrale.

L’ensemble de ces données indique qu’en dépit de leurs analogies structurales,
I’UIT et ’'URP n’ont pas strictement le méme profil pharmacologique et pourraient
donc exercer des roles physiologiques distincts. En particulier, 1’UIl pourrait étre
impliquée dans le contrdle de la prolifération de ces cellules, notamment dans le cas de
tumeurs cérébrales d’origine gliale. Ces travaux ouvrent ainsi de nouvelles
perspectives de recherche dans le traitement des tumeurs cérébrales d’origine

astrocytaire.
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Summary

Urotensin II (UIl) and its paralog urotensin Il-related peptide (URP) are two
cyclic neuropeptides considered as the most potent endogenic vasoactive factors
characterized so far. UIl and URP interact with the UT receptor, classically coupled to
a phospholipase C. Peripheral effects of both UIl and URP, especially in the
cardiovascular system, are well characterized. In contrast, the role in the central
nervous system remains unclear. UT is strongly expressed in motoneurons from the
spinal cord, but also in a subpopulation of astrocytes localized in some brain areas
such as hippocampus and thalamus. Several groups showed that UII exhibits mitogenic
effect on UT-transfected cells as well as on native cells which naturally express the
receptor. The UIl and UT expression has been reported in different tumoral cell lines,
including ones derived from glioblastoma. /n vivo, astrocyte proliferation is observed
during cerebral ontogenesis, neurodegenerative diseases and brain tumorigenesis.
Taken together, these data led us to examine the role of UIl and URP in astroglial
activity in physiological and pathophysiological conditions. This project aimed at
i) characterizing UIl and URP binding sites expressed by astrocytes and determining
the transduction pathways involved, ii) testing a potent peptidic antagonist of UT in
our model and iii) investigating a putative role of UII in pathologies associated with
astrocyte proliferation.

Several complementary methods allowed us to find the presence of mRNA
encoding UT (RT-PCR), and of its protein (western blot, flow cytometry) in cultured

rat cortical astrocytes. UII interacts with a very high- and high-affinity binding sites
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coupled to a phospholipase C whereas URP binds a single receptor. Both peptides
stimulate the polyphosphoinositide (PIP) metabolism. Only very high-affinity binding
and

Ull-induced PIP metabolism increase are sensitive to pertussis toxin (PTX), a specific
Gi/G, protein blocker. Both UII and URP evoked a dose-dependent [Ca*"]. elevation
with an acute phase following by a plateau. However, sole the UII dose-response curve
is biphasic with a biological activity observed at very low concentrations (10" M).
Astrocyte response to UIl and URP is abolished in the presence of U73122, a
phospholipase C inhibitor, and the specific blockade of IP; receptor-channels by
2-APB strongly reduced both the peak and the plateau. Extracellular calcium chelation
by EGTA partially inhibited the first phase and suppressed the plateau. The use of
specific calcium channel blockers showed that the calcium influx mostly involves
T-type channels. These results indicate that both UIl and URP, by activating UT
expressed by astrocytes, recruite calcium from intra- and extracellular pools via T-type
channels.

Researchers from the lab designed several UIl and URP analogs, such as
[D-Trp*]JURP, [Orn’JURP and [D-Tyr°JURP, which are able to block spasmogenic
effects of UIl on rat aortic rings. Administered in the vinicity of astrocytes,
[D-Trp*]JURP and [D-Tyr®JURP provoke a [Ca**]. increase similar to that observed with
URP, whereas [Orn’JURP is devoid of any intrinsic activity. This compound induced a
dose-dependent inhibition of the calcium mobilization evoked by both UIIl and URP,
with rightward-shift of the dose-response curves accompanied by a decrease of

efficiency. These results are the first characterization of a potent urotensinergic
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antagonist in a nervous native model, suggesting that [Orn’JURP is an interesting tool
for the development of new selective UT antagonists.

The last part of my Ph.D work concerns the study of the potential role of
urotensinergic system on astrocyte proliferation and astroglial tumor development. Our
results showed that only the application of graded concentrations of UII on astrocytes
increases cell density. In collaboration with Pr L’Houcine Ouafik (EMI-0359,
Marseille), we measured mRNA levels of UIl, URP and UT in tumoral cell lines,
xenografts and human glioblastoma extracts. The four tumoral cell lines tested,
derived from astrocytoma (SW1088 and SW1783) and glioblastoma (U87 and U138),
express the genes encoding UII, URP and UT. A xenograft, resulting the U87 cell
injection in Nude mice, exhibits much greater levels of UIl and UT mRNA than ones
measured from cultured cell lines. However, all human glioblastoma samples tested
expressed UIl, URP and UT mRNA. Nevertheless, statistical analysis of our data
revealed that only the UII and the UT gene expression levels are positively correlated.
These results strongly suggest that the urotensinergic system may play an important
role in the control of glial tumorigenesis.

Taken together, these data indicate that, despite of their structural analogies, UII
and URP do not strictly share the same pharmacological profile and may exert distinct
physiological functions. In particular, UIl might be involved in the control of cell
proliferation, especially during tumorigenesis of glial cells. This work opens some new

perspectives for astroglial tumor treatment.
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Pressenti dés le milieu du XIX®™ siécle par Claude Bernard, le concept de
neurotransmission mit plusieurs décennies pour s’imposer. Aprés les travaux de
Charles Scott Sherrington (1897) qui proposa le terme de synapse (du grec syn =
ensemble et haptein = toucher, saisir) pour définir la jonction entre deux neurones, le
pharmacologue autrichien Otto Loewi fiit le premier a démontrer la nature chimique de
la communication nerveuse. Il réalisa une expérience restée célébre sur des cceurs
isolés de Grenouille (Loewi, 1921) qui lui permit de caractériser les effets d’une
substance libérée par le nerf vague qu’il appela « vagustoff ». Quelques années plus
tard, Henri Dale montra qu’il s’agissait de 1’acétylcholine (ACh) (Dale and Dudley,
1929). Depuis ces travaux fondateurs qui valurent a Loewi et Dale de partager le Prix
Nobel de Physiologie en 1936, le nombre de neurotransmetteurs identifiés a suivi une
progression exponentielle. Selon leur nature chimique, on considére les

neurotransmetteurs « classiques » ou de petite taille comme le glutamate,

I’acide y-amino butyrique (GABA) ou la dopamine, et les neuropeptides constitués
d’un faible nombre d’acides aminés (a.a.) comme la thyrotropin-releasing hormone
(TRH) et la corticotropin-releasing hormone (CRH) qui en possédent 3 et 40,
respectivement. A ce jour, une centaine de neuropeptides a été caractérisée et on
estime qu’il en resterait plusieurs dizaines a découvrir. Selon leur mécanisme d’action,
les neuropeptides agissent comme des neurotransmetteurs, des neurohormones et/ou
des neuromodulateurs. Par ailleurs, les nombreuses données accumulées durant ces
deux derniéres décennies ont clairement démontré que les astrocytes participent
activement au contrdle de la communication cellulaire dans le systéme nerveux central

(SNC), notamment en produisant eux-mémes certains médiateurs chimiques.
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L’urotensine Il et son paralogue 'urotensine Il-related peptide sont deux

neuropeptides récemment découverts chez les mammiféres. Au cours de ma these, je

me suis intéressé¢ aux effets de ces peptides sur la fonction astrocytaire en conditions

physiologiques et physiopathologiques.
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Figure 1: Schéma du systéme neurosécréteur caudal des poissons téléostéens.
5-HT, 5-hydroxytryptamine ou sérotonine; ACh, acétylcholine; CRH, corticotropin-releasing
hormone, corticolibérine; NPY, neuropeptide Y; PTHrP, parathyroid hormone-related protein;

Ul et Ull, urotensine | et II; VT, vasotocine (adapté de Bern et al., 1985).
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1. Le systéme urotensinergique

1.1. Structure de ’urophyse

Les poissons téléostéens (Baudroie, Carpe, Gobie,...) possédent dans la partie
caudale de leur moelle épiniére un systéme neurosécréteur richement vascularisé, qui
assure un lien entre le SNC et la circulation périphérique. Décrit pour la premiere fois
par Dahlgren (1914), il est constitu¢ d’une population particuliere de neurones
magnocellulaires ou cellules de Dahlgren (Speidel, 1922). Initialement appelée
hypophyse caudale (Favaro, 1926) en raison de ses analogies anatomiques avec la
neurohypophyse des mammiferes, cette structure a ensuite été baptisée urophyse
(Enami, 1959). D’un point de vue histologique, I’'urophyse est constituée d’une zone
centrale, la médulla, et d’une zone périphérique, le cortex (Figure 1). La médulla, en
étroit contact avec la face ventrale de la moelle épinicre, contient les afférences des
cellules de Dahlgren. Le cortex renferme quant a lui un réseau de capillaires sanguins
au niveau desquels se projettent les terminaisons des cellules de Dahlgren sous forme
de renflements appelés corps de Herring (Pandey, 1981). Parmi les produits de
sécrétion libérés dans le réseau veineux de 'urophyse, on compte ACh (Ichikawa,
1978) et divers peptides comme la vasotocine (Goossens, 1976), I'urotensine I (UI)
(Lederis et al., 1982), I’urotensine 11 (UII) (Pearson et al., 1980), I’urocortine (Lovejoy
et Balment, 1999), la parathyroid hormone-related protein (PTHrP) (Ingleton et al.,
2002) et la CRH (Lu et al., 2004). Une fois libérées, ces neurohormones gagnent le
systéme porte-rénal puis la veine caudale qui irrigue notamment les reins et la vessie

(Bern et al., 1985).
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Des études immunocytochimiques ont révélé que les cellules de Dahlgren
recoivent de nombreuses afférences émanant de la partie caudale de la moelle épiniére,
de natures cholinergique (Ichikawa, 1978), monoaminergique (Audet et Chevalier,
1981; McKeon et al., 1988), sérotoninergique (Cohen et Kriebel, 1989) et
peptidergique. Parmi ces derniéres, on compte des fibres a gonadolibérine (GnRH)
(Miller et Kriebel, 1986), a Met-enképhaline (Yamada et al., 1988) et a neuropeptide
Y (NPY) (Oka et al., 1997). L activité sécrétrice des cellules de Dahlgren est régulée
positivement par I’ACh (Brierley et al, 2001; 2003) ou négativement par

I’adrénaline, la noradrénaline et la sérotonine (Hubbard et al., 1996; 1997).

1.2. L’urotensine I1 et ’urotensin Il-related peptide

Initialement caractérisée a partir d’urophyses du Gobie Gyllicthys mirabilis
(Pearson et al, 1980), I’'UII a par la suite été identifiée chez d’autres especes comme le
Poisson ventouse Catostomus commersoni (McMaster et Lederis, 1983), la Carpe
Cyprinius carpio (Ichikawa et al., 1984) et le Flétan Platichthys flesus (Conlon et al.,
1990). L’UIl a également été purifiée a partir d’extraits de moelle épiniére de
Roussette Scyliorhinus canicula (Conlon et al., 1992a) et d’Esturgeon Acipenser
ruthenus (McMaster et al., 1992). Bien qu’il fit longtemps admis que 1’expression de
I’UIl se limitait aux poissons, plusieurs observations plaidaient en faveur de la
présence du peptide chez d’autres espéces. En effet, I’UIl de Gobie est capable de
provoquer la vasodilatation d’anneaux d’aortes de Perdrix (Muramatsu et Kobayashi,
1979) et de Rat (Gibson, 1987), ou la relaxation du muscle anococcygien de Souris

(Gibson et al., 1984). Quelques années plus tard, les travaux de Conlon ef al. (1992b)
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ont démontré la présence de I’UII dans le cerveau d’un tétrapode, la Grenouille verte
Rana ridibunda. Depuis, I’UII a été clonée chez plusieurs especes de mammiféres dont
I’Homme (Coulouarn et al., 1998; Ames et al., 1999), la Souris (Coulouarn et al.,
1999), le Rat (Coulouarn et al., 1999), le Porc (Mori et al., 1999) et le Singe
(Elshourbagy et al., 2002). Plus récemment, en recherchant la forme mature de 1’UII
dans le cerveau de Rat, Sugo ef al. (2003) ont isolé un paralogue de I’UII qu’ils ont
nomm¢ Ull-related peptide (URP) (Sugo et al., 2003). Le préproURP a ¢été cloné chez

I’Homme, la Souris (Sugo et al., 2003) et le Poulet (Tostivint et al., 2006).

1.2.1. Les genes de I'UII et de |"'URP

Chez ’'Homme, le géne codant la préproUIl est localisé dans la région p36 du
chromosome 1, celui du préproURP occupant la région q28 du chromosome 3 (Sugo
et al., 2003). Les genes des deux formes de somatostatine, SS1 et SS2, sont présents
dans les mémes régions chromosomiques : le géne de la SS1 est situé a proximité de
celui de I’'URP tandis que le géne de la SS2, aussi appelée cortistatine (CST), est
localisé¢ sur le méme locus que celui de I’UIL. L’hypothése selon laquelle les deux
tandems URP/SS1 et UII/SS2 dériveraient de deux génes ancestraux, protoUII et
protoSS1, eux-mémes placés en tandem, est renforcée par des €tudes de synténie
montrant que plusieurs autres genes, MASP2, CLCN6 et TP73 de la région 1p36
possedent un paralogue dans la région 3q28, ie. MASPI, CLCN2 et TP73L,

respectivement (Tostivint et al., 2006) (Figure 2). De fait, les régions 1p36 et 3q28
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sont considérées comme des paralogons, i.e. des régions ayant subi des duplications a

grande échelle (Popovici et al., 2001).

" SS/UIL £
. ancestralt.

Duplication en tandem

T Ul
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" SS
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Figure 2: Processus évolutifs a I'origine des génes des
familles de [lurotensine Il et de la somatostatine.
CST, cortistatine; Ull, urotensine Il; URP, Ull-related
peptide; SS, somatostatine (d’aprés Tostivint et al., 2006).

1.2.2. Structures de [’UII, de ["'URP et de leur précurseur

Selon les especes, I’'UII est constituée d’un nombre variable d’a.a., compris
entre 11 chez I’ Homme (Coulouarn ef al., 1998) et 17 chez la Souris (Coulouarn et al.,
1999) (Tableau 1). Jusqu’a présent, la caractérisation de la séquence de I’'URP se
limite a I’Homme, la Souris, le Rat (Sugo et al., 2003) et le Poulet (Tostivint et al.,
2006). Sa séquence est strictement conservée chez les mammiféres et correspond a
I’Ala'-Ully,, humaine (Sugo et al., 2003). Chez le Poulet, seule la valine en position 8

est substituée par une isoleucine (Tostivint et al., 2006, Tableau 1).
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Peptide Espéce Séquence Ng,r:gre
Gobie AGTADCFWKYCV 12
Grenouille AGNLSECFWKYCV 13

ull Rat pQHGTAPECFWKYCI 14

Souris PQHKQHGAAPECFWKYCI 17
Porc GPPISECFWKYC 12
Homme ETPDCFWKYCV 11
Rat, Souris, Homme AQFWKYQV

IRE e olia: ACFWKYCI 8

Tableau 1: Séquence de I'UIl et de TURP chez différentes espéces. Les résidus
notés en vert forment la portion cyclique commune a l'urotensine Il (Ull) et a
lurotensin ll-related peptide (URP) chez toutes les espéces. Les pointillés
représentent le pont dissulfure entre les deux résidus cystéines de la chaine
peptidique. a.a., acide aminé, pQ, pyroglutamine.

Les formes matures de I'UIl et de I'URP possédent dans leur région
C-terminale une séquence cyclique de 6 a.a. (CFWKYC) strictement conservée des
poissons jusqu’aux mammiferes (Douglas et al., 2004). La triade FWK, également
présente dans la partie cyclique de la SS1 et de la CST (Figure 3), est indispensable a
I’activité biologique. En effet, la substitution d’un des a.a. de cette triade par son
énanthiomeére de la série D ou par tout autre résidu, géneére des analogues inactifs de
I’UII (Camarda et al., 2002b; Flohr ef al., 2002; Kinney et al., 2002; Labarrere et al.,

2003; Guerrini et al., 2005) et de 'URP (Chatenet et al., 2004). La présence d’un

coude y-invers€, mis en évidence par résonance magnétique nucléaire (RMN) dans la
structure de I’URP, serait indispensable a la liaison des peptides sur leur récepteur

(Chatenet et al., 2004).
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Figure 3: Structure de l'urotensine Il (Ull), de I'Ull-related peptide (URP),
de la somatostatine 1 (SS1) et de la cortistatine (CST) matures chez
’Homme. Les résidus notés en vert sont communs aux 4 peptides (d’aprés
Tostivint et al., 2006).

Contrairement a la région C-terminale, la portion N-terminale est trés variable
d’une espeéce a l'autre, tant sur le nombre que sur la nature des résidus. A titre
d’exemple, I’UIIl de Souris contient 10 a.a. en amont du cycle, contre 5 et 4 résidus
chez le Rat et ’'Homme, respectivement (Coulouarn et al., 1998; 1999) (Tableau 1).

La proUIl (Coulouarn et al., 1998) et le proURP (Sugo et al., 2003) sont des
précurseurs monofonctionnels, i.e. ils possédent une seule copie du peptide actif situé
dans la région C-terminale. Comme la quasi-totalité des précurseurs neuropeptidiques,
la préproUIl et le préproURP sont flanqués en position N-terminale d’un peptide
signal d’une vingtaine de résidus. Contrairement aux séquences de 1’UII et de ’'URP
qui sont tres conservées, celles de leur précurseur sont extrémement variables d’une
espece a ’autre (Tableau 2). En effet, la préproUIl humaine ne partage que 50 et 61%
d’identité avec ses homologues murin (Coulouarn et al., 1999) et porcin (Mori et al.,
1999). De plus, chez la Souris et le Rat, deux especes pourtant proches

phylogénétiquement, les précurseurs présentent seulement 84% d’identité entre eux
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(Coulouarn et al., 1999) (Tableau 2A). De méme, le préproURP humain ne partage
que 40 a 55% d’identité avec les précurseurs de Rat, de Souris et de Poulet (Tableau

2B) (Tostivint et al, 2006) (d’apres le logiciel ClustalW sur le site

http://www?2.ebi.ac.uk).

|z| Singe|Porc| Souris Rat Poulet Grenouille Carpe a Carpe  P.zébre a/P.zebre

92 | 61 50 |50 | 47 30 19 21 21 25 Homme
60 52 52 41 30 9 17 20 26 Singe
47 |43 | 37 29 23 23 24 10 Porc
84 | 39 20 22 26 14 21 Souris
39 28 22 26 21 22 Rat
41 23 23 24 35 Poulet
14 23 19 19 Grenouille
Rat 29 89 75 40 Carpe a
Souris 33 76 73 40 Carpe B
Homme 40 55 50 37 P.zébre a

Poulet Rat Souris

Tableau 2: Pourcentages d’identité entre les séquences peptidiques de la préproUll (A) et
du préproURP (B). Les formes o et f identifiées chez la Carpe et le Poisson zébre (P.
zebre) correspondent a des variants (d’apres le logiciel ClustalW).

1.2.3. Localisations périphérique et centrale de I’UII et de ['URP

1.2.3.1. Localisation périphérique

L°UII et PURP sont largement distribués en périphérie, particulierement dans
les systémes cardiovasculaire, rénal et endocrine (Tableau 3). Dans le cceur, les ARNm
et les peptides sont présents dans les oreillettes et les ventricules chez ’Homme
(Totsune et al., 2001; Matsushita et al., 2001; Dschietzig et al., 2002; Douglas et al.,
2002; Tzanidis et al., 2003; Maguire et al., 2004) et le Singe (Elshourbagy et al.,
2002). L’UII est également détectée dans le coeur de Rat (Ames et al., 1999; Sugo et

al., 2003) et de Souris (Elshourbagy et al., 2002).
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Au niveau vasculaire, le réseau artériel présente des taux ¢€levés d’ARNm
codant I’UII, notamment dans 1’aorte thoracique, les artéres pulmonaires et les
artérioles (Matsushita et al., 2001; Dietschzig et al., 2002; Maguire ef al., 2004). En
revanche, a l’exception des veines sapheénes et ombilicales, le réseau veineux
n’exprime pas le peptide (Matsushita et al., 2001; Dschietzig et al., 2002; Maguire et
al., 2004). Dans tous ces tissus, I’UIl est localisée a la fois dans les cellules
endothéliales et les cellules musculaires vasculaires lisses (Douglas et al., 2002).

Plusieurs ¢études ont montré la présence de quantités significatives d’UII
circulante chez I’ Homme (Totsune et al., 2001; Richards et al., 2002; Ng et al., 2002;
Russell et al., 2003). L’existence d’une protéase plasmatique capable de générer 1’UII
a partir de son précurseur (Russell et al., 2004), suggere que 1I’UII circulante serait le
résultat d’une maturation extracellulaire. L’urotensin-converting enzyme ou UCE, qui
possede une activité de type furine, n’est pas a ce jour clairement caractérisée (Russell
et al., 2004).

Plusieurs travaux tendent a montrer que les reins constituent un site majeur de
production d’UIl chez I’'Homme (Coulouarn et al., 1998; Nothacker et al., 1999;
Matsushita et al., 2001; Totsune et al., 2001; 2003; Sugo et al., 2003). Le peptide est
particulierement abondant dans les cellules épithéliales des glomérules, des tubes
contournés et des tubes collecteurs rénaux (Shenouda et al., 2002; Maguire et al.,
2004). Toutefois I’expression de I’UII dans le rein est treés faible chez le Singe et la
Souris (Elshourbagy et al., 2002) voire inexistante chez le Rat (Sugo et al., 2003).

L°UII est exprimée dans plusieurs glandes endocrines chez I’ Homme et le Rat,

en particulier dans I’hypophyse, le pancréas et la glande surrénale (Coulouarn ef al.,
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1998; Totsune et al., 2001; Sugo et al, 2003). Le préproURP est quant a lui
essentiellement présent dans le testicule, ainsi que dans I’ovaire et le placenta chez
I’Homme (Sugo et al., 2003). Les niveaux d’expression observés chez le Rat sont
significatifs dans 1’hypophyse, le pancréas et la surrénale pour I’UII, et dans le
testicule pour I’'URP (Sugo et al., 2003). En revanche, les ARNm codant 1I’UII sont
indétectables dans les glandes endocrines chez le Singe et la Souris (Elshourbagy et
al., 2002). La distribution de I’UII et ’'URP s’étend a d’autres tissus comme la rate, le
thymus, le foie, I’estomac, ’intestin gréle, le colon et le poumon (Coulouarn et al.,
1998; 1999; Totsune et al., 2001; 2003; Elshourbagy et al., 2002; Sugo et al., 2003;
Maguire et al., 2004).

L’ensemble de ces données montre que 1I’UII et I’'URP sont largement distribués
en périphérie, mais qu’il existe une grande variabilité inter-espéces, méme pour des

especes phylogénétiquement proches.

1.2.3.2. Localisation dans le SNC

Dés les années 80, la présence de I’UIIl et de son précurseur a été mise en
évidence dans le SNC de poissons téléostéens, au niveau de la moelle épiniere pour le
Gobie (Bern et al., 1985) et du tronc cérébral pour le Meunier (Yulis et Lederis, 1986).
C’est également dans ces régions que des taux ¢€levés d’UII sont retrouvés chez des
especes dites supérieures, i.e. la Grenouille (Chartrel et al., 1996; Conlon et al., 1996;
Coulouarn et al., 1998) et les mammiferes (Coulouarn et al., 1998; 1999; Dun et al.,
2001) (Tableau 3). Plus précisément, le géne codant I’UII est essentiellement exprimé

dans des motoneurones des noyaux des nerfs craniens abducens, facial, trijumeau et
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hypoglosse chez le Rat (Coulouarn et al., 1999; Dun et al., 2001) et ceux de la partie
caudale de la moelle épiniere chez la Souris (Coulouarn et al., 1999; Elshourbagy et
al., 2002; Egginger et al., 2006), le Rat (Coulouarn et al., 1999) et ’Homme
(Coulouarn et al., 1998; Ames et al., 1999; Chartrel et al., 2004). De facon inattendue,
I’UIl n’est pas présente dans le tronc cérébral de Singe (Ames et al., 1999;
Elshourbagy et al., 2002) indiquant qu’il existe des variations d’expression inter-
espeéces importantes. Méme si les concentrations sont relativement faibles, 1’UII est
¢galement retrouvée dans le liquide céphalorachidien chez I’Homme (Thompson et al.,
2003; Cowley et al., 2005).

Bien que I’'URP ait été caractérisé en 2003 (Sugo et al., 2003), sa distribution
dans le cerveau demeure mal connue. Les données disponibles a ce jour indiquent que
les ARNm codant ’'URP sont localisés dans la moelle épiniere chez I’'Homme et le
Rat, avec des niveaux d’expression largement inférieurs a ceux de I’UII (Sugo et al.,
2003). Chez la Souris, les précurseurs des deux peptides sont co-localisés dans les
motoneurones de la corne antérieure de la moelle €épiniere (Pelletier et al., 2005). Des
composés immunologiquement apparentés a I’URP seraient présents dans les somas
neuronaux de I’aire préoptique et au niveau des fibres de 1’organe vasculaire de la

lame terminale et de I’éminence médiane (Egginger et Calas, 2005).

1.3. Le récepteur UT

Chez les mammifgres, tous les récepteurs peptidergiques identifiés a ce jour

appartiennent a la superfamille des récepteurs couplés a une protéine G (GPCR),
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Tissus Homme Singe Rat Souris
Systéme nerveux central
Cerveau 1,24 11 11
Hypothalamus 9
Tronc cérébral 1,3,14,22,24 4.8 10
Moelle épiniere 1,3,22 1,11 4,8,22,22 4,10,16
Cervelet 22,24 11 4
Liquide céphalorachidien 5,23
Systéme cardiovasculaire
Coeur 1,24,25 1,4,22 1,4,22 4,11
Myocarde 6 4.8
Oreillette 6,7,12,13,24,25 11 4,8,22
Ventricule 6,7,12,24,25,26 11
Auricule droit 13
Aorte thoracique 13 1,11 11
Artére mammaire 7
Veine saphene 7,12,13 4
Plasma 14,17,19,24
Systéme endocrinien
Hypophyse 3,24 22 22 4
Pancréas 3,24 3 3 4
Surrénale 3,24 3 3 4
Testicule 22 22 22,22 4
Ovaire 22 4
Placenta 22 4
Systémes urogénital et gastrointestinal
Rein 2,12,13,14, 11 4,22 4,11
15,22,24,25
Tube contourné 12,20
Glomérule 12,20
Tube colecteur 12,20
Vessie 2 11 22 11
Prostate 2,22 22
CEsophage 11 22 11
Estomac 3,22 11,22 22
Intestin 3,22,24,22 11,22 22 4,11
Foie 3,22,25,22 11,22 4,22 11
Autres tissus
Thymus 3,22,22 22,22 4
Rate 3,22 11,22 4,22,22 4,11
Poumon 12,22,22 11,22 4,22 4,11
Muscle squelettique 22 11 22 11

Tableau 3: Localisation de I'Ull (en noir) et de TURP (en rouge) chez les mammiféres. 1, Ames
et al., 1999; 2, Chartrel et al., 2004; 3, Coulouarn et al., 1998; 4, Coulouarn et al., 1999; 5,
Cowley et al., 2005; 6, Douglas et al., 2002; 7, Dschietzig et al., 2002; 8, Dun et al., 2001; 9,
Egginger et Calas, 2005; 10, Egginger et al., 2006; 11, Elshourbagy et al., 2002; 12, Maguire et
al., 2000; 13, Matsushita et al., 2001; 14, Ng et al., 2002; 15, Nothacker et al., 1999; 16, Pelletier
et al., 2005; 17, Richards et al., 2002; 18, Russell et al., 2003; 19, Russell et al., 2004; 20,
Shenouda et al., 2002; 21, Silvestre et al., 2004; 22, Sugo et al., 2003; 23, Thompson et al.,
2003; 24, Totsune et al., 2001; 25, Totsune et al., 2003; 26, Tzanidis et al., 2003.
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dont les membres partagent des caractéristiques structurales, i.e. la présence de sept
domaines transmembranaires, une extension N-terminale extracellulaire et une
extension C-terminale intracellulaire (Probst ef al., 1992).

Dans les années 90, le développement de nouveaux outils moléculaires a permis
d’identifier des GPCR orphelins, dont les ligands naturels restaient a découvrir. Les
récepteurs dont un ligand naturel au moins a été identifié sont dits « désorphanisés »,
comme c’est le cas pour les GPR 7 et 8 qui lient les neuropeptides B et W (Fujii et al.,
2002; Shimomura et al., 2002; Brezillon et al., 2003; Tanaka et al., 2003), le GPR103
dont le ligand endogeéne est le 26RFa (Chartrel et al., 2003; Fukusumi et al., 2003;
Jiang et al., 2003), ou encore le GPR54 reconnu par le peptide KiSS-1 (Ohtaki et al.,

2001).

1.3.1. Caracteérisation de [’'UT

Par des approches différentes, deux groupes ont isolé I’ADNc codant un
récepteur orphelin nommé GPR14. La premiére s’appuyait sur les caractéristiques
structurales communes a tous les GPCR et sur des banques de données génomiques
(Marchese et al., 1995) et la seconde sur les mécanismes de transduction des signaux
sensoriels tels que les odeurs, la lumicre et le goit, relayés par des GPCR (Tal et al.,
1995). Le GPRI14 partage des analogies structurales avec des récepteurs

somatostatinergiques et opioides et présentent 27% et 25% d’homologie avec les

récepteurs sst-4 (Xu et al, 1993) et k« (Mansson et al., 1994), respectivement.
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Initialement identifi¢ a partir de tissus sensoriels de Rat, le GPR14 a été renommé
sensory epithelium neuropeptide-like-receptor ou SENR (Tal et al., 1995).

La stratégie de pharmacologie inverse consiste a tester une série de ligands
potentiels pour leur capacité a stimuler une activité biologique associée a un récepteur
d’intérét (Stadel et al., 1997). Aprés transfection des formes humaine et murine du
GPR14 dans la lignée HEK-293, Ames et al. (1999) ont testé plus de 700 composés
parmi lesquels I’UII de Gobie, qui s’est révélé étre un puissant agoniste du récepteur.
La méme année, a 1’aide de différents modéeles biologiques, trois autres €quipes ont
confirmé que I’UII est un ligand naturel du GPR14 (Liu et al., 1999; Mori et al., 1999;
Nothacker et al., 1999). Une fois « désorphanisé », ce récepteur a été définitivement
rebaptis¢ UT (Douglas et Ohlstein, 2000). Compte tenu des analogies structurales de
I’UII avec d’autres peptides cycliques (SS1 et CST), la spécificité du couple UII/UT
pouvait étre sujette a controverse. Cependant, seules des concentrations tres ¢levées de
SS1 et de CST sont capables d’activer I’'UT (Liu ef al., 1999; Nothacker et al., 1999),
permettant ainsi de confirmer que 1I’UII est le ligand endogene de I’'UT. Cloné chez
I’Homme (Maguire et al., 2000), le Macaque (Elshourbagy et al., 2002), la Souris
(Elshourbagy et al., 2002) et le Chat (Aiyar et al., 2005), I’UT présente respectivement
95, 74 et 74% d’identité avec la forme humaine (d’aprés le logiciel ClustalW sur le site

http://www?2.ebi.ac.uk).

1.3.2. Localisation de ['UT

1.3.2.1. Localisation périphérique
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Les propriétés vasoactives de 1’UII, établies des les années 80 chez les rongeurs
(Gibson et al., 1984; Gibson, 1987), suggéraient la présence de I’'UT dans le systeme
cardiovasculaire. Chez les hominidés, des niveaux élevés d’ARNm ont été mesurés
dans le myocarde (Maguire et al., 2000; Douglas et al., 2002), les oreillettes (Ames et
al., 1999; Totsune et al., 2001; Matsushita et al., 2001; Elshourbagy et al., 2002) et les
ventricules (Ames et al., 1999; Totsune et al., 2001, 2003; Elshourbagy et al., 2002)
(Tableau 4). Chez les rongeurs, I’'UT est majoritairement exprimé dans le cceur
(Nothacker et al., 1999; Maguire et al., 2000; Gartlon ef al., 2001; Elshourbagy et al.,
2002), notamment dans le ventricule gauche chez le Rat (Gong et al., 2004) et le
myocarde chez la Souris (Liu et al., 1999). Au niveau vasculaire, I’UT est présent dans
I’aorte thoracique (Ames et al., 1999; Matsushita et al., 2001; Elshourbagy et al.,
2002), les artéres pulmonaires et coronaires (Maguire et al., 2000), mais absent des
veines caves (Ames et al., 1999) ou des veines sapheénes (Matsushita ef al., 2001). Au
niveau cellulaire, ’'UT est exprimé dans les cellules endothéliales et musculaires
vasculaires lisses (Ames et al., 1999; Douglas et al., 2002; Totsune et al., 2003)
(Tableau 4).

En accord avec la distribution de I’UII chez I’ Homme (Watson et May, 2004),
I’UT est fortement exprimé dans les reins (Maguire et al., 2000; Totsune et al., 2001;
Matsushita et al., 2001), plus particuliecrement dans la medulla (Disa et al., 2006).
Toutefois, les niveaux d’expression sont faibles chez le Singe (Elshourbagy et al.,
2002) et la co-localisation UII/UT n’est pas retrouvée chez les rongeurs (Maguire et

al., 2000; Gartlon et al., 2001; Elshourbagy et al., 2002) (Tableau 4).
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Les tissus endocrines constituent ¢galement des sites d’expression de 1’UT,
avec de fortes densités du récepteur dans I’hypophyse, le pancréas et la glande

surrénale chez ’Homme (Ames et al., 1999).

Tissus Homme Singe Rat Souris
Systéme cardiovasculaire
Coeur 1,9 5 6,12 5
Myocarde 4,10 7,15
Oreillette 1,11,13 5
Ventricule 1,4,7,10,13,14,16 5 7
Auricule droit 5
Aorte thoracique 1,11 5 10,12 5
Artére pulmonaire 10 12
Veine saphéne 11
Veine cave 1 5
Systéme endocrinien
Hypophyse 13 8
Pancréas 1 S S
Surrénale 12 5 8 5
Testicule 5 6
Thyroide
Systémes urogénital et gastrointestinal
Rein 10,11,13,14 5 6 5
Medulla 3
Vessie 9 5 5
Prostate
CEsophage 5 5
Estomac 5 5
Intestin 13 5 5
Foie 1,14 5 6 5
Autres
Thymus 5
Rate 5 6 5
Poumon 1 5 6 5
Muscle squelettique 1,9,10 5

Tableau 4: Localisation périphérique de 'UT chez les mammiféres. 1, Ames et al., 1999; 2, Clark
et al., 2001; 3, Disa et al., 2006; 4, Douglas et al., 2002; 5, Elshourbagy et al., 2002; 6, Gartlon et
al., 2001; 7, Gong et al., 2004; 8, Jégou et al., 2006; 9, Liu et al., 1999; 10, Maguire et al., 2000;
11, Matsushita et al., 2001; 12, Nothacker et al., 1999; 13, Totsune et al., 2001; 14, Totsune et
al., 2003; 15, Tzanidis et al., 2003; 16, Zhang et al., 2002.

De faibles taux d’ARNm sont aussi détectés dans le testicule (Gartlon et al.,
2001) et I’hypophyse (Jégou et al., 2006) de Rat. Dans le cas du Singe et de la Souris,

le pancréas et la surrénale expriment 1’UT mais pas I’UII (Elshourbagy et al., 2002),
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confirmant que les expressions du récepteur et de son ligand ne sont pas forcément
superposables (Tableau 4).

De nombreux autres tissus périphériques présentent des niveaux d’expression
significatifs d’UT, variant selon les espéces. Il s’agit du tractus gastrointestinal
(Gartlon et al., 2001), des muscles squelettiques (Ames et al., 1999; Liu et al., 1999;
Maguire et al., 2000; Elshourbagy et al., 2002), des poumons (Ames et al., 1999;
Gartlon et al., 2001; Elshourbagy et al., 2002), des tissus lymphoides (Elshourbagy et

al.,2002), de la vessie (Liu ef al., 1999) et du foie (Totsune et al., 2003) (Tableau 4).

1.3.2.2. Localisation dans le SNC

Les données disponibles a ce jour indiquent que le géne de I’'UT est largement
exprimé dans le SNC des mammiféres (Tableau 5). Le tronc cérébral est
particulierement riche en UT chez ’Homme et le Rat mais seule la moelle épiniere
humaine présente des taux ¢élevés d’ARNm (Gartlon et al., 2001; Totsune et al., 2001;
2003; Jégou et al., 2006). Dans le cerveau, une forte densit¢ d’ARNm codant le
récepteur est détectée dans la région mésopontine tegmentale, notamment dans les
neurones cholinergiques des aires pedonculopontine et latérodorsale (Clark et al.,
2001). Les autres régions du SNC présentent des niveaux d’expression relativement
faibles avec une variabilité inter-especes. A titre d’exemple, dans la moelle épiniére de
Singe (Elshoubagy et al., 2002) et de Souris (Liu et al., 1999; Elshoubagy et al., 2002)
I’UT est tres faiblement exprimé comparativement a ce qui est observé chez ’Homme
(Totsune et al., 2003). L’UT est également présent dans les vaisseaux sanguins

cérébraux, plus particulicrement au niveau des cellules endothéliales des
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microvaisseaux (Spinazzi et al., 2006). Enfin, Lin ef al. (2003b) ont démontré que
I’immunoréactivit¢ liée a 1’UT dans le tronc cérébral et 1’hypothalamus est

exclusivement localisée dans une sous-population de cellules gliales de type

astrocytaire.
Tissus Homme Singe Rat Souris
Cerveau 8 3 2
Amygdale 8
Bulbe olfactif 7 3
Cortex 8 3,8
Hippocampe (glie) 3,4,5,8
Hypothalamus (glie) 8 3,4,5
Thalamus (glie) 4,5,8
Moelle épiniere 9 2 3.4 6
Cervelet 2 3,4,8
Tronc cérébral (glie) 8 3,4,5,8
Noyaux du pons 4,8
Neurones cholinergiques mésopontins 1
Noyau du nerf abducens
Noyaux du septum latéral 1,8

Noyaux interpedunculaire

Aire tegmentale latérodorsale
Noyau habénulaire médian

Aire tegmentale pédunculopontine

= A A

Tableau 5: Localisation centrale de I'UT chez les mammiféres. 1, Clark et al., 2001; 2,
Elshourbagy et al., 2002; 3, Gartlon et al., 2001; 4, Jégou et al., 2006; 5, Lin et al., 2003b; 6,Liu
etal., 1999; 7, Maguire et al., 2000; 8, Maguire et al., 2008.

1.3.3. Voies de transduction associées a I’'UT

A partir de cellules transfectées par I’ARNm codant I’UT (Nothacker et al.,
1999; Liu et al., 1999; Rossowski et al., 2002; Elshourbagy et al., 2002) ou d’anneaux
d’aortes thoraciques (Saetrum Opgaard et al., 2000), plusieurs groupes ont montré que
la voie de la phospholipase C constitue le mécanisme majeur de transduction de I’'UT
(Figure 4). La liaison de I’UII a son récepteur entraine donc le recrutement des pools

calciques intracellulaires via la production d’inositol 3,4,5-trisphosphate (IP;). Bien
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avant la caractérisation de I’UT, plusieurs travaux avaient déja établi un lien entre
I’activité contractile de I’UIIl et d’autres voies intracellulaires comme celle de la
phospholipase A, (Gibson, 1987; Gibson et al., 1988; Itoh et al., 1988). Le role de
I’acide arachidonique fit par la suite confirmé sur un modéle de muscles lisses de
Grenouille (Yano et al., 1995). La phosphorylation préalable de la myosin light chain
20 (MLC20) via I’activation d’une MLC kinase serait en outre nécessaire a 1’activité
contractile de I’UII (Tasaki et al., 2004). La vasodilatation des artéres coronaires de
Rat induite par I’UII implique quant a elle la production de monoxyde d’azote (NO) et
I’activation de la cyclooxygénase (Katano et al., 2000) (Figure 5).

Le rdle de la voie de Erk/phosphoErk dans les processus li€s a la prolifération
cellulaire est bien établi (Eguchi er al., 2000; Yue et al, 2000). Or, les effets
mitogénes de 1’UII observés sur des lignées transfectées avec ’ADNc codant I’UT
humain (Ziltener et al., 2002) et sur des cellules natives comme les cellules
épithéliales rénales (Matsushita et al., 2003) ou musculaires lisses (Tamura et al.,
2003), sont relayés par cette voie. La calmoduline, la protéine kinase C (PKC) et la
mitogen-activated protein kinase ou MAP kinase (MEK) sont aussi impliquées dans ce
processus mitogene et pourrait dépendre, comme cela a été observé sur des cellules
transfectées avec I’UT humain, d’une protéine G sensible a la toxine pertussique
(Ziltener et al., 2002). Enfin, dans les cellules vasculaires lisses, 1’action mitogene de
I’UII est sous-tendue par 1’activation de la voie RhoA/Rho kinase (Sauzeau et al.,
2001).

Comme Filipeanu et al. (2002) ’ont démontré sur des neurones de moelle

épiniere de Souris, I’UII entraine une mobilisation du calcium extracellulaire. Dans ce
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cas précis, ’influx calcique est relayé par des canaux de type N dont I’ouverture est

sous-tendue par I’activation d’une protéine kinase A (PKA) et d’une PKC.
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Figure 4: Voies de transduction associées au récepteur UT dans différents types cellulaires. AC;
adénylyl cyclase; ACh, acétylcholine; CaM, calmoduline; CC-L ou -N, canal calcique de type L
ou N; DAG, diacylglyceérol; Erk, extracellular signal-regulated kinase; GC, guanylyl cyclase; 1P;,
inositol 3,4,5 triphosphate; MAPK, mitogen-activated protein kinase; MLC20, myosin light chain 20;
MLCK, myosin light chain kinase; MLCP, myosin light chain phosphatase; NO, monoxyde d'azote;
PIP,, phosphatidylinositol 4,5-diphosphate; PKA, protéine kinase A; PKC, protéine kinase C; PKG,
protéine kinase G; PLC, phospholipase C; Rho, ras homologue gene family.

1.3.4. Structure et pharmacologie de [’'UT
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1.3.4.1. Structure

Le récepteur UT possede deux sites de N-glycosylation dans la région
N-terminale, un pont dissulfure entre la 1 et la 2°™ boucle extracellulaire, un site de
palmitoylation (Cys), un motif NPXXY dans le 7°™ domaine transmembranaire

(TM7), quatre résidus proline dans le TM4, et des sites potentiels de phosphorylation
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Figure 5: Représentation schématique de la structure du récepteur UT humain. Les sites de N-
glycosylation sont en rose, le pont disulfure en bleu, un motif ERY en orange, un motif NPXXY en
vert et les motifs polyproline de typel et Il en mauve.

par des protéines kinases A et C, la casein kinase 1 et la glycogen synthase kinase 3 au
niveau des 2°™ et 3°™ boucles intracellulaires (Tal et al., 1995; Marchese et al., 1995)
(Figure 5).

Une étude récente réalisée sur des segments synthétiques de I’UT, a démontré

que seules les boucles extracellulaires 2 et 3 du récepteur adoptent une conformation
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en hélice-a capable d’interagir avec I’UII et ’'URP (Boivin et al., 2006). La premicre
boucle qui ne présente pas cette structure tridimensionnelle particuliére ne peut pas
constituer un site de liaison pour les peptides, indiquant que la conformation en hélice-
a est indispensable a I’interaction ligand/récepteur. La comparaison des séquences de
I’UT humain et murin met en évidence d’importantes différences dans la boucle
C-terminale. En effet, seul le récepteur humain posséde un site poly-prolines qui
permet d’interagir avec des protéines contenant des domaines de type SH3 (d’apres le

site www.scansit.mit.edu/motifscan). Ces données impliquent une extréme prudence

dans la transposition de résultats de I’animal a I’Homme.

1.3.4.2. Pharmacologie

Les propriétés vasoactives de I’UII observées dés les années 80 sur des anneaux
d’aortes de Rat (Gibson, 1987), ont naturellement conduit plusieurs groupes a
développer des analogues de 1I’UII et de ’URP a visée thérapeutique dans le traitement
de pathologies du systéme cardiovasculaire. Les premiers travaux ont consisté a
¢tudier les relations structure/activité des peptides. La délétion des résidus
N-terminaux de I’UII humaine (hUII) a révélé que I’hUIL4.; correspond a la séquence
minimale recouvrant la pleine activité¢ biologique, alors que I’hUIls; est selon les
¢tudes, 200 a 1000 fois moins efficace que le peptide natif (Perkins et al., 1990; Flohr
et al., 2002; Labarrére et al., 2003). Le remplacement de chacun des trois résidus
N-terminaux par une alanine (Ala-scan) ou par son énanthiomere dextrogyre (D-scan)
est sans conséquence sur 1’activité biologique (Flohr et al., 2002; Kinney et al., 2002;

Brkovic et al., 2003; Labarrére ef al., 2003). Bien que ’[Ala''ThUII et la [D-Val'' ThUII
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conservent des propriétés vasoactives modérées, le premier est deux fois plus puissant
que le second, révélant que 1’orientation de la chaine latérale du résidu C-terminal est
essentielle pour 1’activité biologique (Labarrére ef al., 2003).

Toute modification de la portion cyclique perturbe considérablement I’efficacité
du couplage ligand/récepteur. En effet, le remplacement par une alanine ou leur
énanthiomére dextrogyre de Phe®, Trp’, Lys® ou Tyr’ pour I’'UII et de Phe’, Lys’ et Tyr®
pour ’'URP, génere des analogues inactifs sur la contraction d’anneaux d’aortes de Rat
(Labarreére et al., 2003; Chatenet et al., 2004). La présence des résidus cystéine
responsables de la formation d’un pont dissulfure, est également indispensable puisque
leur remplacement par deux résidus sérine dans la séquence de I’hUII (Labarrére et al.,
2003) ou par leur énanthiomeére dextrogyre dans celle de I’'URP (Chatenet et al., 2004)
diminue fortement 1’activité vasoactive. De plus, la réduction de la taille du cycle
contrarie la liaison de I’UIl sur ’UT (Kinney ef al., 2002). De fagon intéressante, la
greffe d’un groupement iodé sur le résidu Tyr® de I’UII génére un super agoniste de
I’UT cinq fois plus puissant que le peptide naturel (Labarrere ef al., 2003).

La substitution par une ornithine de la Lys® pour I’hUII et Lys’ pour 'URP a
permis de générer les premiers antagonistes peptidiques de I’UT. L’[Or*]hUII se
comporte comme un véritable antagoniste compétitif sur la contraction d’anneaux
d’aortes de Rat (Camarda et al., 2002a; 2002b; Vergura et al., 2004), tandis que
I’[Orn’JURP, qui présente pourtant des propriétés antagonistes, conserve une faible
activité agoniste (Chatenet et al., 2004). Ces résultats ont ensuite permis d’élaborer
d’autres composés tels que I'urantide ([Pen’,D-Trp’,Orn*]UIl..;;), un antagoniste

totalement dépourvu d’activité intrinseque sur le modele d’anneaux d’aortes de Rat
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(Patacchini et al., 2003; Camarda et al., 2004). Cependant, dans la mesure ou ce
composé¢ mime les effets stimulants de I’hUII sur la concentration cytosolique de
calcium ([Ca*].) dans des cellules CHO transfectées avec ’hUT (Camarda et al.,
2004), il se pourrait que les singularités structurales de ’'UT humain (cf § 7.3.3.1.)
soient a I’origine de résultats décevants chez I’Homme.

D’autres antagonistes, de nature non-peptidique ont également été¢ développés
(Behm et al., 2004; Douglas et al., 2005). Parmi eux, le Palosuran, a suscité un vif
intérét puisqu’il se comporte comme un puissant antagoniste sur un test de
mobilisation calcique dans des cellules transfectées par I’'UT humain et sur un test de
contraction d’aortes de Rat (Clozel et al, 2004). Administré chez des
patients  diabétiques  présentant une  macroalbuminurie, ce  composé
diminue sensiblement les troubles rénaux (Sidharta et al, 2006). Cependant,

des ¢tudes complémentaires n‘ont  pas confirmé ces résultats

(http://www.actelion.com/uninet/www/www_main_p.nsf/Content/).

1.4. Activités biologiques de I’UII

1.4.1. Effets cardiovasculaires de [’UIl

1.4.1.1. Effets ex vivo et in vitro

Bien avant la premicre purification de I’UII (Pearson et al., 1980), plusieurs
groupes avaient montré que des extraits d’urophyses contiennent des composés
capables d’augmenter I’activité¢ contractile de muscles lisses vasculaires de poissons
(Lederis, 1969; 1970a; 1970b; Chan et Bern, 1976; Berlind, 1972). En accord avec ces

expériences pilotes, il a ensuite été montré que 1’application d’UII sur des anneaux
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d’aortes thoraciques dépourvus d’endothélium, entraine une vasoconstriction chez le
Rat (Ames et al., 1999; Liu et al., 1999; Chatenet et al., 2004), le Singe (Ames ef al.,
1999), le Lapin (Saetrum-Opgaard et al., 2000) et ’'Homme (Maguire et al., 2000;
MacLean et al., 2000; Russell ef al., 2001; Camarda et al., 2002a) (Tableau 6). Des
résultats similaires ont été obtenus sur ce modele avec I’URP (Chatenet et al., 2004).
Toutefois, sur des vaisseaux intacts, I’UIIl provoque une vasodilatation, notamment sur
les artéres pulmonaires, mésentériques et fémorales chez le Rat (Ames et al., 1999), le
Chat (Behm et al., 2004) et ’'Homme (MacLean et al., 2000). Ces derniers effets
seraient relayés par la libération de NO connu pour ses propriétés myorelaxante
(Bottrill et al., 2000; Katano et al., 2000; Gray et al., 2001; Prosser et al., 2006)
(Tableau 6). La présence de I’'UT dans les cellules musculaires vasculaires lisses
(Ames et al., 1999; Gong et al., 2004; Maguire et al., 2008) (Tableau 6) et dans les
cellules endothéliales (Ames et al., 1999; Bottrill et al., 2000) suppose donc que les
propriétés vasoactives de I’UII reflétent une composante directe (vasoconstrictrice) et
indirecte (vasodilatatrice). Les effets de I’UII sur le réseau veineux semblent quant a
eux se limiter a quelques vaisseaux comme les veines saphénes et ombilicales chez
I’Homme (Maguire et al., 2000) ou la veine jugulaire chez le Lapin (Camarda et al.,
2002a). Le fait que I’invalidation du géne UT chez la Souris entraine la perte des
activités contractiles de 1I’UII, confirme que les propriétés vasoactives du peptide sont
bien relayées par ce récepteur (Behm et al., 2003).

En marge du contréle du tonus vasculaire, le systéme urotensinergique jouerait
¢galement un rdle dans la régulation de 1’activité cardiaque. Perfusée sur des cceurs

isolés de Rat, I’'UII provoque une élévation de la pression coronarienne (Gray et al.,
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2001) et exerce un effet inotrope positif chez I’Homme plus puissant que celui observeé
avec I’endothéline-1 (ET-1), la sérotonine (5-HT) ou la noradrénaline (NA) (Russell ef
al., 2001). Sur des myocytes vasculaires humains (Sauzeau et al., 2001) et de Lapin
(Watanabe et al., 2001), ’UII stimule la prolifération cellulaire. Dans le premier cas,
cet effet mitogéne s’accompagne d’une réorganisation du cytosquelette avec formation

de fibres d’actine de stress (Sauzeau et al., 2001).

1.4.1.2. Effets in vivo

Compte tenu du potentiel thérapeutique de ligands de I’'UT dans le traitement de
pathologies cardiovasculaires, la littérature scientifique dans ce domaine est
particulierement étoffée (Tableau 6). Les données obtenues chez [’animal ont
démontré que I’injection périphérique en bolus par voie intraveineuse (i.v.) d’UII
(Gibson et al., 1986; Gardiner et al., 2001; Abdelrahman et Pang, 2002) ou d’URP
(Sugo et al., 2003) chez des rats anesthésiés entraine une diminution lente et prolongée
de la pression artérielle. Cependant, administrée de maniere chronique, I’UII provoque
une augmentation de la résistance vasculaire accompagnée d’une élévation de la
pression artérielle (Bennett et al., 2004) (Tableau 6). Chez des macaques non vigiles,
I’UII est tellement efficace qu’elle entraine la mort de 1’animal par collapsus et arrét
cardiaque. En dépit de la proximité phylogénétique, les rares données physiologiques
disponibles chez I’Homme, sont trés différentes. En effet, selon les études, 1’injection
d’UII par voie intradermique (Leslie et al., 2000) ou i.v. (Bohm et Pernow, 2002)
(Tableau 6) ne provoque qu’une vasoconstriction locale, ou est sans aucune incidence

apparente (Wilkinson et al., 2002).
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L’injection intracérébroventriculaire (i.c.v.) d’UII induit une élévation du débit
cardiaque et de la pression systémique chez le Rat (Lin et al, 2003a; 2003b)
(Tableau 7) et la Truite (Le Mével ef al., 1996; Lancien et al., 2004). L’application
directe d’UII dans les noyaux paraventriculaire et arqué, ou dans 1’aire A1, a permis de
montrer que ces structures cérébrales sont en partie responsables des activités centrales
du systéme urotensinergique dans le controle de 1’activité cardiaque (Lu et al., 2002)
(Tableau 7). L’ensemble de ces travaux met en évidence un role du systeéme
urotensinergique dans le controle central et périphérique du systéme cardiovasculaire,

dépendant de I’espece étudicée et du mode de traitement.

1.4.1.3. UII et maladies vasculaires

La présence d’UII circulante associée aux propriétés vasoactives de 1’UII et de
I’URP constituaient des €léments clés en faveur d’un réle du systeme urotensinergique
dans les processus liés a I’hypertension artérielle. De fait, les patients atteints d’une
hypertension systémique présentent des taux plasmatiques (Cheung et al., 2004) et
urinaires (Matsushita et al., 2001) d’UII supérieurs a ceux retrouvés chez les sujets
normo-tendus. Par ailleurs, une forte immunoréactivité liée a la présence d’UII a été
retrouvée dans les cellules endothéliales et les macrophages au niveau des coronaires
de patients atteints d’athérosclérose (Ames et al., 1999; Maguire ef al., 2004). Ainsi,
I’UIl pourrait notamment participer aux processus de remodelage tissulaire liés a
I’athérosclérose, en stimulant la prolifération des cellules musculaires lisses (Sauzeau
et al., 2001), qui permettrait ainsi une augmentation du diametre de la paroi des

vaisseaux. De plus, I’activité mitogéne de 1’UII est potentialisée par la forme oxydée
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de la low-density lipoprotein (LDL) libérée par les cellules endothéliales (Watanabe et
al., 2001). Enfin, I’extravasation que peut induire I’UII au niveau de ’aorte thoracique
chez le Rat (Gendron et al., 2004) pourrait favoriser Dl’infiltration de cellules
inflammatoires activées, elles-mémes susceptibles d’exacerber la pathogénicité de

I’athérosclérose.

1.4.1.4. UII et maladies du myocarde

Bien que les maladies cardiaques soient souvent intimement liées aux processus
physiopathologiques vasculaires, il semble que I’UII puisse étre directement impliquée
dans certaines pathologies cardiaques, dont I’infarctus du myocarde. D’aprés une étude
menée par Richards et al (2002), les concentrations plasmatiques d’UII sont
positivement corrélées avec la sévérité de la maladie. Trés récemment, une autre
¢quipe a montre, a 1’aide d’un modele animal d’insuffisance cardiaque congestive, que
I’UIL, I'URP et I’'UT sont surexprimés dans le tissu cardiaque (Richards et al., 2002;
Nakayama et al., 2008). Il est intéressant de noter que le niveau d’expression de I’URP
est dix fois supérieur a celui de I’UII, suggérant ainsi que I’'URP pourrait jouer un role
important dans cette pathologie (Nakayama et al., 2008).

La capacit¢ de I’UIl a induire la prolifération de fibroblastes cardiaques
(Tzanidis et al., 2003; He et al., 2004; Wang et al., 2004), ’hypertrophie de
cardiomyocytes (Zou et al., 2001), et la surexpression de collagéne dans les
fibroblastes cardiaques (Tzanidis et al., 2003) et les cellules endothéliales (Wang et
al., 2004), suggere que le peptide pourrait étre a 1’origine d’une augmentation de

I’épaisseur de la paroi cardiaque elle-méme responsable d’une réduction de 1’¢lasticité
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tissulaire et de la contractilité. Le fait que I’UII et I’UT soient co-exprimés dans les
cardiomyocytes, les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses, suggere
que le peptide agirait de fagon autocrine/paracrine (Douglas ef al., 2002).

L’ensemble de ces travaux indique que le systéme urotensinergique est
susceptible de jouer un role central dans I’induction et/ou le développement de

certaines pathologies cardiovasculaires.

1.4.2. Effets sur le systeme immunitaire

Plusieurs travaux ont révélé que le récepteur UT est exprimé a la surface de
certaines cellules immunitaires telles que les macrophages et les lymphocytes B
(Bousette et al., 2004). De plus, les zones d’infiltration des macrophages présentent
une immunoréactivité spécifique pour I’UIl (Maguire et al., 2004) et ce peptide
provoque une extravasation plasmatique chez la Souris (Vergura et al., 2004) et le Rat
(Gendron et al., 2004), suggérant que le systeme urotensinergique participerait aux
processus de l’inflammation en favorisant le passage de cellules infiltrantes. Plus
récemment, une €tude menée par Segain et al. (2007) sur des monocytes humains
permet de considérer I’UIl comme un véritable facteur chémo-attractant. Il est a noter
que I’expression du géne UT est elle-méme régulée par des facteurs proinflammatoires
tels que I’interleukine-1f (IL-1PB), le tumor necrosis factor-o (TNF-a) et I’interféron-y
(IFN-y), mais également par d’autres stimuli comme le lipopolysaccharide (LPS) via

I’activation des voies NF-kB et RhoA/Rho kinase (Segain et al., 2007).
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L’ensemble de ces résultats indique que le systeme urotensinergique
interviendrait dans la réponse immunitaire en favorisant notamment le recrutement de

monocytes dans la zone inflammée.

1.4.3. Effets rénaux de [’UII

La présence de quantités particulicrement élevées d’UII et d’UT au niveau rénal
suggérait un role crucial de I’UII dans le contrdle de 1’équilibre hydrominéral (Tableau
6). Dés 1981, Marshall et Bern ont montré, sur un modele de vessie de Gobie, que
I’UII favorise la recapture de sodium. Administrée chez le Rat de facon prolongée par
voie i.c.v., I’'UIl augmente le taux de filtration glomérulaire (Zhang et al., 2003).
Cependant, des effets radicalement opposés sont observés quand le peptide est injecté
en bolus (Balment ef al., 2005; Song et al., 2006). Le fait que 1’urantide, un
antagoniste de I’UT (Patacchini et al., 2003), soit capable d’entrainer une élévation de
la filtration glomérulaire, de la diurese et de la natriurése (Song et al., 2006), plaide en
faveur de I’'implication de ce récepteur dans les effets stimulants de 1’ UII.

Chez des patients atteints d’une néphropathie consécutive au diabetes mellitus,
les quantités d’UIl mesurées dans le plasma (Totsune et al., 2001) et dans les urines
(Langham et al., 2004) sont considérablement augmentées. Particulierement élevés
chez les malades souffrant d’une néphropathie en stade final, les taux circulants d’UII
sont inversement proportionnels au débit cardiaque (Mallamaci et al., 2005), suggérant
que I’UII jouerait, dans ce cas précis, un role cardioprotecteur. Cependant, dans un
modele d’ischémie rénale, le blocage de I’'UT prévient la diminution du flux rénal

sanguin responsable de l¢€sions tubulo-interstitielles (Clozel et al., 2004), laissant
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penser que dans cette pathologie, le systéme urotensinergique aurait une action
néfaste. Ces deux exemples apparemment contradictoires, illustrent la complexité de

I’action du systéme urotensinergique dans un contexte pathologique rénal.

1.4.4. Effets sur le systeme endocrine

Les premicéres €tudes réalisées chez des poissons ont montré que 1’UII inhibe la
libération de prolactine (PRL) (Grau ef al., 1982; Rivas et al., 1986) et augmente le
taux plasmatique de cortisol (Arnold-Reed et Balment, 1994; Kelsall et Balment,
1998) (Tableau 6). A I’inverse, I’UII entraine une hausse des quantités circulantes de
TRH et de PRL chez le Rat (Gartlon et al, 2001). Chez cette méme espece,
I’application d’UII sur des cellules corticosurrénaliennes en culture diminue de fagon
dose-dépendante la sécrétion basale de corticostérone mais ne modifie pas la sécrétion
stimulée par ’hormone corticotrope (Albertin et al., 2006) (Tableau 6). Par ailleurs,
I’UII inhibe la libération d’insuline induite par le glucose (Silvestre ef al., 2001; 2004),
inhibition levée en présence de palosuran ou d’urantide (Marco et al., 2008), deux
antagonistes de I’UT. L’implication potentielle du systéme urotensinergique dans le
contrdle de la glycémie est confortée par deux études qui rapportent la présence de
concentrations d’UII plasmatiques élevées chez des patients souffrant d’un diabéte de
type 1l (Totsune ef al., 2003; Suguro et al., 2008). Enfin, des travaux menés chez des
sujets présentant le polymorphisme 89N du geéne de I’UII montrent 1’existence d’une
corrélation avec les taux plasmatiques de glucose et d’insuline, indiquant une possible

résistance a I’insuline (Sun et al., 2002; Wenyi et al., 2003).
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Systéme vasculaire
In vitro
anneaux d’aorte
a. fémorale
a. pulmonaire
a. mésentérique
a. de résistance

v. saphéne
v. ombilicale

In vivo
i.v. chronique

i.v. aigué
id.

Systéme cardiaque
In vitro
a. coronaire

ventricule droit
oreillette droite
m. papillaire
cardiomyocytes

In vivo
i.v. chronique

i.v. aigué

Systéme immunitaire
In vivo
i.v. chronique

In vitro
culture PBMC

Systéme rénal
i.v. chronique

i.v. aigué

Systéme endocrine

Perfusion pancréatique

Homme

Constriction 9:20.21.23
Dilatation 20
Dilatation 20
Dilatation 20

Constriction 21
Constriction 921

Vasoconstriction’

Vasoconstriction 2!
Vasoconstriction '°

Constriction 21

1Contractilité 26
1Contractilité 24

Chémo-attraction 25

Cellules cortico-surrénaliennes

Constriction 4

Introduction

Singe Rat Souris

Constriction 4:8:9.10.11,19
Dilatation*
Constriction 20, Dilatation*

Constriction 6.9, Dilatation.8.13
Dilatation 8

Vasoconstriction 43

Arrét cardiaque 431

Dilatation 12

tPression artérielle 7
Constriction 8 Dilatation 8-22

tContractilité 16
tContractilité 24, Prolifération 24
Hypertrophie 32

| Pression artérielle 3:15
tPression artérielle ©
1Résistance vasculaire ©
| Pression artérielle *.13.15.18

tRythme cardiaque 1.13.15.18
Tachycardie 1215

Extravasation 4 Extravasation 28

Filtration glomérulaire (] ) 2,(1) 3°
Excrétion de Na* (]) 2,(1) 30
Débit urinaire (]) 2,(1)2°, Flux sanguin (}) 2,(1) 30
| Filtration glomérulaire 528
|Excrétion de Na* 528
| Débit urinaire 527, | Flux sanguin ®

|Libération d’insuline 2627
|Libération basale de corticostérone 3

Tableau 6: Effets périphériques de I'UIl chez les mammiféres. 1, Abdelrahman et Pang, 2002; 2, Abdel-razik
et al., 2008; 3, Albertin et al., 2006; 4, Ames et al., 1999; 5, Balment et al., 2005; 6, Bennett et al., 2004; 7,
Bohm et Pernow, 2002; 8, Bottrill et al., 2000; 9, Camarda et al., 2002a; 10, Camarda et al., 2002b; 11,
Chatenet et al., 2004; 12, Gardiner et al., 2001; 13, Gardiner et al., 2004; 14, Gendron et al., 2004; 15,
Gibson et al., 1986; 16, Gong et al., 2004; 17, Gray et al., 2001; 18, Hassan et al., 2003; 19, Leslie et al.,
2000; 20, MacLean et al., 2000; 21, Maguire et al., 2000; 22, Prosser et al., 2006; 23, Russell et al., 2001;
24, Sauzeau et al., 2001; 25, Segain et al., 2007; 26, Silvestre et al., 2001; 27, Silvestre et al., 2004; 28,
Song et al., 2006; 29, Vergura et al., 2003; 30, Zhang et al., 2003; 31, Zhu et al., 2004; 32, Zou et al., 2003.
a., artére; i.d., intradermique; .v. intraveineuse; m., muscle; PBMC, peripheral blood mononuclear cell; v.,

veine.

1.4.5. Effets comportementaux
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La distribution de I’UII et de I’'UT dans le SNC laissait présager un role du
systéme urotensinergique dans le contrdle des processus liés au comportement
(Tableau 7). Méme si les données disponibles a ce jour sont relativement limitées, il
est acquis que I’injection d’UII par voie i.c.v. augmente ’activité motrice de facon
dose-dépendante et prolongée chez le Rat (Gartlon et al., 2001), la Souris (Do Rego et
al., 2005) (Tableau 7) et la Truite (Lancien et al., 2004). Ces résultats sont en
adéquation avec la présence de I’'UT dans le striatum, le noyau accumbens, le cortex
cérébral ou la moelle épiniere (Ames et al., 1999; Liu et al., 1999; Coulouarn et al.,
1998; 1999; 2001; Gartlon et al., 2001; Clark et al., 2001).

Plusieurs tests comme le labyrinthe en croix surélevé, la chambre a
compartiments sombre/clair, la planche a trous et la suspension par la queue, ont
permis de mettre en évidence des propriétés anxiogenes et dépressives de 1’UII chez la
Souris (Matsumoto et al., 2004; Do Rego et al, 2005) (Tableau 7), suggérant
fortement que le systéme urotensinergique interviendrait dans I’apparition de certains
troubles de I’humeur. L’expression du récepteur UT au niveau de I’hypothalamus (aire
ventromédiane, noyaux arqué et supraoptique), du tronc cérébral (noyaux du tractus
solitaire et parabrachial) suppose que 1I’UII pourrait participer, a I’instar de nombreux
autres neuropeptides, au contrdle de la prise alimentaire (Gartlon et al., 2001; Jégou et
al., 2006). De fait, I’UII présente chez la Souris des propriétés orexigénes (Do Rego et
al., 2005) (Tableau 7), laissant entrevoir de nouvelles applications thérapeutiques

potentielles pour ce peptide dans le traitement des troubles de 1’alimentation.
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Rat Souris
Systéme nerveux central

..

Aire tegmentale ventrale T[DA]extracellulaire2
infusion

Tranche cortex cérébral 1[NE] 9, 1[DA] 10, 1[5-HT] 19,

1 [Histamine] 10

NEC tAngiogenése !

Effets comportementaux

Mei.
tegmentum 1Sommeil paradoxal

i.c.v. 1 Activité motrice 24 1Activité motrice 23
Anxiogéne 39
Prodépressif 3:°
Orexigéne 3

Systéme cardiovasculaire

M.i.
NPV Hypertension systémique 8
NA Hypertension systémique 8
Aire A, (forte dose) | Débit cardiaque 8
Aire A, (faible dose) | Pression artérielle 8
i.C.V. Dilatation !
1Flux sanguin cérébral !
tPression artérielle 6.7
1Débit cardiaque &7
Systéme endocrine

i.c.v. tLibération de TSH et PRL 4

Tableau 7: Effets centraux de I'UIl chez les rongeurs. 1, Chuquet et al., 2008; 2, Clark et al.,
2005; 3, Do Rego et al., 2005; 4, Gartlon et al., 2001; 5, Huitron-Resendiz et al., 2005; 6, Lin et
al., 2003a; 7, Lin et al., 2003b; 8, Lu et al., 2002; 9, Matsumoto et al., 2004; 10, Ono et al.,
2008; 11, Spinazzi et al., 2006; 12, Watson et al., 2008. 5-HT, sérotonine; DA, dopamine; i.c.v.,
intracérébroventriculaire; p.i., microinjection; NArg, noyau arqué; NE, norépinéphrine; NEC,
Neuromicrovascular endothelial cell, NPV, noyau paraventriculaire; PRL, prolactine; TSH,
thyroid stimulating hormone, thyréostimuline.

Le sommeil est classiquement divisé en trois phases, i.e. sommeils léger,
profond et paradoxal. Ce dernier s’accompagne de mouvements rapides des yeux
(rapid eye movements) contrdlés par des neurones cholinergiques localisés dans 1’aire
tegmentale (Monaco et al., 1984; Webster et Jones, 1988; Baghdoyan et al., 1989;

Quattrochi et al., 1989; Steriade et al., 1990). Or, le tegmentum est particulierement
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riche en ARNm codant I’UT (Clark et al., 2001) et une microinjection d’UII dans cette
zone se traduit chez le Rat par une augmentation du nombre et de la durée des phases
de sommeil paradoxal (Huitron-Resendiz et al., 2005) (Tableau 7).

I1 convient de noter que contrairement a ce qui est communément observé pour
d’autres peptides impliqués dans la régulation du sommeil tels que I’hypocrétine 1 (Xi
et al., 2001), les deux autres phases ne sont pas modifiées. Ceci pourrait s’expliquer
par le fait que I’hypocrétine agit a la fois sur les systémes cholinergique et
glutamatergique, alors que I’UIl ne mobiliserait que les neurones cholinergiques

(Burlet et al., 2002).

2. Les astrocytes

Dés la deuxiéme moitié¢ du XIX*™ si¢cle, Rudolf Virchow apportait la preuve
de I’existence d’une population cellulaire non neuronale dans le SNC, appelée nerve
glue ou névroglie, et apparemment responsable du maintien de la cohésion des
structures nerveuses (Virchow, 1846). Contrairement aux neurones, les cellules gliales
ne générent pas de potentiels d’action et n’établissent pas de contact de nature
synaptique. Sur des criteéres morphologiques et fonctionnels, on distingue trois grands
types de cellules gliales, i.e. les oligodendrocytes, la microglie et les astrocytes. Ces
derniers tirent leur nom de leur structure étoilée et constituent la population gliale
majoritaire (70% environ). IlIs possédent de nombreux prolongements dont les
extrémités renflées, appelées pieds astrocytaires, sont en étroit contact avec d’autres
cellules (neurones, astrocytes, oligodendrocytes, cellules endothéliales). Il est possible

de révéler la présence des astrocytes par immunohistochimie a I’aide d’anticorps
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dirigés contre des marqueurs cellulaires tels que la glial fibrillary acidic protein

(GFAP) ou la glutamine synthase (Eng et al., 2000; Suarez et al., 2002).

2.1. Roles des astrocytes en conditions physiologiques

Longtemps reléguée comme simple tissu de soutien, la glie en général et les
astrocytes en particulier ont fait 1’objet d’intenses recherches au cours des trois
dernieres décennies. Il est dorénavant clairement établi que les astrocytes remplissent
des fonctions nobles dans le cerveau en participant a la migration des précurseurs
neuronaux, a la mise en place et au maintien de la barriere hématoencéphalique, a
I’homéostasie potassique et acido-basique du microenvironnement des neurones et a
leur soutien métabolique. Ces cellules participent également aux processus liés a la
communication nerveuse et le schéma bipartite de la synapse, qui a longtemps fait
référence dans les ouvrages scientifiques, est dorénavant obsoléte. Il laisse dorénavant
place a une organisation tripartite constituée des ¢éléments neuronaux pré- et post-
synaptiques et d’un astrocyte (Figure 6) a laquelle il devient classique d’ajouter une

cellule endothéliale en étroit contact avec les pieds astrocytaires.

2.1.1. Roles dans la neurogenese

La migration des neuroblastes au cours de I’ontogeneése du SNC implique la
présence d’une population particuliere d’astrocytes appelée glie radiaire. Grace a leurs
longs prolongements, ces cellules assurent le guidage des précurseurs neuronaux
jusqu’a leur destination finale (Rakic, 1995; McDermott et al., 2005). Cultivées sur

une monocouche d’astrocytes, les cellules souches issues de la région subventriculaire
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(Lim et Alvarez-Buylla, 1999) ou de I’hippocampe (Song et al., 2002) s’orientent vers
le lignage neuronal, suggérant fortement que les cellules astrogliales participent

¢galement aux processus de différenciation cellulaire.

— 'As‘trO(_: 3

Glucose «

Cellule

>Lactate endothéliale

Pied
astrocytaire
Lactate

Elément
présynaptique

Elément
postsynaptique

Figure 6: Représentation schématique d'une synapse ftripartite. Les astrocytes (%)
établissent des relations étroites avec les neurones (m) et les cellules endothéliales () et
participent ainsi au contrdle de la neurotransmission. PA, potentiel d’action; PPSE, potentiel
postsynaptique excitateur; PPSI, potentiel postsynaptique inhibiteur, R, récepteur;
T, transporteur.

Par ailleurs, dans des co-cultures astrocytes/neurones, la population neuronale
présente cinq fois plus de synapses qu’en monoculture, révélant ainsi que les
astrocytes interviendraient également dans la synaptogenese (Ullian et al, 2001,

Slezak et Pfrieger, 2003), via la libération de cholestérol dans le milieu extracellulaire

(Mauch et al., 2001; Slezak et Pfrieger, 2003). En stimulant I’expression de récepteurs
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neuronaux post-synaptiques, le TNF-a (Beattie et al., 2002) et/ou I’activity-dependent
neurotrophic factor (ADNF) (Blondel et al., 2000), seraient deux autres facteurs

libérés par les astrocytes et impliqués dans la synaptogenése.

2.1.2. Roles dans la mise en place et le maintien de la barriere

hématoencéphalique

Figure 7: Schéma représentant les interactions entre les différentes populations cellulaires

du SNC: neurones (m), oligodendrocytes (V), microglie (Y) et astrocytes (a). Les
oligodendrocytes constituent la gaine de myéline. La microglie assure la fonction immunitaire
localement. Les astrocytes régulent la fonction synaptique et établissent un lien entre le SNC

et la vascularisation (Y).

La barriere hématoencéphalique (BHE) qui sépare le tissu sanguin et le
parenchyme nerveux, est une structure quasi imperméable qui résulte de I’organisation
particulicre des cellules endothéliales des vaisseaux sanguins cérébraux qui produisent

une lame basale et établissent entre elles des jonctions serrées ou tight junctions
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(Wolburg et Lippoldt, 2002; Hawkins et Davis, 2005). Il est important de préciser que
les astrocytes constituent eux-mémes in vivo une sorte de barriere appelée glia
limitans, différente de la BHE, qui correspond au recouvrement des cellules
endothéliales par les pieds astrocytaires (Figure 7). Des études in vitro ont montré que
le nombre de jonctions serrées diminue considérablement lorsque les cellules
endothéliales cérébrales sont cultivées seules (Abbott, 2002). Cependant, en présence
de surnageants de culture d’astrocytes, ces cellules établissent a nouveau d’étroits
contacts entre elles, indiquant que les astrocytes liberent des facteurs stimulant la mise
en place de la BHE. On sait aujourd’hui qu’il s’agit notamment du transforming
growth factor-f (TGF-B), du glial cell line-derived neutrophic factor (GDNF) et du
basic fibroblast growth factor (bFGF) (Igarashi et al., 1999; Lee et al., 2003; Abbott,
2002). La BHE n’est pas totalement étanche et les astrocytes, qui constituent un
passage incontournable entre le sang et les neurones, permettent des échanges
sélectifs, contribuant ainsi a la régulation de I’approvisionnement énergétique des

cellules neuronales.

2.1.3. Roles dans le controle du micro-environnement neuronal

L’activité neuronale entraine des modifications de la composition ionique de
I’espace synaptique qu’il est important de rétablir pour optimiser la neurotransmission.
Le pH extracellulaire (pH.) et la concentration extracellulaire de potassium ([K'].) sont
deux parametres particulierement importants.

Les valeurs physiologiques du pH dans le micro-environnement neuronal

oscillent entre 7,1 et 7,35. De nombreux récepteurs et canaux, e.g. les récepteurs
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NMDA et GABA,, et les canaux calciques voltage-dépendants, sont extrémement
sensibles aux variations du pH.. Or, une intense activit¢ neuronale s’accompagne
d’une acidification du compartiment extracellulaire. Celle-ci est rapidement
compensée par les astrocytes grace aux co-transporteurs Na'/HCO; et CI/HCOjy
présents au niveau de leur membrane plasmique (Katsura et al., 1994; Deitmer et
Rose, 1996).

En cas de dépolarisation neuronale, les ions K' libérés dans le milieu
extracellulaire sont en grande partie captés par les astrocytes, soit passivement grace a
un co-transporteur Na'/K'/2Cl" (Newman, 1999), soit activement via une pompe
Na'/K" ATPase (Clausen, 1992; Silver et Erecinska, 1997). L’influx de K dans les
astrocytes s’accompagne d’une entrée d’eau responsable d’un gonflement temporaire
des cellules connu sous le terme d’astrocyte swelling (Katayama et al., 1990; Bullock
et al., 1991; Kimelberg, 1992). L’excés de K' dans les astrocytes est ensuite
redistribué sur plusieurs centaines de pm par 'intermédiaire des nombreuses gap-

Jjunctions qui relient les astrocytes entre eux (Rose et Ransom, 1997).

2.1.4. Roles dans le soutien métabolique des neurones

Le transfert du glucose du sang jusqu’au parenchyme nerveux s’effectue grace a
des transporteurs actifs, comme GLUT-1 (Morgello et al, 1995) qui est
principalement exprimés par les cellules endothéliales et les astrocytes (Yu et al.,
1995; Kacem et al., 1998; Regina et al., 2001). Dans les astrocytes, le glucose est
métabolisé en lactate, substrat libéré dans le milieu interstitiel et directement

assimilable par les neurones (Dringen et al., 1993a; Deitmer, 2001). Les astrocytes
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sont en outre capables de stocker les sucres sous forme de glycogéne (Dringen et al.,
1993b; Dienel et Cruz, 2003) qui peut, en cas de nécessité, étre métabolisé en lactate.
Cette source énergétique peut s’avérer cruciale a court terme, notamment en cas

d’hypoglycémie ou d’ischémie cérébrale (Wender ef al., 2000; Brown ef al., 2003).

2.1.5. Role dans la communication cellulaire

Les astrocytes expriment naturellement des transporteurs sélectifs de
neurotransmetteurs, notamment ceux du glutamate, du GABA et des monoamines
(Chatton et al., 2003; Inazu et al., 2003). Ces protéines membranaires permettent de
réguler la concentration de ces substances dans 1’espace synaptique, contrélant et
protégeant ainsi I’activité¢ neuronale (Inazu et al., 2003). Ceci constitue la fonction la
plus anciennement caractérisée et la plus étudiée des astrocytes dans la communication
cellulaire.

S’il est clairement admis que les astrocytes participent au controle de la
neurotransmission, des études récentes montrent que ces cellules sont elles-mémes
capables de produire et libérer des substances neuroactives, appelées gliotransmetteurs
(Martin, 1992; Wolosker et al., 2002; Boehning et Snyder, 2003; Ubink et al., 2003;
Do et al., 2004). Parmi ces composés figurent des neurotransmetteurs classiques, des
neuropeptides et des neurostéroides, tous susceptibles de moduler 1’activité neuronale.
Des travaux menés in vitro (Parpura et al., 1994; Hassinger et al., 1995) et in situ
(Pasti et al., 1997; Parri et al., 2001) ont notamment démontré que le glutamate
d’origine astrocytaire active les récepteurs neuronaux post-synaptiques de type AMPA

et NMDA. Parmi les autres gliotransmetteurs importants, on retrouve la D-sérine, qui
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est exclusivement produite par les astrocytes (Martineau ef al., 2006). La D-sérine joue
un role important dans la régulation de I’activation des récepteurs a NMDA (Mothet et
al., 2000). En effet, en agissant en tant que co-agoniste du glutamate, cet a.a. intervient
dans la neurotoxicité¢ (Katsuki et al., 2004; Wu et al., 2004; Shleper et al., 2005;
Kartvelishvily et al., 2006; Katsuki et al., 2007; Sasabe et al., 2007), la migration
cellulaire (Mustafa et al., 2004; Kim et al., 2005) et la plasticité synaptique (Mothet et
al., 2000; Stevens et al., 2003; Yang et al., 2003; Yang et al., 2005; Junjaud et al.,
2006; Panatier ef al., 2006; Gustafson et al., 2007). Son implication dans la plasticité
synaptique se traduit par le processus de potentialisation a long terme ou LTP (long-
term potentiation), notamment au niveau de I’hippocampe, permettant ainsi d’illustrer
le role des astrocytes dans les processus d’apprentissage et de mémorisation (Mothet
et al., 2000; Yang et al., 2003).

D’autres composés sont considérés comme de véritables gliotransmetteurs. 11
s’agit des stéroides neuroactifs d’origine gliale (Lambert et al., 1995; 2003) et des
endozépines (Lamacz et al., 1996; Patte et al., 1999; Masmoudi et al., 2003; 2005),
connus pour leur capacité a moduler positivement ou négativement la fonction
GABAergique par I’intermédiaire du récepteur GABA A (Tonon et al., 1989; Louiset
et al., 1993). Au niveau cérébral, les endozépines seraient impliquées dans 1’induction
de certains troubles de I’humeur (Costa et al., 1983; Guidotti et al., 1983; Ferrero et
al., 1986; Kavaliers et Hirst, 1986; Slobodyansky et al., 1989; De Mateos-Verchere et
al., 1998), dans le contrdle de la prise alimentaire (De Mateos-Verchere ef al., 2001) et

de la prolifération astrocytaire (Gandolfo et al., 1999; 2001).
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Ligands Récepteurs Références
Neurotransmetteurs
ACh mMAChR1.5; NnAChR(a)7(B)2 6,13,28,30,35,40
GABA A; Bia 18,2 7,19,58
Glutamate AMPA/Kainate (GluRy/3/GluRg/7); 1,5,49,66,67,68
NMDA, mGIuR3 5
Histamine H1; H2 21,38,39,42
Noradrénaline oup; 0; B1; B2 14,41,56
Purines P2X1.57; P2Y1,2,4,6,12,14; A1; A2; A3 3, 8, 20,22,30,59
Sérotonine 5-HT1aB,p,F; 5-HT2a B,c; 5-HT5g; 9,25,31,50,64
5-HT6; 5-HT7
Peptides
Angiotensine AT, p; AT2 18,26,73
B-amyloide FPRL1; RAGE ; SRg; 36, 43, 59, 72
Bombésine BB2 33,49
Bradykinine B2 37
Cholécystokinine CCKg 34,54
CGRP A-CGRP; K-CGRP 33,52,53,62
Endothélines ETa; ETs 4,11,45,46,65,70,76
Endozépines CBR; PBR, R métabotrope 23,24,44,57
Meélanocortines Y1 63,85
Neuropeptide Y NT2; NT3 27,69
Neurotensine ER.; ERg 55,78
Ocytocine 12
CEstrogénes ER.; ERg 34,35,61
Peptides natriurétiques ANPR,; ANPRg; ANPRc 73,81,82
Peptides opioides M; 8; x 15,71,77
Somatostatine SST1; SST2; SST4 17,29,47
Thrombine PAR1; PAR3; PAR4 10,79,80
Vasopressine Via 83,84
VIP/PACAP PAC1; VPAC1; VPAC2 2,16,48,74,75

Tableau 8: Récepteurs exprimés par les astrocytes. 1, Aronica et al., 2003; 2, Arshur-Fabian et al., 1997;
3, Biberetal., 1997; 4, Blomstrand et al., 1999; 5, Brand-Schieber et Werner, 2003; 6, Catlin et al., 2000; 7, Charles
et al., 2003; 8, Chen et al., 2001; 9, Cohen et al., 1999; 10, Debeir et al., 1996; 11, Desagher et al., 1997; 12, Di
Scala-Guenot etal., 1994; 13, Elhusseiny et al., 1999; 14, Enkvist et al., 1996; 15, Eriksson et al., 1990; 16, Fatatis et
al.,1994; 17, Feindt et al., 1995; 18, Fogary etal., 2002, 19, Fraser et al., 1995; 20, Fumagalli et al., 2003; 21, Fukui
et al., 1991; 22, Gallagher et Salter, 2003; 23, Gandolfo et al., 1997; 24, Gandolfo et al., 2001; 25, Garcia et al.,
1997; 26, Gebke et al., 1998; 27, Gimpl et al., 1993; 28, Graham et al., 2002; 29 Grimaldi et al., 1997; 30,
Gustavsson et al., 1993; 31, Hirst et al., 1998; 32, Haas et al., 1991; 33, Hosli et Hosli, 1994; 34, Hosli et al., 2000;
35, Hosli et al., 2001; 36, Husemann et Silverstein, 2001; 37, lkeda et al., 2000; 38, Inagaki et Wada, 1994; 39,
Kondou et al., 1991; 40, Kondou et al., 1994; 41, Kotter et Klein, 1999; 42, Kubo et al., 1991; 43, Le et al., 2000; 44,
Leprince etal., 1998; 45, Lin et Chuang, 1992; 46, Marin et al., 1991a; 47, Marin et al., 1991b; 48, Martin et al., 1992;
49, Mason et al., 2002; 50, Maxishima et al., 2001; 51, Moldrich et al., 2002; 52, Morara et al., 1998; 53, Moreno et
al., 1999; 54, Muller et al., 1997; 55, Nouel et al., 1999; 56, Oliva et al., 1997; 57, Patte et al., 1995; 58, Patte et al.,
1999; 59, Park etal., 2004; 60, Peakman et Hill, 1994; 61, Platania et al., 2003; 62, Priller et al., 1998; 63, Salomon
et al., 1993; 64, Sanden et al., 2000; 65, Schinelli et al., 2001; 66, Schipke et al., 2001; 67, Seifert et al., 2003; 68,
Servitja et al., 2003; 69, St-Pierre et al., 2000; 70, Stanimirovic et al., 1995; 71, Stiene-Martin et al., 2001; 72, Stix et
Reiser, 1998; 73, Sumner et al., 1994; 74, Tatsuno et al., 1996; 75, Tatsuno et Arimura, 1994; 76, Tence et al., 1992;
77, Thorlin et al., 1998; 78, Trudeau et al., 2000; 79, Wang et al., 2002a; 80, Wang et al., 2002b; 81, Yeung et al.,
1996a;82, Yeung et al., 1996b; 83, Zhao et Brinton,2002; 84, Zhao et Brinton,2003; 85, Zohar et Salomon, 1993.

Les relations entre les neurones et les astrocytes ne sont pas unidirectionnelles.

En effet, les astrocytes expriment eux-mémes de nombreux récepteurs (Tableau 8)

(Porter et McCarthy, 1997; Deschepper, 1998). Dans certains cas, ces cellules
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expriment a la fois le ligand et le récepteur, ce qui sous-tend une régulation de leur
activité de type autocrine/paracrine. A titre d’exemple, la somatostatine, libérée par les

astrocytes, inhibe la sécrétion d’IL-6 par ces cellules (Grimaldi et al., 1997).

2.2. Roles des astrocytes en conditions pathologiques

2.2.1. Notion d’astrogliose réactionnelle

Lors d’une atteinte du SNC, d’ordre traumatique ou neurodégénératif, la perte
de neurones provoque une activation des astrocytes, appelée astrogliose réactionnelle.
Il s’agit d’un profond changement phénotypique de ces cellules (Fitch et Silver, 1997)
qui se traduit par une multiplication et un gonflement cellulaire associ¢ a une forte
augmentation de I’expression de la GFAP. Ces cellules réactives interviennent dans la
restauration de I’homéostasie cérébrale (Fitch et Silver, 1997), la limitation de la zone
atteinte et la régénération de tissus 1ésés (Stichel et Miiller, 1998; Sofroniew, 2005).
Pour cela, elles migrent a partir de régions saines pour cloisonner la zone 1ésée du reste
du SNC (Hatten et al., 1991; Eddleston et Mucke, 1993; Norenberg et Bender, 1994;
Ridet et al., 1997; McGraw et al., 2001). Lors de ce phénomeéne, les progéniteurs
cellulaires qui expriment la nestine, un marqueur spécifique de ces cellules, peuvent se
différencier en astrocytes (Frisen ef al., 1995; Johansson et al., 1999), qui participent

alors a la mise en place de la glie cicatricielle.

2.2.2. Roles dans les maladies neurodégénératives

Comme en témoignent les nombreuses données bibliographiques des vingt

dernicres années, les astrocytes sont impliqués dans la mécanistique de la quasi-totalité
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des maladies neurodégénératives, soit dans le processus pathologique lui-méme, soit
dans les processus de réparation déclenchés a la suite de la perte neuronale. Le
phénomene d’astrogliose réactionnelle est d’ailleurs considéré comme une constante
dans les attaques aigués et chroniques du SNC (Marchetti et al., 2005; Marchetti et
Abbracchio, 2005). Mise a part la mise en place de la glie cicatricielle, le réle des
astrocytes est dépendant du type de pathologie concernée.

La chorée de Huntington est une maladie génétique 1étale a caractére dominant,
caractérisée par 1’apparition de mouvements brusques incontrolés, d’un état dépressif
et d’une diminution des capacités intellectuelles. Le mécanisme pathologique met en
jeu une mutation du geéne codant la huntingtine (Singhrao et al., 1998; Hebb et al.,
1999), la protéine mutée présentant une répétition (> 36) du résidu glutamine
(Menalled, 2005; Gil et Rego, 2008). Lors de la progression de la maladie, certaines
fonctions astrocytaires sont altérées, notamment la recapture du glutamate synaptique
qui résulte de la réduction du nombre de transporteurs (Arzberger et al., 1997). Une
¢tude réalisée sur des co-cultures astrocytes/neurones a révélé que lorsque les neurones
expriment la forme mutée de la huntingtine, les astrocytes exercent une action
protectrice. En revanche, si ce sont les astrocytes qui expriment la protéine mutée, une
augmentation de la mort neuronale est observée (Shin et al., 2005).

Avec le vieillissement de la population, le nombre de personnes atteintes d’une
pathologie neurodégénérative augmente considérablement dans les pays développés.
C’est tout particulierement vrai pour la maladie d’Alzheimer qui est a la quatrieme
cause de déces en occident. Elle se caractérise par des troubles cognitifs importants

associés a une perte de repéres dans le temps et dans l’espace. Ces symptomes
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résultent d’une perte neuronale, notamment dans les zones corticales associatives et

I’hippocampe, due a 1’accumulation de peptide B-amyloide sous forme de plaques
séniles (Jellinger et Hattems, 2006) qui stimulent une réponse de type inflammatoire
orchestrée par 1’action combinée des astrocytes et des cellules de la microglie. Les
astrocytes produisent également la butyrylcholinestérase dont les niveaux d’expression
sont considérablement augmentés chez les malades atteints de la maladie d’Alzheimer

(Jellinger et Hattems, 2006)

2.2.3. Roles dans [’ischemie cérébrale

L’ischémie cérébrale se caractérise par une chute du débit sanguin dans un
territoire donné, responsable d’une mort neuronale. Cette derni¢re entralne une
astrogliose réactionnelle aboutissant a la formation d’une glie cicatricielle, qui limite la
zone infarcie, induite par la libération massive de facteurs tels que des cytokines, des
facteurs trophiques et des médiateurs de 1’inflammation (Yong ef al., 1991; McMillian
et Hong, 1994; Norenberg et Bender, 1994; Fawcett, 1997; Campbell, 2001; Schwartz
et al., 2001). Parallelement, les astrocytes sécretent des facteurs proangiogenes,
pouvant initier la néoformation de tissus vasculaires, illustrant ainsi une des
caractéristiques les plus importantes du SNC, la plasticité cérébrale. Parmi ces
substances, les astrocytes réactifs expriment notamment le vascular endothelial
growth factor (VEGF) (Salhia et al., 2000), facteur majeur dans la prise en charge de
la néovascularisation physiologique (embryogenése) ou physiopathologique
(tumorigenese, ischémie) (Folkman, 1995; Ferrara et Bunting, 1996). Le fait que le

récepteur VEGF-R1 soit surexprimé en cas d’agression et tout particulierement dans
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les astrocytes suggere une fois encore, I’existence d’un processus de type autocrine
(Krum et Rosenstein, 1998; 1999; Lennmyr et al., 1998; Krum et Khaibullina, 2003;
Rosenstein et Krum, 2004). Cependant, les effets de I’astrogliose peuvent s’avérer
déléteres, en particulier la glie cicatricielle inhibe la croissance neuritique, et donc la

régénération du tissu cérébral (Davies ef al., 1996).

2.2.4. Astrocytes et tumeurs cérebrales d’origine gliale

Les tumeurs du SNC peuvent provenir de différents lignages cellulaires dont les
lignages astrocytaire et oligodendrocytaire. Dans le cas des tumeurs gliales
astrocytaires, trois grades malins sont répertoriés par 1’organisation mondiale de la
santé, i.e. I’astrocytome fibrillaire de grade II, 1’astrocytome anaplasique de grade III
et le glioblastome multiforme de grade IV. Les tumeurs gliales de grades III et IV,
sujettes a de fréquentes récidives apres exérese chirurgicale, radio- et/ou
chimiothérapie(s), sont difficilement curables. La probabilit¢ ¢levée de récidive
s’explique par une extraordinaire capacité¢ d’invasion des cellules tumorales dans le
tissu sain adjacent, rendant ainsi quasiment impossible une compléte exérése. Les
glioblastomes sécretent de nombreuses substances intervenant dans le recrutement des
cellules inflammatoires telles que des facteurs de croissance, des chimiokines et des
cytokines (Hoelzinger ef al., 2007). Au voisinage des cellules tumorales, ces cellules
inflammatoires initient différents processus, notamment la néoangiogencse, la
lymphangiogenese, la prolifération et I’invasion cellulaires (Pollard, 2004), indiquant
que le développement des astrocytomes met en jeu des mécanismes de type paracrine

(Hoelzinger et al., 2007). Une des constantes dans la formation de glioblastomes est
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I’augmentation exacerbée de la signalisation de type epidermal growth factor
(EGF/EGFR) et platelet-derived growth factor (PDGF/PDGFR) (Hoelzinger et al.,
2007). L’activation de ces récepteurs par leur ligand respectif intervient dans la
prolifération tumorale et I’angiogenese (Lamszus et al., 2004; Shih et Holland, 2006),
mais il a été également montré que le PDGF joue un réle dans I’invasion tumorale
(Cattaneo et al., 2006; Natarajan et al., 2006). Comme ces facteurs sont exprimés a la
fois par les glioblastomes, les neurones et les astrocytes, 1’ensemble de ces données
constitue une preuve supplémentaire d’une action paracrine/autocrine dans le
mécanisme de tumorigenese (Shih et Holland, 2006).

Plusieurs groupes se sont attachés a étudier le role de peptides vasoactifs dans
les processus de tumorigenése cérébrale. Des les années 80, une équipe a montré que
la neurotensine (NT) est produite au sein des astrocytomes (Bateman et al., 1986). Par
la suite, ’expression d’autres neuropeptides comme la cholécystokinine (CCK), le
NPY, la SS (Przedbordski et al., 1988), I’adrénomédulline (ADM) (Takahashi et al.,
1997), I’endothéline-1 (Sone et al., 2000) et I’UIl (Takahashi et al., 2001) a été
montrée. Parallelement, la présence des récepteurs pour le vasoactive intestinal
polypeptide (VIP) et le pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP)
(Vertongen et al., 1995), I’insuline, 1’insulin-like factor 3 (Fabry et al., 2000) ou de
I’endothéline (Sone ef al., 2000) a été caractérisée dans des lignées cellulaires issues
de tumeurs astrocytaires de haut grade. Parmi ces peptides, nombreux sont ceux qui se
révelent actifs dans la prolifération des cellules tumorales. En effet, les peptides VIP et
PACAP inhibent la prolifération des cellules T98G, lignée tumorale issue de

glioblastome humain (Vertongen et al., 1996). A I’inverse d’autres peptides présentent
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des propriétés mitogénes tels que 1’endothéline-1 (Takahashi et al., 2002).
L’expression de peptides vasoactifs et dans certains cas de leurs récepteurs corrobore
la composante autocrine dans le développement tumoral.

L’ADM est une hormone peptidique initialement isolée a partir de tissu tumoral
humain (Kitamura et al., 1993). Plusieurs fonctions ont été attribuées a I’ADM, telles
que la vasodilatation (Nuki et al, 1993) et la régulation du systéme endocrine
(Yamaguchi et al., 1995). Par ailleurs, des travaux in vitro ont révélé que ’ADM
induit la prolifération cellulaire dans des lignées tumorales humaines (Miller et al.,
1996; Rocchi et al., 2001). Ouafik et al. (2002) ont démontré, d’une part que des
cellules issues de gliomes expriment a la fois ’ADM et ses récepteurs de facon
corrélée avec le grade de la tumeur, et d’autre part que I'immunoneutralisation du
peptide chez des souris Nude transplantées avec des cellules tumorales humaines,
entraine une forte diminution de la tumorigenése. Dernierement, cette équipe a montré
que I’effet mitogene de I’ADM est relayé par la phosphorylation du facteur c-Jun via

I’activation de la voie de la c-Jun N-terminal kinase (JNK) (Ouafik et al., 2009).

3. Objectifs de I’étude

Considérés comme les peptides naturels vasoactifs les plus puissants identifiés a
ce jour, ’UIl et 'URP ont fait I’objet d’intenses recherches visant a mieux
comprendre leurs rdles et mécanismes d’action sur le contrdle du systeme
cardiovasculaire en conditions physiologiques et physiopathologiques (Kompa et al.,
2004; Russell, 2004; Ashton, 2006). Bien que I’UIl et I’'URP soient d’authentiques

neuropeptides, le role du systéme urotensinergique au niveau cérébral reste a ce jour
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trés mal connu. L’UT est fortement exprimé¢ dans des motoneurones de la moelle
épiniere et du tronc cérébral (Jégou et al., 2006), mais il est également présent dans
d’autres structures nerveuses comme le thalamus et I’hippocampe dans lesquelles il est
exclusivement associé a une sous-population d’astrocytes (Lin et al., 2003b). Par
ailleurs, les ARNm codant I’UT sont détectés dans différentes lignées tumorales, dont
certaines sont issues de glioblastomes (Takahashi et al, 2001). Enfin, plusieurs
groupes ont mis en évidence des effets mitogenes de I’UII sur des cellules transfectées
par PADNc codant I’UT et des cellules natives connues pour exprimer le récepteur
(Sauzeau et al,, 2001; Watanabe et al,, 2001; Ziltener et al., 2002; Shi et al., 2006;
Chen et al., 2008).

Compte tenu de I’ensemble de ces données, le présent travail s’attache a
i) démontrer la présence de sites de liaison spécifiques pour I’UII et I’'URP dans les
astrocytes, ii) déterminer les voies de transduction associées a leur activation en
comparant les effets de I’UIl et ’URP, iii) identifier un éventuel antagoniste
peptidique de I’UT dans notre modele, et iv) rechercher I’implication potentielle du

systéme urotensinergique dans le controle de la tumorigenese cérébrale.
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1. Cultures d’astrocytes corticaux de Rat

Le modele de cultures purifiées d’astrocytes est constitué d’une population
homogéne de cellules natives dont le transcriptome est proche de celui des astrocytes
in vivo (Nakagawa et al., 2005). Les cultures primaires de cellules gliales sont
réalisées selon un protocole inspiré de celui de Booher et Sensenbrenner (1972). Aprés
décapitation des rats Wistar (Depré, Saint-Doulchard, France) agés de 24 h, le cortex
est prélevé puis placé dans un milieu de culture constitué d’un mélange DMEM/HAM-
F12 (2/1, v/v) (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) complété par une
solution d’antibiotiques-antifongique (1%, Sigma-Aldrich), de glutamine (2 mM,
Sigma-Aldrich), d’insuline (1%, Sligma-Aldrich), de D(+)-glucose (0,4%, Sigma-
Aldrich) et ’HEPES (5 mM, Sigma-Aldrich). Une fois les méninges éliminées, les
cellules sont dissoci¢es de fagcon mécanique par passages lents et successifs au travers
d’une aiguille creuse (10 cm X 1,2 mm). La suspension cellulaire est centrifugée
(100 X g, 5 min), puis le culot est resuspendu et filtré sur un tamis de nylon (maillage
de 100 um). Les cellules sont ensemencées dans des flasques (150 cm?) a raison de
25 X 10° cellules/flasque dans un milieu complet additionné de sérum bovin feetal
(SBF; 10%, Eurobio, Les Ullis, France). Les cultures sont placées dans un incubateur
en atmosphére humide et maintenu a 37°C en présence de 5% de CO,. Le milieu de
culture est renouvelé tous les trois jours.

Apres 6 a 8 jours de culture (90% de confluence), les cultures primaires sont
purifiées en utilisant les capacités d’adhésion de chacun des types cellulaires
(astrocytes, microglie, oligodendrocytes) présents dans les cultures (Brown et Mohn,
1999). Les flasques sont soumises a deux cycles successifs d’agitation orbitale (2 h
puis 18 h) et les cellules adhérentes (astrocytes) sont détachées par une solution de
trypsine (0,05%, Sigma-Aldrich), puis centrifugées (100 X g, 8 min, Figure 8). La

suspension cellulaire est laissée 2 min dans une flasque de 150 cm? pour permettre

71



CULTURE PRIMAIREDE CELLULES
GLIALES

e 1¢r cycle d'agitation orbitale (225 rpm, 2 h)
¢ Milieu de culture sans SBF

Cellules adhérentes

¢ 2nd cycle d'agitation orbitale (225 rpm, 18 h)
e Milieu de culture avec SBF

Cellules adhérentes

¢ Elimination du milieu

¢ Ringage au PBS (5 mL, 37°C)

e Traitement a la Trypsine-EDTA (6 mL, 37°C)

o Arrét de la réaction par ajout de SBF (3 mL, 37°C)
e Centrifugation (800 rpm, 8 min)

¢ Resuspension dans 5 mL de milieu

Transfert dans une nouvelle flasque
(1a 2 min, température ambiante)

Cellules flottantes

e Centrifugation (800 rpm, 8 min)
¢ Resuspension

e Comptage

¢ Ensemencement

CULTURE PURIFIEED’ASTROCYTES

Materiels et Méthodes

=

Les astrocytes (rouge) et les
cellules de la microglie (vert)
sont révélés a l'aide d’anticorps
anti-GFAP et d’isolectine B4,
respectivement.

Purification

Les astrocytes sont marqués en rouge

=

Figure 8: Protocole de purification de cultures primaires de cellules dliales corticales de Rat par
agitation orbitale. Obtention d'une culture secondaire d’astrocytes. GFAP, glial fibrillary acidic protein;

PBS, phosphate buffer saline; SBF, serum bovin feetal.
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d’éliminer la microglie résiduelle qui adhére rapidement au support. Les cellules
flottantes (astrocytes) sont récupérées et resuspendues dans du milieu de culture
supplémenté de SBF (10%) puis ensemencées sur un support et a une densité variant
selon le type d’expérimentation (Tableau 9). Aprés 2 jours de culture, les cellules
présentent les caractéristiques morphologiques des astrocytes de type I et plus de 99%

d’entre elles expriment un marqueur astrocytaire, la GFAP (Figure 8).

Type " :
, y’p_ Support Densité cellulaire
d’expérience
= Cost 120000 (saturation) 80000
Etude de liaison agze .tos gl (compétition,
R L association/dissociation)
Mesure du métabolisme BoelE ol = o 400000
des PIPs
Mesure de Plague Falcon 96 puits 30000
la [Ca?+], (bord noir/fond blanc)
Immuno- Plaque Costar 24 puits 15000
histochimie (sur lamelle de verre)
Prolifération Plaque Costar 96 puits 15000
cellulaire Plaque Costar 12 puits 80000

Tableau 9: Ensemencement des cellules et choix des supports selon le type
d’expérience. [Ca?*]., concentration cytosolique de calcium.

2. Etudes de liaison
2.1. Protocoles

Les cultures secondaires a confluence sont rincées trois fois avec du tampon
phosphate salin (PBS, 150 mM, pH=7,4), séchées sous un courant d’air froid puis
stockées a -80°C jusqu’a leur utilisation. Pour chaque type d’expériences, les cellules
sont décongelées puis incubées dans un tampon Tris-HCI (50 mM, pH 7,4) contenant
de I’albumine sérique bovine (BSA, 0,5%), du MnCl, (5 mM) et le radioligand,
i.e. U["IJUII (0,2 nM) ou I'['*’I-Tyr’,D-Trp*]somatostatine-14 (0,4 nM), obtenus par

iodation des peptides selon des protocoles mis au point au laboratoire (Chatenet et al.,
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2004). Les cellules sont ensuite rincées avec le tampon Tris-HCI/BSA/MnCl, puis
lysées avec une solution de dodécyl sulfate de sodium (SDS, 1%) et la radioactivité est
mesurée a ’aide d’un compteur gamma (LKB Wallac, Rockville, MD). La liaison
non-spécifique est déterminée par I’ajout de 1 uM de peptide non radiomarqué.

Pour les expériences d’association, les cellules sont incubées pour des temps
(1 min a 2h) et des températures variables (22° ou 37°C). La cinétique de dissociation
(1 min — 3 h) est mesurée grace a 1’ajout a 1’équilibre d’un exceés de peptide non
marqué (1 uM final).

Pour les expériences de saturation, les cellules sont incubées (2 h, 22°C) dans du
tampon Tris HCI/BSA/MnCl, contenant des concentrations croissantes d’['*1JUII
(0,01 a4 nM).

Pour les expériences de compétition, les cellules sont incubées (2 h, 22°C) dans
du tampon Tris HCI/BSA/MnCl, en présence d’['*IJUIL (0,2 nM) ou d’['*I-Tyr’,
D-Trp*]somatostatine-14 (0,4 nM) et de concentrations croissantes d’UIIl, d’URP, de

leurs analogues ou de somatostatine-14.

2.2. Analyse des données

Le coefficient de Hill (ny) est calculé¢ a I’aide du logiciel GraphPad Prism
(GraphPad Software version 4, San Diego, CA, USA) a partir de la régression non-
linéaire des courbes de compétition obtenues par I’équation de Hill. Les données sont
ensuite analysées pour déterminer si le radioligand interagit avec un ou deux sites de
liaison. Le logiciel s’appuie sur le test statistique de Fisher qui valide I’une ou I’autre
hypothese (P < 0,05) en comparant la superposition des courbes (€équation pour un site
vs équation pour deux sites) autour des valeurs reportées sur le graphe.

L’ICs, qui correspond a la concentration du ligand non marqué déplacant 50% de

la liaison spécifique du radioligand, permet de calculer les constantes de dissociation
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(Ki) de haute (K;) et de basse (K;) affinités selon la formule définie par Cheng et
Prusoft (1973) :

IC50
Ko
1+ [L]/Kd

ou
[L] = concentration de radioligand libre

K4 = constante de dissociation a 1’équilibre pour le radioligand

3. Mesure du métabolisme des polyphosphoinositides

L’effet de I’UII sur le métabolisme des polyphosphoinositides est mesuré en
utilisant un protocole mis au point au laboratoire (Desrues et al., 1990). Les cultures
secondaires a confluence sont rincées trois fois avec du PBS (150 mM, pH = 7,4) et
incubées (2 h, 37°C, 5% CO,) en ’absence ou présence d’UII ou d’URP (100 nM,
chacun) dans un milieu dépourvu de SBF, d’insuline et de glucose, et contenant du
myo-[*H]inositol (10 pCi/mL, PerkinElmer, Boston, MA, USA). Les cellules sont
ensuite récupérées a 1’aide d’un grattoir dans une solution d’acide trichloroacétique
(TCA, 10%, 4°C) et homogénéisées par sonication. Les inositols phosphates (IPs) sont
séparés de la fraction membranaire par centrifugation (14000 rpm, 10 min, 4°C). Les
polyphosphoinositides (PIPs) sont extraits par un mélange chloroforme/éthanol (2:1,
v/v; 4°C) et la radioactivité est mesurée a 1’aide d’un compteur LKB 1217 Rack Beta,

(EG et G Wallac, Evry, France).

4. Mesure de la concentration cytosolique de calcium
La concentration cytosolique de calcium ([Ca®].) est mesurée a ’aide d’une

technique microfluorimétrique sur des astrocytes cultivés en plaque 96 puits

(Black/white Costar 96 wells; 30 X 10° cellules/puits), a I’aide d’une sonde calcique
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fluorescente, le Fluo-4 (Aexcitation = 475 NM, Amision = 525 nm). Apres rincage des
cellules avec un tampon (pH = 7,4) contenant du NaCl (135 mM), du KCI (5 mM), du
CaCl, (I mM), du MgCl, (1 mM), de ’'HEPES (10 mM), du D(+)-Glucose et de la
probénécide (2,5 mM), la valeur de la fluorescence naturellement émise par les
cellules et le plastique est mesurée. Les astrocytes sont ensuite incubés (40 puL, 40 min,
37°C, 5% CO,) dans le méme tampon contenant du Fluo-4 (2 uM) et de I’acide
pluronique (20%). Les plaques contenant les cellules et les composés sont placées dans
le lecteur de plaques Flexstation II (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)
(Figure 9) piloté par le logiciel Softmax Pro (Molecular Devices) qui enregistre durant
300 s (intervalle 1,52 s) les variations de la fluorescence dans les cellules. Les

composes testés sont &jectés (50 uL) apres 17 s de lecture.

kexcitation (475 nm) }vém\swon (525 nm)

Données brutes

; — Données analysées
- —~— : Ejection
e Peptide
NS 140 l ;
ol - e

Flexstation 1l

Tampon

SRR q:,JG o
temps (s)

Figure 9: Principe de la mesure de la [Ca2*]. a 'aide d’'une Flexstation. Les cellules sont incubées
avec la sonde calcique ratiométrique Fluo 4 et I'éjection du tampon seul (§ , 50 pL) ou de la
substance dintérét (§ , 50 pL) est effectuée au voisinage des cellules 17 s aprés le début de la
lecture de la fluorescence. La normalisation des résultats est réalisée grace a une macro
programmée sous le logiciel Excel.

Les niveaux de fluorescence, proportionnels a la [Ca®]., sont exportés sous

Excel et sont analysés a I’aide d’une macro qui permet de soustraire le signal basal de
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fluorescence puis de calculer I’amplitude de la réponse induite par les composés testés
en prenant comme référence 1’effet d’une éjection de tampon seul. Les valeurs

obtenues sont ensuite exploitées sous le logiciel GraphPad Prism.

5. Mesure des niveaux d’expression des genes codant I’UII,
I’URP et le récepteur UT

L’expression des genes est mesurée par la technique de RT-PCR en temps réel
sur des lignées dérivées d’astrocytomes et de glioblastomes et des extraits de
glioblastomes humains fournis par le Pr L’Houcine Ouafik (UMR 911, Marseille). Les
amorces ribonucléiques (Promega, Madison, WI, USA) ont été congues a 1’aide du

logiciel Primer Express (Tableau 10).

Géne Séquences des amorces ribonucléiques :‘uirg;:? dc:aes
hGAPDH sen.s: GAGCCAAAAGGGTCATCATC 20
antisens: CCATCCACAGTCTTCTGGGT 20
hUII sens: CCTCTCTTATCTCTTCCTCTTCCTGA 26
antisens: AGCGCGCGTCTTCATGA 17
URP sens: ACACAGTATTTCCAAAAGCAAGCTC 25
antisens: CCTAACAAACTGGAAGAACTTAACCA 26
hUT sens: TCTTCGGCCTGGACTTCCT 19
antisens: GCGCTCGCTGCTCATGA 17

Tableau 10: Séquences des amorces utilisées pour I'amplification par RT-PCR des
génes codant 'UIl humaine (hUIl), PTURP, 'UT humain (hUT) et la glycéraldéhyde-3-
phosphate déshydrogénase humaine (hGAPDH).

Pour chaque échantillon, 1 pg d’ARN totaux est transcrit en ADNc par la
Superscript II (50 U/uL) en utilisant comme amorces des hexameéres aléatoires (50
uM). L’ADNc obtenu (15 ng) est dilu¢ dans une solution commerciale (Applied
Biosystem, Courtabeeuf, France) contenant la sonde fluorescente SYBR Green, des
nucléotides, I’enzyme Taq polymérase et les amorces sens et antisens spécifiques de

83



Materiels et Méthodes

I’UII, de I’'URP ou de I’'UT humains. Le géne codant la glycéraldéhyde-3-phosphate
déshydrogénase (GAPDH), une protéine ubiquiste dont I’expression n’est pas régulée,
est utilisée comme référence. La PCR quantitative est réalisée a 1’aide d’un
thermocycleur (ABI Prism 7000 Sequence Detection, Applied Biosystem, Courtabceuf,

France) selon un programme constitué de 40 cycles comprenant une phase de
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dénaturation (95°C, 15 s) et une phase d’hybridation/élongation (60°C, 1 min).
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—ABI Prism 7000
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Figure 10: Principe de la PCR quantitative en temps réel (RT-PCR). SYBR: sonde SYBR
Greenlibre () ou fluorescente ( ) combinées aux amplicons.

0,0001

La quantit¢ d’amplicons formés dans chaque échantillon est déterminée en
utilisant la formule 29 dans laquelle Ct désigne le nombre de cycles a partir
duquel la fluorescence atteint une valeur seuil. Le ACt correspond a Ctgyne dinteret -
Ctsarpn pour chaque échantillon et le AACt représente la différence entre le ACt d’un
échantillon et la moyenne des ACt des échantillons utilisés comme contrdle

(Figure 10).

6. Mesure de la prolifération cellulaire
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Les effets mitogeénes des peptides sont mesurés par 1’utilisation d’un marqueur de
prolifération cellulaire, le WST-1 (Roche Diagnostic, Meylan, France) et par comptage
direct des cellules. Les astrocytes sont ensemencés dans des plaques 96 puits (15 X 10°
cellules/puits, WST-1) ou des plaques 12 puits (60 X 10° cellules/puits, comptage).
Apres 2 jours de culture, les cellules sont synchronisées dans un milieu dépourvu de
SBF (24 h, comptage) ou non (WST-1), puis incubées en 1’absence ou présence d’UII,
d’URP, de PACAP, d’IL-1B ou d’ET-1. Apres 24 h, les cellules sont incubées en
présence de WST-1 (2 h, 37°C) et le signal est mesuré (450 nm et 750 nm) a I’aide
d’un lecteur de plaques (FL600 BioTek, Winooski, Vermont) piloté par le logiciel
KC4 (BioTek). La densité cellulaire est mesurée apres 48 h d’incubation en présence
d’UII ou d’URP grace a un compteur de cellules (Z2, Coulter Beckmann, Miami, FL,
USA).

7. Immunohistochimie

Les cellules sont ensemencées sur lamelles en verre déposées dans des plaques
24 puits (20 X 10° cellules/puits). Aprés 2 jours de culture, les cellules sont rincées
avec du PBS (pH = 7,4, 37°C) puis fixées avec une solution de paraformaldéhyde
(PFA 4%, 20 min, 4°C). Apres 3 ringages (10 min) avec du PBS contenant du triton
X-100 (0,3%), les cellules sont incubées (1 h, 22°C, obscurité) avec ’isolectine B4
couplée a la fluorescéine isothiocyanate (FITC) pour révéler la microglie, ou avec un
premier anticorps anti-GFAP (développé chez le Lapin) ou anti-f-galactosidase
(développé chez la Souris) pour marquer les astrocytes et les oligodendrocytes,
respectivement. Les complexes antigénes-anticorps sont révélés en incubant les
cellules (16 h, 4°C, obscurité) avec un second anticorps développé chez la Cheévre et

dirigé contre les y-globulines de Lapin (couplage a 1I’Alexa 568) ou de Souris
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(couplage a 1’Alexa 488). Apres 3 ringages, les lamelles sont prélevées, montées sur
lame puis séchées.

L’immunoréactivité¢ est observée a I’aide d’un microscope invers¢ DMIRBE
(Leica, Heidelberg, Allemagne), équipé d’une lampe UV et d’une Cool Camera
Digital (CCD, cool snap fx, Princeton Instrument, France) et piloté par le logiciel
Metamorph™ (Roper Scientific, Evry, France). Un filtre bleu (bandes passantes
d’excitation 440-520 nm et d’émission 497-557 nm) et un filtre vert (bandes passantes
d’excitation 515-560 nm et d’émission a partir de 590 nm) permettent de révéler la

fluorescence émise par I’ Alexa 488 et I’ Alexa 568, respectivement.

8. Analyses statistiques

Toutes les analyses sont réalisées a 1’aide du logiciel Instat GraphPad 3.05
(GraphPad Software). Selon les expériences, différents tests statistiques sont utilisés,
i.e. test t de Student, test ANOVA (one-way) suivi des post-hoc de Dunnett ou de

Tukey ou tests non-paramétrique de Mann et Whitney, ou de Friedman.
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Biochemical and functional characterization of
high-affinity urotensin II receptors in rat

cortical astrocytes

Héleéne Castel, Mickaél Diallo, David Chatenet, Jérome Leprince, Laurence
Desrues, Marie-Thérése Schouft, Marc Fontaine, Christophe Dubessy, Isabelle
Lihrmann, Elizabeth Scalbert, Maria Malagon, Hubert Vaudry, Marie-Christine
Tonon and Pierrick Gandolfo.

Les résultats publiés dans cet article portent sur la caractérisation de sites de
liaison spécifiques et fonctionnels pour I’UII, de trés haute et de haute affinités, dans
les astrocytes corticaux de Rat en culture. L un des deux sites au moins correspondrait

au récepteur UT.

J. Neurochem. (2006) 99: 582-595.
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[Orn’]URP acts as a pure antagonist of

urotensinergic receptors in rat cortical astrocytes

Mickaél Diallo, Marie Jarry, Laurence Desrues, Helene Castel, David Chatenet,
Jérome Leprince, Hubert Vaudry, Marie-Christine Tonon and Pierrick Gandolfo.

Les résultats publiés dans cet article montrent que 1’[Orn’JURP, dépourvu
d’activité agoniste intrinséque, se comporte comme un puissant antagoniste non-
compétitif / insurmontable de I’'UT exprimé dans les astrocytes corticaux de Rat en

culture.

Peptides (2008) 29: 813-819.
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Effects of GABA, receptor activation on UT-

coupled signaling pathways in rat cortical astrocytes

Laurence Desrues, Thomas Lefebvre, Mickaél Diallo, Pierrick Gandolfo,
Jérome Leprince, David Chatenet, Hubert Vaudry, Marie-Christine Tonon
and Héléne Castel

Les résultats publiés dans cet article montrent 1’existence d’un changement de
couplage du récepteur UT, de la protéine G, vers la protéine G;, régulé par le systéme

GABAergique dans les astrocytes corticaux de Rat en culture.

Peptides (2008) 29: 727-734.
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The vasoactive peptides UII and URP regulate
astrocyte activity through common and distinct

mechanisms. Involvement in cell proliferation

Mickaél Diallo, Marie Jarry, Laurence Desrues, Tursonjan Tokay, David
Chatenet, Jérome Leprince, Oriana Rossi, Hubert Vaudry, Marie-Christine
Tonon, Héléne Castel and Pierrick Gandolfo.

Les résultats présentés dans cet article montrent certaines divergences
fonctionnelles entre I’UII et I’URP sur les astrocytes corticaux de Rat en culture. Seule
I’UII interagit avec un site de tres haute affinité, couplé a une protéine G sensible a la
toxine pertussique, et vraisemblablement impliqué dans les effets pro-mitogeénes de

I’UII.

(soumis).
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ABSTRACT

Urotensin II (UIl) and its paralog urotensin Il-related peptide (URP) are two
vasoactive neuropeptides whose respective central actions are currently unknown.
Here, we have compared the mechanism of action of URP and UII on cultured
astrocytes. Competition experiments performed with ['*IJUII showed the presence of
very high- and high-affinity binding sites for UII, and a single high-affinity site for
URP. Both UIlI and URP provoked a membrane depolarization accompanied by a
decrease of input resistance, stimulated the release of endozepines, neuropeptides
specifically produced by astroglial cells, and generated an increase in cytosolic
calcium concentration ([Ca*"].). The UII/URP-induced [Ca*‘]. elevation was pertussis
toxin (PTX)-insensitive, and could be blocked by the PLC inhibitor U73122 or the IP;
channel blocker 2-APB. The addition of Ca*" chelator EGTA reduced the peak and
abolished the plateau phase whereas the T-type calcium channel blocker mibefradil
totally inhibited the calcium response evoked by both peptides. However, URP and
UII induced a mono- and biphasic dose-dependent increase in [Ca®]. and provoked
short- and long-lasting Ca*" mobilization, respectively. Similar mono- and biphasic
dose-dependent increase in [*H]inositol incorporation into polyphosphoinositides (PIP)
in astrocytes was obtained but sole the effect of UII was specifically reduced by PTX.
Finally, UII exerted a dose-dependent mitogenic activity on astrocytes, but not URP.
Therefore, we described that URP and UII exert not only similar but also divergent
actions on astrocyte activity, UIl exhibiting a broader range of activities at

physiological peptide concentrations.

RUNNING TITLE: Differential Effects of URP and UII on Astrocyte Activity.

INTRODUCTION
Urotensin II (UII) is a cyclic neuropeptide that has been initially isolated from the
urophysis, a neurosecretory organ located in the caudal portion of the spinal cord of
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teleost fish (Pearson et al., 1980). Orthologs of UII have been subsequently characterized
in the brain and spinal cord of various species of tetrapods including frog (Chartrel et al.,
1996; Conlon et al., 1992), mouse (Coulouarn et al., 1999), rat (Coulouarn et al., 1999),
pig (Mori et al., 1999) and human (Ames et al., 1999; Chartrel et al., 2004; Coulouarn et
al., 1998). A paralog of UII called Ull-related peptide (URP) has been recently identified
in rat and human (Sugo et al., 2003). UIl and URP share a fully conserved C-terminal
cyclic hexapeptide CFWKYC core that plays a major role for the biological activity of
the peptides (Leprince et al., 2008). The cyclic region of UIl and URP exhibits some
structural similarities to that of somatostatin (Fig. 1) and it has recently been found that
the genes encoding these three neuropeptides originate from a common ancestor
(Tostivint et al., 2006).

The mRNAs encoding the UIIl and URP precursors have been localized both in the
brain and in peripheral organs (Sugo et al., 2003). In the rat and mouse central nervous
system (CNS), the UII and URP genes are primarily expressed in subpopulations of
motoneurons located in discrete brainstem nuclei and in the ventral horn of the spinal
cord (Coulouarn et al., 2001; Dun et al., 2001; Pelletier et al., 2002; 2005). In the
human brain, high levels of URP mRNA are also present in the hippocampus and
thalamus (Sugo et al., 2003).

The biological action of UII and URP are mediated through activation of a common
G protein-coupled receptor originally called GPR14 (Ames et al., 1999; Liu et al.,
1999; Mori et al., 1999; Nothacker et al., 1999; Sugo et al., 2003) and now renamed
UT (Douglas and Ohlstein, 2000). In UT-transfected CHO and HEK293 cells, UII
stimulates the phospholipase C pathway and causes an increase in cytosolic calcium
concentration ([Ca*"].) (Elshourbagy et al., 2002; Liu et al., 1999; Ziltener et al.,
2002). UII also exerts mitogenic activity in UT-transfected cells and in vascular
smooth muscle cells expressing native UT (Sauzeau et al., 2001; Watanabe et al.,
2001; Ziltener et al., 2002).

In the CNS, UT mRNA has been detected in motoneurons of the spinal cord in mouse
(Liu et al., 1999) and rat (Jégou et al., 2006) as well as in the thalamus, superior occipital
gyrus and substantia nigra in human (Ames et al., 1999). Previous studies have shown
that central administration of UIl modulates cardiovascular, locomotor, behavioral and
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endocrine functions (for review, Do Rego et al., 2008; Nothacker and Clark, 2005).
Although URP has been proposed as the sole endogenous ligand for urotensinergic
receptors in the brain (Mori and Fujino, 2004; Sugo et al., 2003), little is known
regarding the central activities of URP.

It is now clearly established that astroglial cells release various neuroactive
compounds (Volterra and Meldolesi, 2005) including the gliopeptides endozepines
(Malagon et al., 1993; Patte et al., 1999). Endozepines were originally characterized as
endogenous ligands for benzodiazepine receptors (Guidotti et al., 1983). All
endozepines characterized so far derive from an 86-amino-acid precursor called
diazepam-binding inhibitor (DBI) which generates several biologically active
fragments, notably the octadecaneuropeptide (ODN, DBIs;50) (Ferrero et al., 1986;
Gandolfo et al., 1999). The release of endozepines from astrocytes is regulated by
several neuropeptides such as pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide
(PACAP) and somatostatin (Masmoudi et al., 2003; 2005).

The expression of UII and its receptor has been previously reported in a human
glioblastoma cell line (Takahashi et al., 2001) and the presence of functional UT has
been demonstrated in astrocytes (Castel et al., 2006; Lin et al., 2003). In astroglial
cells, UII specifically binds two affinity sites, stimulates PIP metabolism and causes a
robust increase in cytosolic calcium concentration (Castel et al., 2006; Desrues et al.,
2008). Up to know, nothing is known regarding the mechanism of action of URP on
native cells, and the relevance for the existence of a redundant peptide for a unique UT
receptor remains unexplored. In the present study, we have characterized functional
binding sites for URP on rat cortical astrocytes and compared the effects of URP with
those of UII electrophysiological activity, endozepine release, Ca**, PIP turn-over and

cell proliferation.

MATERIALS AND METHODS
Reagents
URP (ACEFWKYCV), rat UIl (Ull, pQHGTAPECFWKYCI) and rat
octadecaneuropeptide ODN (diazepam-binding inhibitor 33-50, DBIs;5) were
synthesized by the solid phase methodology on a Pioneer PerSeptive Biosystem
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peptide synthesizer (Applera France, Courtaboeuf, France) using the standard
manufacturer’s procedures as previously described (Leprince et al., 1998, Chatenet et
al., 2004). All peptides were purified (> 98%) on a 2.2 X 25-cm Vydac C,s column
(Alltech, France) and characterized by MALDI-TOF MS on a Voyager DE-PRO mass
spectrometer (Applera-France). Glutamine, N-2 hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethane
sulfonic acid (HEPES), the antibiotic-antimycotic solution and bovine y-globulins
were purchased from Invitrogen (Cergy-Pontoise, France). Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM), Ham-F12 culture medium, insulin, D(+)-glucose,
mibefradil, nifedipine, w-conotoxine GVIA, pertussis toxin (PTX), endothelin-1 (ET-
1), bovine serum albumin (BSA) were obtained from Sigma-Aldrich (St-Quentin
Fallavier, France). Fetal bovine serum (FBS) and interleukin-13 (IL-1p))) were from
Eurobio (Les Ulis, France). Fluo-4 AM and Fura-2 AM were from Molecular Probes
(Leiden, Netherlands). Somatostatin-14 and [Tyr’,D-Trp*]somatostatin-14 were
purchased from NeoMPs (Strasbourg, France). Pituitary adenylate cyclase-activating
polypeptide (PACAP) was generously provided by Dr Alain Fournier (INRS, Pointe-
Claire, Canada).

Cell Culture

Purified cultures of astrocytes were prepared as previously described (Gandolfo et
al., 2001; Diallo et al., 2008). Briefly, cerebral hemispheres from newborn Wistar rats
were collected in DMEM/Ham-F12 (2:1, v/v) culture medium supplemented with 2
mM glutamine, 1% insulin, 5 mM HEPES, 0.4% glucose and 1% of the antibiotic-
antimycotic solution. The tissues were disaggregated mechanically with a syringue
equipped with a 1-mm gauge needle, and filtered through a 100-um pore size mesh
filter (Falcon, Becton Dickinson, Grenoble, France). Dissociated cells were
resuspended in culture medium supplemented with 10% heat-inactivated FBS and
seeded in 150-cm? culture flasks (Falcon) at the density of 2 X 10 cells per flask. The
cells were incubated at 37°C in a humidified atmosphere (5% CO,) and the medium
was changed twice a week. When cultures were confluent, the flasks were gently
shaken on an orbital shaker at 250 rpm for 2 h. Dislodged cells were discarded and a

second step of purification was performed at 250 rpm for 14-16 h. Remaining adhesive
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cells were collected by trypsination, centrifuged (100 g, 10 min) and plated in 150-cm?
flasks. Suspended astrocytes were harvested and seeded in 96-well plates (for calcium
studies), 24-well plates (for binding studies), 14-mm glass coverslips (for
electrophysiological experiments and calcium measurements), 35-mm dishes (for
measurement of polyphosphoinositide turnover) and in 60-mm dishes (for
measurement of endozepine release). The purity of the cultures was assessed by GFAP
immunostaining which showed that enriched cultures contained > 98% astrocytes

(Castel et al., 2006).

Binding Studies

Three pg of UII or [Tyr’,D-Trp*]somatostatin-14, in phosphate buffer (0.375 mM,
pH 7.4), were labeled with 0.5 mCi Na'”I (Amersham Biosciences) by the
lactoperoxidase method as previously described (Chatenet et al., 2004; Leroux et al.,
1988). Mono-iodinated ['*IJUIl or ['*I-Tyr’,D-Trp*]somatostatin-14 used for the
radioligand binding assays were purified by reversed-phase HPLC on an
Adsorbosphere Cis column (0.46 X 25-cm, Alltech) using a linear gradient (25-65%
over 40 min) of acetonitrile/trifluoro acetic acid (99.9 : 0.1, v/v) at a flow rate of 1
mL/min, and stored at 4°C. The specific radioactivity of each radioiodinated peptide
was approximately 2000 Ci/mmol.

Cultured astrocytes were rinsed three times with phosphate buffered saline (PBS),
dried under a cold air stream and stored at —80°C until binding experiments. Frozen
cells were washed twice with assay buffer (50 mM Tris buffer, | mM MnCl, and 0.5%
BSA) and incubated at 22°C in the same buffer in the presence of radiolabeled peptide.
At the end of the incubation, cells were washed three times with assay buffer,
solubilized with 1% SDS and the radioactivity was counted in a gamma counter (LKB
Wallac, Evry, France). For competition experiments, cells were incubated for 3 h with
['“IJUII (0.2 nM) or ["*I-Tyr’,D-Trp*]somatostatin-14 (0.4 nM) in the presence of
graded concentrations of unlabeled UII, URP or somatostatin-14. Non-specific binding

was determined by addition of 1 uM unlabeled UII or [Tyr’,D-Trp*]somatostatin-14.

Measurement of Cytosolic Ca2+ Concentration
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Purified astrocytes were plated into 96-well plates at 30,000 cells/well or in 14-mm
glass coverslips in complete medium added with FBS (10%). After 2 days in culture,
astrocytes were rinsed twice with a modified Hank's balanced salt solution (HBSS)
containing (in mM): 135 NaCl; 5 KCI; 1 MgCl,; 1 CaCly; 10 HEPES, 3 glucose; 2.5
probenicid (pH 7.3). Cells were incubated at 37 °C with 40 uL. of 2 uM fluo-4 AM or
Fura-2 AM dye containing 20% pluronic acid for 40 min in a 5% CO, atmosphere.
Cells were washed twice with modified HBSS, and the effects of graded
concentrations of URP and UII on [Ca*"]. were measured with a fluorometric imaging
plate reader FlexStation II (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Agonist-induced
changes in [Ca*"]. were also measured (fluorescence at 510 nm following excitation at
340/380 nm from a 300 W xenon lamp) in individual cells from a single visual field
using an integrating CCD camera coupled to a Leica DMLFSA microscope. Cell
calcium imaging and fluorescence quantification were carried-out using the Metafluor

Imaging System (Molecular Devices, Sunnyvale, CA).

Measurement of Polyphosphoinositide Metabolism

Two to four-day-old (2-4 DIV) cultured astrocytes were incubated at 37°C with 10
uCi/mL myo-[*H]inositol in glucose- and serum-free medium, in the absence or
presence of URP or UII as previously described (Desrues et al., 1990). The incubation
was stopped by removing the medium and adding ice-cold 10% trichloroacetic acid.
The cells were homogenized and centrifuged (14,000 rpm, 4°C, 10 min). The pellet
was washed with 500 pL chilled water and [*H]-labeled polyphosphoinositides
("H]PIP) were extracted with 500 pL of chloroform/ethanol (2:1, v/v). The
radioactivity was counted in a beta counter (LKB 1217 Rack Beta, EG and G Wallac,

Evry, France).

Electrophysiological Experiments
Electrophysiological recordings were performed at room temperature (22°C) on 2-4
DIV cultured astrocytes seeded on glass coverslips using the standard amphotericin B-
perforated configuration of the patch-clamp technique. The patch pipettes were
fabricated from 1.5-um (outer diameter) soft glass tubes on a two-step vertical pipette
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puller (List-Medical, L/M-3P-A, Darmstadt, Germany). Patch electrodes had a final
resistance of 5-7 MQ. The internal pipette solution contained 130 mM KMeSO4; 20
mM KCI; 5 mM MgCl,; 1 mM EGTA; 10 mM HEPES (adjusted at pH 7.4 with
KOH). Before each experiment, the medium was replaced by a bath solution: 145 mM
NaCl; 5.4 mM KCI; 1.8 mM CacCl,; 0.8 mM MgCl,; 10 mM HEPES; 10 mM glucose
(pH 7.4 adjusted with NaOH). Cells were transferred to the stage of an upright
microscope (DMLFSA, Leica, Heidelberg, Germany). Voltage signals were recorded
from an Axopatch 200A amplifier (Axon Instruments, Foster City, CA, USA) and
filtered at 2 kHz (3 db, four-pole, Low-pass Bessel filter). Cell input resistance was
monitored by applying hyperpolarizing pulses (2 pA, 10 ms, 0.125 Hz) to the cell
under study. Data acquisition and analysis were performed through a digidata 1200
interface using the pClamp 8 suite programs (Axon Instruments) and the Origin 4.1

analysis software (Microcal Software, Northampton, MA, USA).

Measurement of Endozepine Release

5-DIV astrocytes were incubated for 60 min at 37°C with fresh serum-free medium
in the absence or presence of test substances. Peptides contained in culture media were
concentrated on Sep—Pak C;s cartridges (Waters, Saint-Quentin en Yvelines, France).
Bound material was eluted with 50% (v/v) acetonitrile/water containing 0.1% TFA
(v/v) and dried by vacuum centrifugation (Speed Vac concentrator, Savant, Hicksville,

NY, USA) until radioimmunoassay (RIA).
The concentrations of ODN-like immunoreactivity (ODN-LI) in the Sep-Pak-
prepurified samples were quantified by RIA using an antiserum raised against

synthetic rat ODN (Tonon et al., 1990). The analog [Tyr’]-ODN was iodinated using

the chloramine-T procedure (Vaudry et al., 1978) and purified on a Sep—Pak Cis

cartridge. The final dilution of the ODN antiserum was 1:30,000 and the total amount
of tracer was 6,000 cpm/tube. The antibody-bound ODN fraction was precipitated by
addition of 100 uL bovine y-globulins (1%, w/w) and 2 mL polyethylene glycol 8000
(20%, w/v). After centrifugation, the pellet containing the bound fraction was counted

in a gamma counter (LKB Wallac, Rockville, MI, USA).
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Cell Proliferation

To determine cell survival and proliferation, 2-DIV cultured astrocytes were grown
in the complete culture medium supplemented with 10% FBS. Cells were either
incubated in the absence or presence of URP, UII, endothelin-1, pituitary adenylate
cyclase activating polypeptide (PACAP) or interleukin-1p (IL-1B) for 24 h in the same
complete medium (WST-1 assay, 2 h) or rinsed twice in FBS-free medium and
incubated in the absence or presence of URP or UIl for 48 h (cell counting).
Astrocytes were rinsed three times in PBS (37°C) and proliferation was measured by
fluorescence measurement with a FL600 microplate reader (450/750 nm) or by
counting the cell number with an electronic cell counter (Z2, Beckman Coulter,

Roissy, France).

Data Analysis

To calculate the Hill coefficient (ny), competition curves were first fitted to the Hill
equation via a nonlinear regression using the computerized curve-fitting package
GraphPad Prism version 4 for Windows (GraphPad Software, san Diego, CA, USA).
The data were then re-fitted using equation for displacement of radioligand by
competitors to one or two binding sites. A two-site curve-fitting model was retained
when this model fitted the data significantly better than a one-site model, as
determined by a F-test at a significance level of p < 0.05. ICs, values derived from
these latter fits were converted to apparent competition-receptor dissociation
equilibrium constants K, for the very high affinity and K, for the high-affinity binding
sites. For biological activities, values presented in the figures are means + S.E.M.
Statistical significance of differences was determined by using the one-way ANOVA
followed by a Dunnett’s or a Tukey’s post hoc test or the non-parametric Friedman’s

test.
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RESULTS
Binding Characteristics of URP on Cultured Rat Astrocytes

Competition experiments performed with ['*IJUII (0.2 nM) as a tracer and
unlabelled UII (1 pm—1 pum) generated a biphasic curve with a Hill coefficient of
0.81 £0.06 (Fig. 2A). In contrast, graded concentrations of unlabeled URP
(1 pM—1 uM) generated a monophasic displacement curve with a Hill coefficient close
to 1. Statistical analysis of the competition experiments using the F-test showed that
data best fitted with a two-site model (p < 0.05) and the calculated dissociation
constants for the high-(K,) and low-affinity (K,) sites were 0.31 £0.12 and
32.9 £ 18.7 nm for UIl and with a one-site model (p < 0.05) yielding a dissociation
constant for a high-affinity (K) site of 1.62 = 0.12 nM, respectively (Fig. 2A, inset).
We have already shown that somatostatin-14, which exhibits sequence similarities
with UIl and URP in their cyclic portion, displaced ['"*IJUII only at micromolar
concentrations (Castel et al., 2006). In Fig. 2B, competition experiments performed
with ["I-Tyr’,D-Trp*]somatostatin-14 (0.4 nM) and graded concentrations of
unlabeled URP (1 pM—-1 uM) showed a biphasic competition curve with a Hill
coefficient of 0.32 + 0.09 (inset) and dissociation constants for high (K;)- and low
(K»)-affinity sites 0of 9.16 £ 5.32 nM and 4.42 + 1.72 uM, respectively.

Similar Effects of URP and UII on Resting Membrane Potential
and Endozepine Release from Cultured Rat Astrocytes

To investigate the action of URP and UII on the electrical activity of cultured
astrocytes, amphotericin-perforated patch-clamp recordings were performed. Under
current-clamp conditions (holding potential at —52.12 + 3.08 mV; n = 32), focal
application of URP (Fig. 3A, upper; 100 nM; 2 min) or UII (Fig. 3A, lower; 100 nM; 2
min) elicited a membrane depolarization in 69% of astrocytes (20/29) accompanied by
a decrease of the input resistance. The majority of responding astrocytes remained in a
depolarized state during the washout period (Fig. 3A). The amplitudes of membrane
depolarization induced by URP at concentrations of 10 nM (9.6 £ 2.6 mV, n = 5) and
100 nM (16.6 £ 43 mV, n = 8) were very similar to those evoked by UII
(10nM, 9+ 4 mV,n=3; 100 nM, 15.5+2.8 mV, n =12, Fig. 3B).
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Graded concentrations of URP (1 pM—10 uM, 1 h) induced a dose-related increase
in the release of ODN-LI with an ECs, value of 3.95 £ 1.52 nM and a maximum effect
at a concentration of 1 uM (data not shown). Incubation of cells with 0.1 nM, 10 nM
and 1 uM URP or UII provoked a concentration-dependent increase in ODN-LI
release, non sigificantly different between URP and UII (Fig. 3C).

Similar Mechanism of URP and UII on [Ca*']. Mobilization
in Cultured Rat Astrocytes

URP and UII (0.1 pM, each) induced a rapide [Ca**]. increase (peak) followed by a
sustained response (plateau) (Castel et al., 2006). Preincubation of astrocytes with the
Gy, protein inhibitor pertussis toxine (PTX, 0.2 pg/ml, 18 h) did not affect the Ca**
responses induced by both peptides (Fig. 4A). In contrast, the URP- and Ull-induced
Ca®* mobilization were completely blocked by the PLC inhibitor U73122 (10 uM, 20
min) and were strongly reduced by the IP;-induced Ca®* release and store-operated
Ca’" channels blocker 2-APB (50 pM, 20 min), by 83 and 80%, respectively (Fig. 4B,
C). In order to gain insight into the Ca** pools recruited by UII and URP, [Ca®]. were
measured in the absence or presence of the extracellular Ca*" chelator EGTA (1 mM,
20 min). Peak responses were partially attenuated by 53% (URP) and 58% (UII) and
plateau phases were totally blocked in the presence of both peptides (Fig. 4D). The
[Ca™]. increase evoked by UII and URP was also suppressed in the presence of the
voltage-dependent T-type Ca*" channel mibefradil (1 uM, Fig. 4E, 20 min), whereas
the specific L- and N-type Ca*" channel blockers, nifedipine and o-conotoxin GVIA (1
puM, each, 20 min), respectively, did not significantly affect the peptide-evoked
elevation of [Ca®"]. in astrocytes (Fig. 4F, G).

Divergent Actions of URP and UII on [Ca**]. Mobilization
and PIP Turnover in Cultured Rat Astrocytes
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As shown in Fig. 5A, exposure of astrocytes to increasing concentrations of URP
and UII (I pM-10 uM, each) provoked a robust and sustained increase in [Ca®'].,
followed by a plateau phase. The dose-response study of the effects of URP and UII on
[Ca®"]. mobilization revealed that URP and UII induced a mono- and biphasic dose-
dependent [Ca®]. increase (Fig. 5A). The maximum stimulations (URP, 157%; UII,
151%) were obtained at 1 pM for both peptides. The peptide-induced Ca*" response
were also investigated at a single astrocyte level using a digital imaging system.
Application of 10 nM URP resulted in a rapid and transient increase in [Ca®]. levels
(136.9 + 3.5%), in a subset of 59% astrocytes (16/24, Fig. 5B). Surprisingly, the UII-
evoked [Ca*]. response was characterized by a rapid increase followed by a sustained
or developing increase of the [Ca®"]. level, reaching 137.1 & 5.2% stimulation after 400
sec of recording, in 70% of cell (21/26, Fig. 5C).

As observed on Ca®* levels, exposure of astrocytes to graded concentrations of
URP (1 pM-1 uM) induced a dose-dependent increase in [*H]inositol incorporation
into PIP with an ECs, value of 2.19 &+ 1.42 nM (Fig. 6A). In contrast, UII (1 pM—1 uM)
evoked a biphasic dose-dependent stimulation of PIP turnover yielding an EC's, of 9.1
+ 4.6 pM and an EC%; of 11.0 £+ 4.6 nM (Fig. 6A). The amplitude of the stimulatory
effect of URP (10 nM; 141.5 + 8.6% of control) on PIP metabolism was not
significantly different from that obtained with UII (10 nM; 154.4 + 12.8% of control).
Co-application of URP (10 nM) with a saturating concentration of UIl (10 nM)
induced an increase in [*H]inositol incorporation into PIP (160 + 12.8%) that did not
significantly exceed the effect of each peptide administered alone (Fig. 6B).
Preincubation of astrocytes with PTX (0.2 pg/mL; 18 h) did not significantly affect the
incorporation of [*H]inositol into PIP induced by URP, whereas PTX significantly
inhibited (-56%) the stimulatory effect of UII (Fig. 6C).

Effect of URP and UII on Cell Viability/Proliferation
in Cultured Rat Astrocytes
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2-DIV cells were cultured in complete medium additionned with FBS (non
synchronized) and then incubated in a FBS-free medium containing URP or UII (100
nM, each). Cell viability was measured 24 h later by using WST-1 assay, allowing
detection of mithochondrial activity related to the number of viable cells. Fig. 7A
showed that URP failed to affect the cell viability whereas UII stimulated by 132.7%
the astrocyte growth. PACAP (10 nM), interleukin-1 (IL-1B, 10 ng/uL) and
endothelin-1 (ET-1, 10 nM) were also tested as positive controls and gave rise
respectively to 126.3, 169.3 and 171.1% increase (Fig. 7A). The dose-response
mechanisms of URP and UII on cell growth was also investigated in non-synchronized
(WST-1) and synchronized (18 h of harvesting, counting) astrocytes. A 24 h (Fig. 7B)
or 48 h-treatment (Fig. 7C) with graded concentrations of URP failed to significantly
modify the rate of cell growth. In contrast, UII induced a dose-dependent cell growth,
yielding an ECsy value of 2.37 + 0.02 nM, and a maximum stimulatory effect of
132.9 + 7.0% at 1 uM (Fig. 7B) in non-synchronized cultures, and evoked a significant
cell number increase (120.1 £ 2.9%) at 0.1 uM in synchronized conditions (Fig. 7C).
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DISCUSSION
Although the cardiovascular effects of the urotensinergic system are now well

characterized, little is known concerning the roles of UIl and URP in the CNS.
Immunohistochemical studies have shown the presence, in the rat brain, of UT-like
immunoreactivity in GFAP-positive cells within the brainstem, hypothalamus and
thalamus (Lin et al., 2003). In agreement with these observations, we have recently
demonstrated that rat cortical astrocytes express UT mRNA, contain the UT protein,
and exhibit very high- and high-affinity UII binding sites (Castel et al., 2006). In these
cells, UIl specifically activates a PLC/PIP/Ca*" transduction pathway, via both
PTX-sensitive and -insensitive G proteins (Castel et al., 2006). The identification of a
UII paralog, URP, which apparently exhibits the same pharmacological characteristics
as UII (Sugo et al., 2003), raises the question as to whether URP functions as a UII
backup in the brain. In the present study, we have looked for the existence of URP
binding sites in cultured rat astrocytes and we have compared the mechanism of action
of URP and UII on astroglial cell activity.

Competition experiments revealed that URP could displace ['*IJUII at nanomolar
concentrations (K = 1.62 nM) with a Hill coefficient close to 1, suggesting the
existence of an homogeneous population of URP binding sites in astrocytes. However,
the occurrence of two affinity binding sites for UII has been previously described in
CHO cells expressing recombinant human UT (Clozel et al., 2004) and in rat cortical
astrocytes (Castel et al., 2006). In our model, URP is ten fold less potent in competing
for the very high affinity UII binding site and ten fold more potent than the UII high-
affinity site, indicating that UIl and URP exhibit different binding characteristics in
astrocytes. Interestingly, URP and the C-terminal octapeptide of human UII, Ull,.,
were 10 times more potent than human UII in competing with ['*IJUII at recombinant
UT (Song et al., 2006; Sugo et al., 2003), suggesting that the N-terminal segment of
UII decreases the affinity of the peptide for its receptor. It has previously been shown
that cultured rat astrocytes express UT mRNA and that UT-like immunoreactivity is
located at the plasma membrane of astroglial cells (Castel et al., 2006; Lin et al.,
2003). Thus, the present study suggests that the high affinity site bound by URP
actually correspond to UT. The cyclic hexapeptide core of UIl and URP exhibits
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substantial similarities with the biologically active region of somatostatin-14 (Conlon
et al., 1997; Spier and De Lecea, 2000; Fig. 1) and UT shares sequence identity with
somatostatin receptors (sst) (Marchese et al., 1995). In spite of these relatively high
degree of sequence homologies, UIl exhibits very low affinity for somatostatin
receptors (sstl, sst2 and sst4) either transfected in cell lines (Nothacker et al., 1999) or
naturally expressed in astrocytes (Castel et al., 2006; Feindt et al., 1995; Masmoudi et
al., 2005). The present data show that URP could displace ['*I-Tyr’,D-
Trp*]somatostatin-14 binding to both high- and low-affinity sites. This observation
indicates that, unlike rat UII that selectively binds to UT, URP can interact with both
UT and somatostatin receptors expressed in rat cortical astrocytes. In agreement with
these data, a recent comparative genomic study has established the existence of a close
evolutionary relationship between urotensinergic and somatostatinergic gene families,
particularly between URP and somatostatin-14 peptides (Tostivint et al., 2006).
Moreover, Malagon et al. (2008) have demonstrated that high concentration of URP
stimulates [Ca*']. levels and proliferation of recombinant sst-2 expressing CHO cells.
Together, it is suggested that shorter urotensinergic peptides in their N-terminal
sequence (Fig. 1; human UII and URP) were most potent than longer UII (rat UII) in
competing for the high affinity UII binding site UT, and also acquired the ability to
bind sst.

Astrocytes have long been considered as non-excitable support of neuronal cells in
the brain. It is now well established that astroglial cells express functional channels
and receptors enable to sense synaptic transmission (Verkhratsky and Steinhaiiser,
2000). In addition, astrocytes participate in neuronal functioning not only via feeding
and structural support, but also through release of gliotransmitters such as glutamate,
D-serine, ATP, cytokines or endozepines (Haydon and Carmignoto, 2006; Lamacz et
al., 1996; Volterra and Meldolesi, 2005). Application of URP or UII in the vicinity of
astrocytes in culture induced a slow in onset membrane depolarization accompanied
by a decrease of the input resistance. It has also been demonstated that UII depolarizes
nervous cells on brainstem cholinergic neurons and evokes a membrane conductance
decrease (Clark et al., 2005; Huitron-Resendiz et al., 2005). Astrocytes in culture or
acutely dissociated from different brain regions, may express various ion channels
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including both T- and L-type Ca*" channels (Barres et al., 1990; MacVicar, 1984),
different K* channels and also store-operated Ca*" channels (MacVicar and Tse, 1988).
Thus, URP as well as UIl may inhibit K* channel activity and/or stimulate voltage-
activated Ca®* channel opening either directly or upon depolarizing stimulus.
Astrocytes are able to synthesize, store and release endozepines via a Ca**-dependent
and/or cAMP/PKA-dependent ways (Lamacz et al., 1996; Masmoudi et al., 2003). It is
likely that depolarization of glial cells evoked by both peptides subserves
neurotransmitter secretion (Tritsch and Bergles, 2007), transcription (West et al.,
2001) or proliferation (Del Bigio et al., 1994; MacFarlane and Sontheimer, 2000).

It is now clearly established that activation of UII receptor expressed in native cells
or in transfected-cell lines, is associated with an increase in PIP turnover causing
mobilization of Ca*" from intracellular stores (Castel et al., 2006; Elshourbagy et al.,
2002; Saetrum Opgaard et al., 2000). Exposure of astrocytes to URP and UII was
associated with [Ca®"] mobilization, i.e. a rapid peak response followed by a plateau
phase. Peptide-induced [Ca*"]. increase was PLC-dependent (U73122 sensitive) and
resulted from activation of IPs—receptor pools (2-APB sensitive). These data are in a
good agreement with previous observations made in sartorius muscle, vascular tissues,
or in rabdomyosarcoma cell lines (Brailoiu et al., 2003; Douglas et al., 2004; Saetrum
Opgaard et al., 2000; Watanabe et al., 2002). Since PLC-inducing Ca*" mobilization is
typically mediated via G, and/or Gy, protein, and UII receptor sites might be linked to
Gy, protein types (Castel et al., 2006; Douglas et al., 2004; Sugo et al., 2003), the
ability of URP versus UIl was tested in PTX-pretreated astrocytes. PTX, which
catalyses ADP-ribosylation of Gj,-type G proteins and consequently inactivates their
transduction mechanisms (Hermans, 2003), did not affect the Ca*" response evoked by
both peptides, indicating that URP and UII tested at micromolar range activate a
receptor coupled to a PLC/IP;/Ca** pathway in a Gy, independent manner. The
involvement of the extracellular Ca** pool was also tested by means of experiments in
the presence of EGTA, and voltage-gated Ca®* channel blockers. It is thus
demonstrated that extracellular chelation of Ca*" attenuated the peak, and totally
blocked the plateau responses, indicating that the transient Ca** peak is partially
attributable to Ca®" release from the sarcoplasmic reticulum, whereas the sustained
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plateau phase is due to Ca*" influx. Surprisingly, [Ca*"]. mobilization induced by both
peptides was completely abolished by the specific inhibition of the
T-type calcium channel (mibefradil) and appeared insensitive to both blockage of L-
and N-type channels by nifedipine and ®-conotoxine GVIA, respectively. These
observations suggest that high level of UT activation leads to the recrutement of both
extra- and intracellular Ca*" pools and to a cross-talk between IP; receptors and
voltage-dependent T-type channels. T-type channels are represented by three different
Ca* channels, i.e. alG or Cav3.1, alH or Cav3.2 and all or Cav3.3 (Perez-Reyes,
2003) and mRNA transcripts encoding the functional alG T-type subunit channels
have been found in cultured astrocytes (Latour et al., 2003). An interesting property of
T-type Ca* channels is their ability to sustain a continuous Ca*" influx in glia at rest by
a window current mechanism (Fern et al., 1998). Interestingly, changes in membrane
potential and intracellular Ca** may affect Gg-protein coupled IP; production itself
(Hirose et al., 1999; Itoh et al, 1992). The components of the basic G,PCR/IP;
production pathway would be located in or associated with the plasma membrane,
making them potentially susceptible to changes in membrane potential lipid in the
inner leaflet of the plasma membrane (McLaughlin et al., 2002). These observations
may unveil a similar UT-G, associated mechanisms in astrocytes, where blockage of
T-type Ca** channels may hyperpolarize astrocytes and inhibit IPs;-induced Ca**
release.

The dose-response curves of URP and UII on [Ca*"] mobilization show mono- and
bi-phasic profiles, respectively. The agonist potency of URP (ECsy ~ 0.7 nM) is similar
to that one of the two sites of UIl (ECsp ~ 0.7 nM), and in close agreement with the
binding characteristic at the common high affinity sites of URP and UII, positively
coupled to a PLC-Gq protein pathway. It thus appears that the very high affinity
binding site of UII, is not activated by URP and is functionally coupled to [Ca*']..
Single-cell digital imaging techniques demonstratred that a majority of cells responded
to URP and UII, even if the cell-cell variations in shape and amplitude can be
observed. More surprisingly, URP (0.1 uM) evoked a transient and reversible increase
in [Ca*"]. whereas a single UII (0.1 uM) infusion induced a Ca*" reponse that remained

stable during more than 400 sec of recording. This last effect may be attributable to the
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slow dissociation rate of Ull, as already described for rat and human UIl on UT-
transfected cells, skeletal muscle myoblasts and astrocytes (Castel et al., 2006; Clozel
et al., 2004, Douglas, 2004; Qi et al., 2005). Thus, the slow dissociation might be
specific of UIl and would likely accounts for the sustained and washout-resistant
contractile responses induced by UII on primate arteries and [Ca®]. increase in rat
cortical astrocytes.

As observed for Ca*" responses, [*H]inositol incorporation in PIP show mono- and
biphasic profiles for URP and UII, respectively. Accordingly, we had already
demonstrated that binding of UII and Ull-induced PIP formation partially involved a
PTX-sensitive G protein. Here, we observed that both the binding and the stimulatory
effect of URP on the PIP metabolism were not affected by a pre-treatment with PTX,
indicating that URP is not promiscuously linked to the PTX-sensitive binding site in
astrocytes. The percentage increase in PIP metabolism produced by a concomitant
administration of URP and UII at their maximum effective concentrations was not
significantly different from the effects of both peptides individually tested. Thus, at
high concentrations, URP and UII would act on the same PLC-coupled and PTX-
insensitive receptor site whereas UIl may specifically recruit a PLC-dependent PTX-
sensitive site, the identity of both sites remaining to be characterized.

Pathological processes in the brain is usually accompagnied by a significant
astrocyte proliferation referred as to astrogliosis. Here, we demonstrated that UII, but
not URP, significantly stimulated rat cortical astrocyte proliferation. Numerous studies
have demonstrated that vasoactive peptides or interleukins play important roles in
astrogliosis. Thus, we demonstrated that in the same set of experiments, PACAP and
ET-1 tested at the same concentration than URP and UII, as well as IL1-f, also
markedly increase cell growth. Moreover, graded concentrations of URP and UII were
tested on either non synchronized or synchronized cells, and the data demonstrate the
existence of a Ull-specific dose-dependent increase of cell viability. A similar activity
for UII has already been observed on rat vascular smooth muscle cells (Sauzeau et al.,
2001; Watanabe et al., 2001), on human endothelial cells (Shi et al., 2006), and on UT
transfected CHO cells (Ziltener et al., 2002). In this latter case, it is reported that UII
recruits MAPK but also Ca** from extracellular origin via voltage-activated Ca*
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channels in UT transfected CHO cell lines (Ziltener et al., 2002). Therefore, UII
activates intracellular Ca** increase via a URP-independent cascade, that may sustain
astrocyte proliferation. This particular transduction pathway is suspected to be
mediated through the PTX-sensitive G protein UT coupled.

In conclusion, the present study has demonstrated for the first time that URP and
UII activate functional receptors in native rat cortical astrocytes, exhibiting similar and
distinct ways of action. URP and UII bind a high affinity binding site that exhibits the
pharmacological characteristics of UT, mediating cell depolarization, endozepine
release and [Ca*"] mobilization through intra-(IP; receptor) and extracellular pools (T-
type Ca’" channels). Ca*" entry though T-type channels appears essential for IP;-
induced Ca*" increase whereas Ca** release from intra-cellular stores induces Ca*
release. In addition, UII is able to activate a higher affinity site coupled to a PTX-
sensitive G protein, that would be supposed to relayed an important physiological

astrocyte behavior, i.e. cell proliferation.
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LEGENDS TO FIGURES
Fig. 1. Comparison of the primary structures of rat and human urotensin II (UII),
urotensin [I-related peptide (URP) and somatostatin-14. Common residues are

indicated in bold characters.

Fig. 2. Displacement curves and binding parameter tables comparing competition of
['*IJUII and ['*I-Tyr’,D-Trp*]somatostatin-14 binding by UII, URP and somatostatin-
14 on cultured rat astrocytes. (A) Cells were incubated for 3 h at 22°C with 0.2 nM of
['*IJUII in the absence or presence of graded concentrations (1 pM to 1 uM) of URP
(m) or UII (m). (B) Cells were incubated for 3 h at 22°C with 0.4 nM of [**’I-Tyr’,D-
Trp*]somatostatin-14 in the absence or presence of graded concentrations of URP (m,
10 pM to 31.6 uM) or somatostatin-14 (o, 10 pM to 1 uM). Data are mean of three to
five independent experiments performed in triplicate. K, dissociation constant; ny, Hill

coefficient.

Fig. 3. Effects of URP and UII on the resting membrane potential and on the release
of octadecaneuropeptide immunoreactivity (ODN-LI) from cultured rat astrocytes. (A)
Typical voltage responses to URP and UII (100 nM, 2 min, each) obtained in the
amphotericin B-perforated configuration with the current-clamp mode.
Hyperpolarizing pulses (2 pA, 10 ms, 0.125 Hz) were applied to monitor the cell input
resistance. (B) Quantitative analysis of URP- and Ull-induced membrane
depolarizations. (C) Cells were incubated for 1 h in the absence or presence of graded
concentrations (0.1 nM, 10 nM, 1 uM) of URP or UII. Data are mean + S.E.M. of
three to twelve independent experiments. *, p < 0.05; **, p <0.01; one way ANOVA
followed by a Dunnett’s post-hoc test.

Fig. 4. Mechanisms of URP- or Ull-induced increase of [Ca**]. in cultured rat
astrocytes. Cells were loaded with fluo-4 AM (40 min) and exposed to URP or UII
(0.3 uM, each) in the absence or presence of PTX (0.2 pg/ul, A), U73122 (10 uM, B),
2-APB (50 uM, C), EGTA (3 mM, D), mibefradil (1 uM, E), nifedipine (1 uM, F) or
o-conotoxin GVIA (1 uM, G). Data are expressed as percentages of the corresponding
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control values in the absence of peptides. Data are mean + S.E.M. of at least 7
independent experiments. *, p < 0.05; **, p <0.01; *** p <0.001; NS, non-
significant; one way ANOVA followed by a Dunnett’s post-hoc test.

Fig. 5. Divergent effects of URP and UII on [Ca*]. in cultured rat astrocytes. (A)
Cells were loaded with fluo-4 AM (40 min) and exposed to graded concentrations of
UII or URP (1 pM to 1 uM, each). Representative recordings of cells exposed to URP
(left) and UII (middle). Dose response curve of the mean of maximum amplitude of
[Ca®™]. transient induced by URP or UII of at least 10 independent experiments (right).
The results are expressed as percentages of the corresponding control values in the
absence of peptides. (B and C) Cells were loaded with fura-2 AM (30 min) and
perfused (~ 100 sec) with URP (0.1 uM, B) or UII (0.1 uM, C). Galeries of images
illustrate the time course change of fluorescence before perfusion (control), at the
maximum amplitude (peak), at 300 sec and at 400 sec of recording. Bar graphs
represent means of response at peak, at 300 and at 400 sec of recording. Curves show
typical recordings of single astrocytes responding to URP (B) and UII (C). The results
are expressed as percentages of the corresponding control values in the absence of
peptide (control). UII or URP vs control, *p < 0.05; **p <0.01; ***; p <0.001; one
way ANOVA followed by a Dunnett’s post-hoc test. Mean values at 300 or 400 sec vs

peak,  p <0.01; NS, non-significant; non-parametric Friedman’s test.

Fig. 6. Distinct activities of URP and UII on PIP metabolism in cultured rat
astrocytes. Cells were incubated with [*H]inositol for 2 h in the absence or presence of
test substances. (A) Effects of graded concentrations of URP and UII (1 pM to 1 uM,
each). (B) Comparison of the effect of URP (10 nM), UII (10 nM) or URP+UII (10
nM, each). (C) Effect of PTX (0.2 pg/mL, 18 h) on URP- and UII- (10 nM, each)
induced [*H]inositol incorporation. Data obtained with UII are extracted from Castel et
al. (2006). Data are mean + S.E.M. of four to five independent experiments performed
in triplicate or quadruplate. URP or UII vs control, **p < 0.01; ***p < 0.001; NS, not
statistically different from the control; URP vs UIL *p < 0.05; *p < 0.001; PTX treated
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vs UIIl or URP, "p < 0.001; NS, not significant; one way ANOVA followed by a

Dunnett’ or Tukey’s post-hoc test.

Fig. 7. Effects of UIIl and URP on cultured rat astrocyte viability. (A) Non-
synchronized cells were incubated for 24 h in the absence or presence of URP (10
nM), UII (10 nM), PACAP (10 nM), IL-1B (10 ng/mL) or ET-1 (10 nM). (B) Non-
synchronized cells were incubated for 24 h in the absence or presence of graded
concentrations of URP or UII. (C) Synchronized cells were incubated for 24 h in the
absence or presence of graded concentrations of URP or UII (10 pM to 1 uM). For A
and B, viability was determine with WST-1; for C, the mitogenic activity was
determined by counting cell number. The results are expressed as percentages of
control values. Data are mean + S.E.M of three independent experiments performed in
quintuplicate. *p < 0.05; **p <0.01; ***p <0.001; NS, not statistically different from
the control; one way ANOVA followed by a Dunnett’s post-hoc test.

Fig. 8. Proposed model depicting distinct and common transduction pathways
activated by URP and UII through UT on cultured rat astrocytes. At low
concentrations, UII binds a very high affinity site and activates a PTX-sensitive Gy,
protein-coupled UT signaling pathway relaying IP; production. This specific UlI-
activating transduction cascade may induce astroglial cell proliferation. At high
concentrations, URP and UII recruit a high affinity site also attributable to UT that can
be both associated to a G/PLC/IP;/Ca*" pathway and T-type voltage-dependent Ca**
channels. These extra- and intra-cellular Ca*" pools appear cross-dependent, and would

be involved in astrocyte depolarization and endozepine release.
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Peptides Sequences
rat Ull QHGTAPEC FWKY Cl
human Ull ETPDC FWKY cvV
human Ull,_44 DC FWKY cvV
URP AC FWKY cvVv

Somatostatin-14

AGCKNFFWKTFTSC
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L’urotensine II ou UII est un peptide cyclique initialement isolé a partir
d’extraits d’urophyses de Gobie pour ses propriétés spasmogenes (Pearson et al.,
1980). Longtemps cantonnés aux poissons, les travaux sur I’UIl s’ouvrirent aux
especes supérieures grace a Conlon et al. (1992b) qui démontrérent pour la premicre
fois la présence du peptide dans le cerveau d’un tétrapode, la Grenouille verte Rana
ridibunda. Depuis, I’UII a été clonée chez plusieurs espéces de mammiféres dont le
Rat (Coulouarn et al, 1999), la Souris (Coulouarn et al, 1999) et ’'Homme
(Coulouarn et al., 1998; Ames et al., 1999). Plus récemment, en recherchant la forme
mature de I’UII dans le cerveau de Rat, Sugo et al. (2003) ont isolé un paralogue de
I’UII qu’ils ont nommé urotensin Il-related peptide ou URP. L’UII et ’'URP partagent
dans leur extrémité C-terminale un hexapeptide cyclique, CFWKYC, extrémement
conservé au cours de I’évolution (Douglas et al, 2004). Par une stratégie de
pharmacologie inverse, il a ét¢ démontré que ces deux peptides sont les ligands
naturels d’un GPCR appelé UT (Ames et al., 1999; Liu ef al., 1999; Mori et al., 1999;
Nothacker et al., 1999; Sugo et al., 2003).

L°UIIL, PURP et I’UT sont fortement exprimés dans le systéme cardiovasculaire,
et beaucoup de laboratoires académiques et privés se sont penchés sur I’implication
potentielle du systéme urotensinergique dans certaines pathologies cardiaques et
vasculaires; I’ensemble des travaux publié€s sur ce sujet représente plus de 30 % des
articles et revues sur I’UII référencés sur Pubmed. Néanmoins, 1I’UII, I’'URP et leur
récepteur sont également présents dans le SNC, mais leur réle au niveau cérébral reste
trés mal connu. L’UT est largement distribué dans le parenchyme nerveux et une étude

d’immunohistochimie a révélé sa présence dans une sous-population d’astrocytes,
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notamment dans le thalamus et ’hippocampe (Lin ef al., 2003b), indiquant que 1’UIL
et/ou 'URP pourrait participer au contréle de la fonction astrocytaire. Les résultats
présentés dans ce manuscrit ont pour objectif de mieux comprendre le role et les

mécanismes d’action de I’UII et de I’URP sur les astrocytes.

1. Caractérisation de sites de liaison spécifiques et
fonctionnels de I’UII et de PURP sur les astrocytes

A Taide de plusieurs approches complémentaires (RT-PCR, western blot et
immunohistochimie), nous avons pour la premiere fois mis en évidence la présence de
I’UT dans un modele d’astrocytes corticaux de Rat en culture. Le protocole de
purification des astrocytes validé au laboratoire permet de s’affranchir de la présence
de neurones, de la microglie et d’oligodendrocytes, mais également de cellules
vasculaires lisses ou endothéliales connues pour exprimer I’'UT (Ames et al., 1999).
Des expériences de double marquage réalisées a I’aide d’anticorps dirigés contre la
GFAP ou contre ’'UT ont démontré que le récepteur est bien exprimé dans les
astrocytes, avec une localisation préférentielle au niveau de la membrane plasmique.
L’analyse des expériences de saturation par la méthode de Scatchard a révélé la
présence d’une population hétérogéne de sites, de trés haute et haute affinités. Ces
résultats ont été confirmés par le profil biphasique des courbes de compétition ainsi
que par la valeur du coefficient de Hill nettement inférieure a 1. Bien que I’UT soit le
seul récepteur urotensinergique identifié a ce jour, nos résultats suggéraient 1’existence
d’un second récepteur urotensinergique encore inconnu. Cependant, Clozel et al.,

(2004) ont également observé deux sites de liaison sur des cellules CHO transfectées
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avec I’ADNc codant I’UT. En accord avec nos études d’association/dissociation, 1’un
des deux sites présente une constante de dissociation extrémement basse, suggérant
que la liaison de I’UII sur ’UT peut étre quasi irréversible. Cette particularité, étayée
par d’autres études ex vivo, serait a I’origine de la persistance de certains effets vaso-
actifs de I’UII (Douglas et al., 2000; Qi et al., 2005).

La comparaison des séquences de I’UII et de I’'URP avec d’autres neuropeptides
révele d’importantes homologies de structure avec la SS (Conlon ef al., 1997), dont
on sait qu’elle peut interagir avec les récepteurs sst-1, sst-2 et sst-4 exprimés par les
astrocytes (Feindt et al., 1995; Masmoudi et al,, 2005). Dans ce contexte, il était
pertinent d’envisager que le site de haute affinité corresponde a un récepteur
somatostatinergique. En accord avec cette hypothése, les récents travaux de Malagon
et al. (2008) ont réveéle qu’in vitro, I’'UIl et ’'URP sont capables d’activer les
récepteurs sst-2 et sst-5 sur des lignées transfectées. Cependant, nous avons clairement
montré que la SS est incapable de déplacer la liaison de 1I’['*1]-UII dans notre modéle,
permettant de conclure que I’UII interagit avec des récepteurs spécifiques.

Dans la mesure ou I’'UT appartient a la superfamille des GPCR, le profil
biphasique pouvait également traduire la présence du récepteur sous une forme
couplée ou découplée a une protéine G (Suman-Chauhan et al., 1996; Alves-Rodrigues
et al., 1998; Rinken et al., 2001). Le fait que le Gpp(NH)p, un analogue non
hydrolysable du GTP qui permet de dissocier I’ensemble des complexes
récepteur/protéine(s) G, ne modifie pas le profil des courbes de compétition

(Figure 11), permet d’écarter définitivement cette éventualité.
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Figure 11: Effet théorique du Gpp(NH)p sur la liaison de F'Ull sur les sites de liaison
exprimés par les astrocytes corticaux de Rat en culture. Le couplage des GPCR induit par le
Gpp(NH)p, un analogue non hydrolysable du GTP, pemet de déteminer si I'UIl interagit
avec un (A) ou deux (B) GPCR.

La capacité de I’'UT a former des homo- et/ou hétérodimeres, dont les propriétés
de liaison seraient différentes (Bai, 2004) constitue une autre hypothése qui a retenu
notre attention. Les connaissances dans ce domaine se sont nettement étoffées et il est
aujourd’hui acquis que bon nombre de récepteurs forment des homodimeres, e.g. les
récepteurs dopaminergiques D, (Lee et al., 2003), muscariniques M; (Zeng & Wess,
2000) et adrénergiques B, (Angers et al, 2000), ou des hétérodimeres, e.g. les
récepteurs sst-5 et D, (Rocheville et al., 2000). Les résultats de Sawada et Ichinose
(1999), obtenus sur des neurones d’Aplysie, sont particuliecrement intéressants

puisqu’ils révelent que I'UIl potentialise le courant chlore induit par le GABA,
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suggérant 1’existence d’une interaction entre I’UT et le R-GABA 4. Dans ce sens, nous
avons montré que le GABA et I’isoguvacine, un agoniste des R-GABA 4, inhibent
I’effet stimulant de I’UII sur le métabolisme des PIPs dans les astrocytes en culture.
De méme, I’activation de 1’adénylyl cyclase (AC) par I’UII est sous le contrdle
GABAergique, puisque le GABA et I’isoguvacine réduisent la stimulation de ’AC
induite par I’UII. Ces données, qui montrent 1’existence d’une interaction fonctionnelle
entre I’'UT et le R-GABA,, permettent d’envisager des phénomenes de dimérisation
entre ces deux récepteurs. Les chercheurs de notre équipe s’attachent actuellement a
vérifier cette hypothese.

Depuis une dizaine d’années, plusieurs groupes se sont intéressés aux relations
structure/activité de I’UIl et de I’'URP (Leprince et al., 2008). L’importance de la
portion C-terminale et du pont dissulfure dans I’interaction ligand/récepteur a été
clairement établie, que ce soit dans un modele d’anneaux d’aortes de Rat (Flohr et al.,
2002; Labarrere et al., 2003) ou sur des cellules transfectées par I’'UT (Kinney et al.,
2002; Chatenet et al., 2004). En accord avec ces observations, nous avons montré que
I’UlIl,.;, humaine (hUII,.,) est aussi puissante que I’hUII pour déplacer I’['*T]UII alors
que le [Ser”'°ThUIl,.,;, dépourvu de structure cyclique, est quasiment inactif.

L’ensemble des travaux menés a la fois sur des modeles in vitro (Liu et al.,
1999; Elshourbagy et al., 2002; Ziltener et al., 2002) et ex vivo (Saetrum Opgaard et
al., 2000), a permis d’établir que I’UT est positivement couplé a une PLC. De fait,
I’administration de concentrations croissantes d’UIl ou d’URP sur des astrocytes en
culture se traduit par une augmentation dose-dépendante du métabolisme des PIPs

associée a une élévation de [Ca®'].. A I'instar des données obtenues grace aux études
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de liaison, seule la courbe dose-réponse de I’UIl est strictement biphasique. Par
conséquent, ce peptide serait le seul capable d’interagir avec deux sites de liaison
distincts sur les astrocytes corticaux de Rat en culture. Plusieurs arguments plaident en
faveur de cette hypothése : /) la courbe de compétition obtenue entre I’['*IJUII et
I’URP est strictement monophasique, 2) seule 1’augmentation du métabolisme des
PIPs induite par I’UII est partiellement sensible a la toxine pertussique (PTX), et
3) cette sensibilité est retrouvée dans les études de compétition puisque le site de tres
haute affinité subit un décalage vers la droite en présence de la toxine. Une sensibilité
partielle a la PTX a également été rapportée sur des cellules CHO transfectées avec
I’UT humain (Song et al., 2006). L’ensemble de ces travaux nous permettent de
conclure que I’URP interagirait avec le site de haute affinité de I’UII, couplé a une
protéine G insensible a la PTX.

L°UII et ’'URP présentent des profils pharmacologiques distincts et pourraient
donc, en dépit de leurs analogies structurales, exercer des roles physiologiques
différents. Méme si les données relatives aux activités biologiques de ’'URP restent
trés fragmentaires, les travaux de Prosser et al. (2006) supportent cette hypothése. En
effet, appliqués sur des artéres coronaires de Rat, ’'UIIl et 'URP induisent tous les
deux une vasodilatation des artéres coronaires de Rat, mais ’'URP, qui est incapable de
maintenir son effet, est de surcroit environ 10 fois moins puissant que I’UIIL. De plus,
apres ischémie, seule I’UII est capable de réduire la contractilité ventriculaire et la
sécrétion de Datrial natriuretic peptide (Prosser et al., 2008).

Dans le prolongement de ces travaux, nous avons étudié les

mécanismes intracellulaires sous-tendus par I’activation de I’'UT dans les astrocytes.

176



Discussion

Nos résultats montrent que 1’UII et I’'URP entrainent une élévation de la [Ca*']. via le
recrutement de pools intra- et extracellulaires de calcium. L’utilisation de bloqueurs
sélectifs de canaux calciques a permis de démontrer que 1’influx de calcium est relayé
par les canaux de type T. Ces canaux présentent la particularité d’étre activés pour de
faibles dépolarisations membranaires, et sur le plan fonctionnel, ils jouent notamment

un role dans le contrdle de I’activité cardiaque (Vassort et al., 2006), de la sécrétion
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d’hormones (Carbone ef al., 2006) et de la prolifération cellulaire (Lory et al., 2006).
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Figure 12: Effet du mibéfradil, un bloqueur sélectif des canaux calciques de
type T, sur la prolifération basale d’astrocytes corticaux de Rat en culture. Les
résultats sont exprimés en % du contréle et correspondent a la moyenne des
valeurs obtenues a partir de trois expériences indépendantes de six
échantillons chacune.

Si I’on considére ce dernier point, il est donc (trés) vraisemblable que les effets

mitogénes de 1I’UII sur les astrocytes soient conditionnés, du moins en partie, par
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I’ouverture des canaux T. A I’appui de cette hypothése, Panner et al. (2005) ont
montré que le mibéfradil, un bloqueur des canaux T utilis€¢ dans notre mode¢le, inhibe
de fagon drastique la prolifération de cellules tumorales. Les auteurs envisagent méme
que ces canaux constitueraient de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles dans le
traitement de certains cancers, et notamment les tumeurs cérébrales (Panner et
Waurster, 2006). De fait, comme I’illustre la figure 12, 1’application de concentrations
croissantes de mibéfradil sur les astrocytes en culture provoque une chute de la densité
cellulaire.

De facon moins attendue, 1’incubation des astrocytes en présence d’UII
augmente de fagon dose-dépendante la production d’AMPc. Le recrutement simultané
d’une PLC et d’'une AC a déja été observé sur les astrocytes pour d’autres composés
comme le PACAP (Masmoudi et al., 2003) et les anaphylatoxines C3a et C5a (Sayah
et al., 2003). La courbe dose-réponse est gaussienne avec un effet maximal obtenu a
des concentrations picomolaires. Le fait que le SQ22536, un bloqueur de I’AC,
supprime cette activité stimulante, confirment I’existence d’un couplage positif entre
I’UT et une AC. Cependant, pour des concentrations supérieures a 10 nM, ’activation
de ’AC par I’UIl diminue progressivement. Ce phénomeéne pourrait étre 1ié a un
transfert de couplage PKA-dépendant du récepteur d’une protéine G, vers une protéine
G;. En effet, nous montrons que I’H89, un inhibiteur de PKA, prévient 1’atténuation de
la formation d’AMPc observée en présence de fortes concentrations d’UIl. Comme
Song et al. (2006) 1’ont rapporté, I’UII est également capable d’inhiber la formation
d’AMPc induite par la forskoline sur des cellules transfectées avec 1I’UT. Un

mécanisme de double couplage protéines Gy/G; a déja été mis en évidence pour
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d’autres GPCR comme les récepteurs 3, adrénergiques (Kilts et al., 2000; Xiao, 2001).
La PKA pourrait exercer son effet en phosphorylant des sites consensus de
phosphorylation présents dans la région C-terminale de 1I’UT. En conclusion,
I’interaction de I’UII avec I’UT exprimé par les astrocytes corticaux de Rat stimule les
voies G4/PLC et G/PKA, et I’activation de la PKA entrainerait une baisse d’affinité de

I’UT pour la protéine G, au profit de la protéine G.

2. Caractérisation d’un antagoniste peptidique de ’UT sur
les astrocytes

L’ensemble des études des relations structure-activité de 1’UIl et de 'URP a
notamment permis de souligner I’importance du cycle, et en particulier de la triade
FWK. La présence d’un coude y-inversé dans la structure de I’'URP, mise en évidence
par RMN, serait indispensable a la liaison du peptide sur son récepteur (Chatenet et
al., 2004). D’autres travaux ont démontré que la substitution de la lysine en position 8
par une ornithine dans la forme humaine de 1I’UIIl génére un antagoniste capable de
bloquer les effets vasoconstricteurs du peptide natif (Camarda et al., 2002b; Vergura
et al., 2004). Sur la base de ces données, les chercheurs du laboratoire ont synthétisé
plusieurs dizaines d’analogues de I'UIl et de I’URP, dont le [D-Trp‘]URP,
I’[Orn’JURP et le [D-Tyr°JURP, tous les trois capables de bloquer les effets vasoactifs
de I’UIl sur des anneaux d’aortes de Rat (Chatenet et al., 2004). Appliqués au
voisinage des astrocytes, le [D-Trp*]JURP et le [D-Tyr®JURP entrainent une élévation
de la [Ca*"]. comparable a celle observée avec I’URP, tandis que I’'[Orn’JURP est

dépourvu d’activité agoniste intrinséque. L’[Orn’JURP inhibe de fagon dose-
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dépendante la mobilisation de calcium induite par I’UIl et ’'URP et entraine un
décalage vers la droite des courbes doses-réponses des agonistes, associ€¢ a une
diminution de leur efficacité. L’ensemble de ces résultats montre que 1’[Orn’JURP se
comporte comme un antagoniste non compétitif/insurmontable de I’UT dans notre
modele. L’[Orn’JURP représente donc un outil particuliérement intéressant pour le
développement de nouveaux antagonistes sélectifs de I’'UT.

D’autres antagonistes peptidiques ont ¢été développés dont 1’urantide
([Pen’,D-Trp’,0rn*]UIlL41) qui est totalement dépourvu d’activité agoniste lorsqu’il est
testé sur des anneaux d’aortes de Rat (Patacchini et al., 2003; Camarda et al., 2004).
Toutefois, appliqué sur des cellules CHO transfectées avec I’UT humain, 1’urantide
entraine une élévation de la [Ca*]. (Camarda ef al., 2004), indiquant I’existence d’une
variabilité inter-especes. La présence de motifs polyprolines de type I, connus pour
interagir avec des protéines a domaine SH3 (Li, 2005), constitue une spécificité de
I’UT humain qui pourrait étre a 1’origine de ces discordances. Une extréme prudence
est donc de rigueur lorsque 1’on souhaite transposer toutes formes de résultats de
I’animal a I’Homme.

Des antagonistes non-peptidiques ont également été caractérisés, notamment le
palosuran (Clozel et al., 2004) et le SB-657510 (Douglas et al., 2005). Développé par
la Société Actelion, le palosuran a donné lieu a des résultats prometteurs, obtenus in
vitro (Marco et al., 2008) et in vivo sur des modeles physiopathologiques murins
(Clozel et al., 2004; 2006). Administré chez des patients diabétiques présentant une
macroalbuminurie, ce compos¢ diminue sensiblement les troubles rénaux (Sidharta et

al., 2006). Cependant, trois autres études indépendantes, également menées par la
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Société Actélion n’ont pas confirmé ces résultats
(http://www.actelion.com/uninet/www/www_main_p.nsf/Content/). Plus récemment,
des études de liaison ont révélé que I’affinit¢ du palosuran pour I'UT varie
considérablement selon le modéele utilisé (cellules intactes versus préparations
membranaires), ce qui pourrait expliquer en partie les résultats cliniques relativement
décevants obtenus avec ce composé (Behm et al., 2008). D’autres antagonistes non-
peptidiques ont ¢été dernierement propos€és comme les aminométhylpipérazines
(Hilfiker et al., 2008) ou encore les 2-aminométhylpipéridines (Jin et al., 2008). Bien
que la plupart de ces molécules présentent une bonne affinité pour I’UT, leur pouvoir

antagoniste reste toutefois limité.

3. Role(s) éventuel(s) du systéme urotensinergique dans le
controle de la prolifération cellulaire et de la tumorigenése
cérébrale

In vivo, la prolifération des astrocytes est observée au cours de I’ontogenese du
SNC et dans certaines pathologies dont les maladies neurodégénératives et les tumeurs
cérébrales. Il est aujourd’hui clairement établi que bon nombre de neuropeptides sont
capables de moduler positivement la prolifération astrocytaire, e.g. D’ET-1
(Supattapone et al., 1989), le VIP (Zupan et al., 1998), le PACAP (Hashimoto et al.,
2003), les endozépines (Gandolfo ef al., 1999; 2000) ou encore I’angiotensine 11 (AIl)
(Clark et al., 2008). Au cours de ma thése, j’ai montré que 1’incubation d’astrocytes
corticaux quiescents en présence d’UIl se traduit par une augmentation dose-
dépendante du nombre de cellules. Compte tenu des concentrations auxquelles le

peptide est efficace, il est probable que son effet soit relayé par ’'UT. De fait, plusieurs
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groupes ont également mis en évidence les propriétés mitogenes de 1’UIl dans
différents modeles cellulaires exprimant I’'UT (Sauzeau et al., 2001; Watanabe et al.,
2001; Ziltener et al., 2002; Shi et al., 2006; Chen et al., 2008). L’UII pourrait donc
étre impliquée in vivo dans les processus physiologiques et physiopathologiques au
cours desquels se manifeste un accroissement de la prolifération astrocytaire, i.e.
neurogenese, maladies neurodégénératives, accidents vasculaires cérébraux et tumeurs
cérébrales. Aucune donnée n’est cependant disponible a ce jour dans la littérature pour
confirmer ou infirmer cette hypothése. Parmi les différentes pathologies cérébrales
sus-citées, associées a une intense prolifération astrocytaire, les tumeurs ont
particuliérement retenu notre attention. En effet, les propriétés vasoactives de 1’UIL
associées a ses effets sur la croissance astrocytaire laissent envisager un role du
systeme utotensinergique dans la tumorigenese cérébrale.

I1 existe plusieurs catégories de tumeurs cérébrales parmi lesquelles on compte
les oligodendrogliomes, les astrocytomes et les glioblastomes. Qu’elles soient
bénignes ou malignes, les tumeurs cérébrales primitives sont le plus souvent
d’évolution imprévisible. Leur classification actuelle repose sur des critéres
anatomopathologiques (classification de 1’OMS) ou associés a [I’imagerie
(classification de S* Anne), la premiére étant celle qui fait référence au niveau
international. Selon leur agressivité, les tumeurs sont réparties en grades, de [ a IV. Les
tumeurs de grade I (astrocytomes pilocytiques) sont bénignes et peuvent Etre
efficacement prises en charge chirurgicalement. Les tumeurs de grade II (astrocytomes
fibrillaires) sont normalement considérées comme faiblement malignes mais seule la

chirurgie permet de les traiter. Les gliomes de grade III (astrocytomes anaplasiques) et
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IV (glioblastomes) sont malins, avec wune néo-vascularisation tumorale
particuliérement importante dans le cas des glioblastomes qui aggrave le processus de
tumorigenése. Les protocoles utilisés combinent une radiothérapie et une
chimiothérapie mais le bénéfice de ces deux traitements reste modeste en terme de
survie. Ainsi, la médiane de survie pour un glioblastome est de 8 a 11 mois, contre 28
pour les astrocytomes fibrillaires avec environ 30 a 35 % de survivants a 5 ans.

En 2001, Takahashi et al. ont rapporté la présence des ARNm codant I’UII et
I’UT dans plusieurs types de cellules tumorales humaines, dont certaines sont issues de
glioblastomes. Dans le cadre d’une collaboration menée avec le Pr L’Houcine Ouafik
(UMR 911, Marseille), les niveaux d’ARNm codant I’UIIL, ’'URP et I’'UT ont été
mesurés dans des extraits de lignées tumorales, de xénogreffes et de glioblastomes
humains. Les quatre lignées tumorales testées, issues d’astrocytomes anaplasiques
(SW1088 et SW1783) et de glioblastomes (U138 et U87), expriment les génes codant
les peptides et leur récepteur (Figure 13). Les xénogreffes, obtenues par injection sous-
cutanée de cellules du glioblastome humain U87 chez des souris Nude, présentent des
taux d’ARNm codant I’UII et I’UT nettement supérieurs a ceux observés dans la
lignée in vitro. En revanche, les niveaux d’expression du géne de ’URP dans la
xénogreffe sont inchangés (Figure 13). Ces résultats suggeérent [D’existence de
processus distincts de régulation génique entre I’UII et 'URP. Toutefois, le nombre
limité¢ d’échantillons nous invite a une extréme prudence. De plus, comme 1’UII et
I’UT sont exprimés dans les cellules endothéliales et vasculaires musculaires lisses

(Ames et al., 1999), I’augmentation des quantités d’ARNm codant I’UII et I’'UT dans
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la xénogreffe pourrait refléter, du moins en partie, une intense néoangiogencse

intratumorale.
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Figure 13: Mesure par RT-PCR quantitative des niveaux d’expression des ARNm codant I'UII,
F'UT et TURP dans des lignées cellulaires issues d’astrocytomes (SW 1088 et SW 1783) et de
glioblastomes humains (U138 et U87) (A), ainsi que dans une xénogreffe résultant de
l'injection de cellules U87 chez des souris Nude (B). Les résultats sont exprimés en unités
arbitraires, en utilisant comme référence égale a 1 I'expression mesurée dans la lignée

SW1088.

De nombreux autres neuropeptides et/ou leurs récepteurs sont exprimés dans les

tumeurs cérébrales et tout particuliérement ceux qui possédent des propriétés
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vasoactives. Il s’agit notamment du VIP et du PACAP (Vertongen et al., 1996), de la
SS (Przedbordski ef al., 1988), de I’ADM (Takahashi et al., 1997) ou de ’ET-1 (Sone
et al., 2000). Avec une approche plus fonctionnelle, d’autres travaux réalisés chez le
Rat ont révélé que le Losartan, un antagoniste des récepteurs de type I de I’All, utilisé
dans le traitement de I’hypertension artérielle, réduit le volume de gliomes (Rivera et
al., 2001). Ouafik ef al. (2002) ont quant a eux montré que I’administration d’anticorps
dirigés contre I’ADM chez des souris Nude transplantées avec des cellules T98G

issues d’un glioblastome humain, inhibe fortement la croissance tumorale.

Survie < 6 mois Survie 7-16 mois Survie > 18 mois
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Figure 14: Niveaux d’expression des ARNm codant I'UIll, TURP et 'UT dans des extraits de
glioblastomes humains. Les résultats sont exprimés en unité arbitraire en prenant comme
références (valeurs égales a 1) I'échantillon 89N (fleche). Les données sont classées en 3
catégories (< 6 mois, entre 7-16 mois et > 18 mois).

Les glioblastomes sont les tumeurs cérébrales parenchymateuses les plus
invasives. Les 30 échantillons de glioblastomes humains testés expriment les ARNm

codant ’UII, PURP et I’'UT (Figure 14). On note encore une fois des différences
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fondamentales entre I’UIl et 'URP puisqu’il existe une corrélation entre les taux

d’ARNm codant ’UII et I’'UT qui n’est pas retrouvée entre I’'URP et I’'UT (Figure 15).
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Figure 15: Recherche de corrélation entre les niveaux d'expression de I'Ull et de 'UT (A), de I'UIl et
de 'URP (B) et de 'URP et de I'UT (C) dans des extraits de glioblastomes humains. Les analyses des
données sont réalisées a l'aide du logiciel GraphPad Prism. r, coefficient de Pearson; P, p-value.

Par ailleurs, contrairement a ce qui est observé avec I’URP, les taux d’ARNm codant
I’UII tendent a diminuer en fonction de la durée de survie des patients, i.e. les extraits
provenant de malades ayant survécu plus de 18 mois apres diagnostic de la pathologie
sont moins riches en ARNm codant le peptide. Ces différences entre 1’UII et I’'URP
viennent renforcer 1’hypothése selon laquelle ces deux peptides rempliraient des

fonctions distinctes dans le SNC. Comme 1’a récemment montré Spinazzi et al. (2006),
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a partir de tissus vasculaires cérébraux, I’UIIl exerce de puissants effets angiogeénes.
Par conséquent, ce peptide pourrait non seulement étre impliqué dans le contrdle de la
prolifération des cellules tumorales mais également participer de facon

autocrine/paracrine a la mise en place de néovaisseaux intratumoraux.

L’ensemble de ces résultats suggére fortement que le systéme urotensinergique

jouerait un rdle central dans les mécanismes d’induction et/ou de développement de

certaines tumeurs cérébrales.
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Au terme de cette étude, nous avons montré que les astrocytes en culture

expriment des sites de liaison spécifiques et fonctionnels pour I’UII et 'URP.
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Figure 16: Schéma récapitulatif des voies de transduction sous-tenues par l'activation de I'UT
par I'UIl et TURP dans les astrocytes corticaux de Rat en culture. Le récepteur UT est
positivement couplé a une phospholipase C (PLC) via une protéine Gg et a une adénylyl
cyclase (AC) via une protéine G5 ou G;. L’activation de la PLC entraine la formation d’inositol
triphosphate (IP3) qui provoque a son tour le recrutement de calcium a partir du réticulum
endoplasmique (RE). L'Ull et 'TURP induisentun influx de calcium par I'intermédiaire de canaux
de type T (CC-T). Parallélement, I'activation de ’AC stimule l'activité de la protéine kinase A
(PKA), elle-méme responsable d’un transfert de couplage de 'UT d'une protéine G5 a une
protéine G;. A faibles concentrations, seule I'Ull stimule une PLC via une protéine G sensible a
la PTX (Gj,). Les différentes voies de transduction activées par 'URP et I'Ull conduisent a la
libération d’endozépines par les astrocytes. Une voie spécifique de I'UIl stimule la prolifération
cellulaire.

L’interaction des peptides avec le récepteur métabotropique UT stimule une

phospholipase C et entraine une élévation de la [Ca**]. en recrutant les pools intra- et
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extracellulaires via les canaux de type T. Seule I’UII interagit avec un site de trés haute
affinité couplé a une protéine G sensible a la PTX, site vraisemblablement impliqué
dans les effets pro-mitogenes de I’UII sur les astrocytes (Figure 16). Par ailleurs, a
partir d’une série d’analogues synthétisés au laboratoire, nous avons montré que
I’[Orn’JURP se comporte comme un puissant antagoniste dans notre modéle. Enfin, la
présence d’ARNm codant les peptides et le récepteur a systématiquement été détectée
dans des extraits de lignées tumorales cérébrales et de glioblastomes humains.
L’ensemble de ces données indique que le systéme urotensinergique est impliqué dans
le contrdle de la fonction astrocytaire en conditions physiologiques et
physiopathologiques.

Des travaux récents menés sur des monocytes humains (Segain ef al.,, 2007) et
des fibroblastes de Rat (Zhang et al., 2008) ont révélé que 1’UIl se comporte comme
un composé¢ chémo-attractant susceptible de stimuler la migration cellulaire. Dans la
mesure ou l’invasion tumorale est une des caractéristiques des tumeurs cérébrales
gliales (Martinez et al., 2007), un protocole d’étude de migration cellulaire (systeme
Transwell) a été mis point dans notre équipe par Céline Lecointre et Marie Jarry
(doctorantes) pour déterminer si I’UIl et/ou 'URP sont capables de moduler la
migration de cellules tumorales cérébrales.

Controle

h‘ﬂ !if.‘.'.-

Figure 17: Effet de I'UIll sur la migration de cellules tumorales. Les cellules SW1088,
issues d'un astrocytome humain, sont déposées dans des inserts a fond poreux
(transwell) dont la membrane est immergée dans du milieu de culture, en 'absence ou
présence d’'UIl (10° M, 24 h). Les acquisitions réalisées en lumiére transmise a l'aide
d’'un vidéomicroscope associé a une caméra CCD, montrent les cellules SW1088 ayant
traversé la membrane poreuse du transwell (fleche rouge).

Les premiers résultats obtenus sur des cellules SW1088 montrent clairement

que D’UII agit comme un puissant chémo-attractant (Figure 17), renforcant ainsi
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I’hypothése selon laquelle le systéme urotensinergique jouerait un role dans la
tumorigenese cérébrale.

La poursuite de cette étude consistera a déterminer les mécanismes
intracellulaires mis en jeu dans ce processus. Nous nous intéresserons notamment a la
voie ERK,, qui est impliquée dans les effets mitogénes de I’UII sur des cellules
transfectées avec I’'UT (Ziltener et al., 2002). Comme le montrent les premiers
résultats représentés dans la figure 18, I’UII provoque la phosphorylation de ERK,,
dans des cellules SW1088. Parallelement, nous tenterons de bloquer les effets
stimulants de I’UII a I’aide d’inhibiteurs de kinases (PKA, PKC et PKG), de bloqueurs
de canaux calciques, d’antagonistes de I’UT ([Orn’]JURP et palosuran) et de siRNA
inhibant D’expression du récepteur. Comme les cellules SW1088 expriment 1’UII
(ARNm et peptide, données non publiées), nous mesurerons [’activité de 1’UII
endogéne (immunoneutralisation, siRNA) sur la migration et/ou 1’adhésion

cellulaire(s) (systéme transwell et vidéomicroscopie).
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Figure 18: Effet de I'Ull sur la phosphorylation de ERK;,, dans la lignée SW1088. L'UlI
(107 M) stimule la voie des MAP kinases via la phosphorylation de ERK;,. L’effet maximum
est obtenu aprés 10 minutes de traitement.

Les résultats obtenus sur les extraits de glioblastomes sont trés encourageants et
la corrélation positive observée entre les niveaux d’expression de I’UIl et de I'UT
suggere fortement que ce couple ligand/récepteur participerait a certains mécanismes
liés a la tumorigenese cérébrale. En poursuivant la collaboration avec le Pr L’Houcine
Ouafik et dans le cadre d’un partenariat avec les neurochirurgiens (Pr Pierre Fréger et
Dr Olivier Langlois) et les anatomopathologistes (Pr Annie Laquerriére) du CHU de

Rouen, nous rechercherons, a partir d’extraits de tissus tumoraux, une potentielle
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corrélation entre le grade de la tumeur et les niveaux d’ARNm codant I’UII, I’'URP et
I’UT (QPCR), et les quantités d’UII et d’URP (RIA). Les cellules exprimant I’UII et
I’UT seront identifiées par immunohistochimie dans des tumeurs de hauts grades. Sur
des explants tumoraux cultivés sur matrigel, nous étudierons également les effets de
I’UII sur la néoangiogenese intratumorale. La cinétique d’expression intratumorale de
I’UIT et de I’'UT (QPCR et immunohistochimie) sera étudiée sur des xénogreffes
obtenues aprés injection orthotopique de cellules SW1088 dans des souris
immunodéprimées Nude. En collaboration avec le Dr Myriam Bernaudin (CYCERON,
Caen), nous mesurerons la croissance et le degré de vascularisation de la tumeur
(imagerie par résonance magnétique, IRM), ainsi que la médiane de survie des souris
apres injection d’UII, d’antagonistes de I’UT, d’anticorps dirigés contre I’UII et de
shRNA spécifiques de I’UII et de ’'UT. L’IRM est une technique atraumatique qui
permet de suivre un ensemble de parameétres tels que 1’évolution de la tumeur, la
perméabilité de la BHE ou la présence d’cedémes. Avec le développement d’agents de
contraste a forte rémanence vasculaire, I’'IRM permet en outre d’accéder a des
parametres spécifiquement vasculaires comme le volume sanguin et la distribution des
diametres vasculaires (indice de taille des vaisseaux ou ITV). Au cours de cette étude,
nous chercherons a déterminer 1’évolution i) du volume de la tumeur au moyen de
séquences de diffusion ou de séquences d’écho de spin, ii) des paramétres vasculaires
(ITV) détectables par I’utilisation d’agents de contraste et iii) de la perfusion et de la
perméabilité vasculaire.

Contrairement aux cellules astrocytaires tumorales qui composent en grande
partie la masse tumorale (astrocytomes), les cellules souches tumorales (CSTs) sont
étroitement associées aux cellules endothéliales (Calabrese et al., 2007). Cultivées
dans un milieu spécifique, les CSTs, comme les cellules souches neurales, proliférent
et génerent des macrospheres. Un protocole de genése de neurosphere a partir de
cellules SW1088 ou de tissus frais de gliomes de hauts grades vient d’étre mis au point
dans notre équipe (Figure 19). Nous pourrons ainsi étudier le role du systéme
urotensinergique sur le développement et la croissance de ces neurospheres. L’effet
d’un milieu conditionné issu de cultures de cellules endothéliales sera testé sur la
croissance des spheres, en 1’absence et en présence d’UII et/ou d’antagonistes de I’UT.
Des travaux récents ont suggéré que la différenciation des cellules CD133" dans les
tumeurs cérébrales, diminuait fortement la capacité des cellules souches a former des
sphéres (Piccirillo et al., 2006).
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Figure 19: Effet de I'Ull sur le développement de neurospheres tumorales issues de la lignée
SW1088. Les neurosphéres sont incubées pendant 5 jours en absence (contréle) ou présence d’Ull
(107 M) ou de palosuran (107 M), un antagoniste de 'UT humain. Le palosuran inhibe la croissance
des neurosphéres et provoque I'adhésion cellulaire (différenciation).

La recherche du réle du systéme urotensinergique sur la différenciation des
cellules souches sera donc réalisée par mesure des niveaux d’expression du marqueur
neuronal BIllI-tubuline et du marqueur astrocytaire GFAP dans les spheres, apres
administration d’UIl ou répression des voies de transduction associées a I’UT
(antagonistes, siRNA, inhibiteurs).

A terme, les travaux initiés dans I’équipe serviront a affiner nos connaissances
sur la fonction du systeme urotensinergique, notamment dans le controle de la
tumorigenese cérébrale et pourront contribuer au développement de nouveaux

traitements thérapeutiques.
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Résumé de theése

L’urotensine II (UII) et son paralogue 'urotensin Il-related peptide (URP) sont les
ligands endogenes d’un récepteur a sept domaines transmembranaires couplé a une protéine
G, appelé UT. Le rdle du systéme urotensinergique au niveau cardiovasculaire a été largement
¢tudié et I’UII est considérée comme le facteur naturel vasoactif le plus puissant identifi¢ a ce
jour. Bien que I’UIL, ’URP et I’UT soient largement exprimés dans le systéme nerveux
central, leur role a ce niveau reste encore mal connu. Le but de ce travail était de caractériser
des sites de liaison de I’UII et I’'URP sur les astrocytes corticaux et de rechercher un role du
systéme urotensinergique sur la fonction astrocytaire dans des conditions physiologiques et
physiopathologiques.

Dans un premier temps, nous avons montré que les astrocytes corticaux de Rat en
culture expriment des sites de liaison spécifiques de trés haute et haute affinités pour I’UII et
de haute affinité pour I’URP, au moins I’un des sites correspondant a I’'UT. Seules la liaison
(site de tres haute affinité) et I’activité stimulante de 1’UII sur le métabolisme des PIPs sont
sensibles a la toxine pertussique, un bloqueur des protéines Gi/G,. L’UII et ’'URP entrainent
une élévation dose-dépendante de la [Ca’’]. avec une réponse aigué suivie d’une phase
plateau. Seule la courbe dose-réponse de 1’UII est biphasique avec une activité biologique
observée dés 10" M. L’interaction de I’UII et de "'URP sur leurs sites de liaison stimule une
phospholipase C et provoque le recrutement des pools intra- et extracellulaires de calcium,
majoritairement via des canaux calciques de type T.

A partir d’'une série d’analogues synthétisés au laboratoire, nous avons dans un
deuxiéme temps démontré que le [D-Trp4]URP, le [D-Tyr6]URP et '[Orm’JURP sont capables
d’interagir avec des sites de liaison spécifiques sur les astrocytes. Alors que les deux premiers
entrainent une élévation de la [Ca®’]. semblable a celle observée avec I'URP, I’[Orn’JURP est
totalement dépourvu d’activité intrinséque. De plus, ce compos¢ inhibe de facon dose-
dépendante I’augmentation de la [Ca*"]. induite par 1’UII et 'URP en se comportant comme
un puissant antagoniste de type non-compétitif/insurmontable.

Dans la derni¢ére partie de ce travail, nous avons recherché un réle potentiel du
systéme urotensinergique dans le controle de la prolifération astrocytaire. Nous avons montré
que I’application de concentrations croissantes d’UII sur des astrocytes entraine une élévation
de la densité cellulaire alors que I’'URP est inactif. Paralléelement, nous avons mis en évidence
la présence des ARNm codant I’UII, ’'URP et I’UT dans des extraits de lignées tumorales
humaines et dans des xénogreffes obtenues par injection de cellules tumorales U87 chez des
souris immunodéprimées Nude. Dans ce dernier cas, les taux d’UIIl et d’UT sont nettement
supérieurs a ceux observés dans la lignée. Par ailleurs, les ARNm codant les peptides et leur
récepteur ont systématiquement ét¢ détectés dans les 30 échantillons de glioblastomes
humains testés. Enfin, seuls les niveaux d’expression de I’UII sont corrélés a ceux de I’UT.

L’ensemble de ces travaux montre que les astrocytes corticaux de Rat expriment des
sites spécifiques et fonctionnels pour I’'UII et 'URP. En dépit de leurs analogies structurales,
ces deux peptides auraient des activités biologiques distinctes sur la fonction astrocytaire. En
particulier, I’UII pourrait étre impliquée dans le controle de la prolifération de ces cellules,
notamment dans le cas de tumeurs cérébrales d’origine gliale. Ces travaux ouvrent de
nouvelles perspectives de recherche dans le traitement des tumeurs cérébrales d’origine
astrocytaire.

Mots Clés : urotensine II, urotensin-II related peptide, récepteur UT, astrocytes, études de
liaison, voies de transduction, calcium, prolifération, tumeurs cérébrales.
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