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Introduction générale

Le systéme rénine angiotensine (SRA) est un systéme hormonal connu pour réguler de nombreux
processus physiologiques dont le contréle de la pression artérielle et I’homéostasie vasculaire. Il revét
un réle majeur dans la régulation de la circulation cérébrale en impactant le remodelage vasculaire et la

réponse vasomotrice des artéres et artérioles cérébrales.

L’angiotensine II (Ang II) est le principal effecteur du SRA et se lie avec une affinité similaire a
deux récepteurs : les récepteurs Ang Il de type 1 (AT:) et de type 2 (AT,), tous deux appartenant a la
famille des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). L’ Ang II induit une vasoconstriction des arteres
et artérioles cérébrales par I’activation des récepteurs AT1 via I’activation de la voie des protéines Gq. A
I’inverse, ’activation des récepteurs AT, permet une vasodilatation, observable uniquement si les
récepteurs AT, sont préalablement bloqués par un antagoniste sélectif. Un équilibre fonctionnel entre
ces récepteurs AT; et AT, participe au maintien d’une perfusion physiologique de la circulation

cérébrale.

Le SRA, et notamment le récepteur AT, sont les cibles principales de plusieurs classes de
thérapeutique utilisées en premiére intention dans les maladies cardiovasculaires comme les inhibiteurs
de ’enzyme de conversion de I’angiotensine (IEC) ou les antagonistes des récepteurs de 1’angiotensine
(ARA), communément appelés « sartans » (suffixe retrouvé dans les DCI de ces médicaments). Les
ARA sont efficaces dans la prévention des accidents vasculaires cérébraux (AVC) (Bosch et al., 2002;
Dahlof et al., 2002), cependant, malgré de nombreux effets bénéfiques en préclinique, ces médicaments
n’ont pas de résultats curatifs satisfaisants dans les études cliniques sur les phases aigué ou post-aigué

de ’AVC (Sandset et al., 2011).

Dans le but de maintenir une perfusion physiologique et limiter les conséquences de 1’ischémie
cérébrale, il est donc nécessaire de développer de nouvelles thérapies se basant sur une meilleure
compréhension des mécanismes de la régulation de la circulation cérébrale et de la signalisation des

récepteurs AT..

Plusieurs agonistes dérivés de I’ Ang 11 ont des propriétés biaisées, activant la voie de signalisation
des B-arrestines au détriment de la voie de signalisation des protéines G hétérotrimériques. Ces agonistes
biaisés B-arrestine ont un potentiel thérapeutique cardiovasculaire prometteur mais qui reste, a ce jour,
inexploré dans les maladies cérébrovasculaires. Dans ce nouveau concept, les agonistes biaisés
stabilisent d’autres états conformationnels du récepteur AT:. Différentes stratégies thérapeutiques sont
donc a I’étude dans mon laboratoire, impactant la voie de signalisation AT, soit en modifiant directement
la conformation du récepteur, comme pourrait I’induire la S-nitrosation de AT;, soit en activant

partiellement ATy par I’intermédiaire des agonistes biaisés -arrestine.



Pour étudier en profondeur I’impact que peuvent avoir ces modifications, de nouveaux outils
pharmacologiques, des ligands traceurs fluorescents ont été synthétisés et caractérisés, nous permettant
de suivre les récepteurs AT: et/ou AT, et pourront étre utilisés afin d’explorer ces nouvelles voies
thérapeutiques. En effet, ’activation de la voie des B-arrestines, induisant 1’internalisation des

récepteurs, pourra étre étudiée en pistant ces récepteurs dans les cellules et les tissus.

La premiére partie de ce manuscrit est consacrée a des rappels sur la physiologie et la
physiopathologie du SRA, en particulier de I’angiotensine II. Nous décrirons ensuite les fonctions et les
voies de signalisation des récepteurs ATi et AT, ainsi que leur implication dans les pathologies
cerébrovasculaires. L’utilisation d’antagonistes des récepteurs AT: en thérapie sera discutée puis nous
aborderons les nouvelles pistes thérapeutiques envisagées en rappelant le concept d’agonisme biaisé,
son intérét dans le cas des récepteurs AT et les stratégies développées pour orienter sa signalisation,
notamment par 1’utilisation d’agonistes biaisés ou de donneurs de monoxyde d’azote (NO). Nous
finirons par une bréve exposition des outils d’étude et des ligands fluorescents développés dans le
domaine des RCPG.

La deuxiéme partie de ce manuscrit sera centrée sur les travaux expérimentaux caractérisant les
nouveaux ligands fluorescents pour les récepteurs AT: et AT.. Nous commencerons ensuite a étudier
I’impact de la S-nitrosation par un donneur de NO sur les récepteurs AT grace a ces nouveaux traceurs

fluorescents.

Dans la derniére partie de ce manuscrit, nous discuterons de 1’avancée de ce projet avec les
principaux résultats obtenus et nous décrirons les différentes perspectives pour la poursuite du projet et

I’utilisation de ces nouveaux outils pharmacologiques.
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Le systéme vasculaire est un systeéme circulatoire composé d’arteres, de veines, de vaisseaux et
de capillaires assurant la distribution de sang et de nutriments dans ’ensemble du corps. La paroi
artérielle est divisée en trois couches distinctes : I’intima, la média et I’adventice, chacune comprenant
divers types cellulaires (Figure 1). L’intima, couche la plus interne, est formée par la membrane basale
et I’endothélium, compose de cellules endothéliales. La média est principalement constituée de cellules
musculaires lisses (CML) qui jouent un réle primordial sur la motricité du vaisseau. Enfin, I’adventice

est composée d’un tissu conjonctif lache contenant des fibroblastes et des adipocytes.

. Adventice / fibroblastes

Média / CML

S— Intima / CE

Elastine

Figure 1 : Structure d’une artére et ses trois tuniques : intima, média et adventice (schéma réalisé via BioRender).
Différents types cellulaires composent ces différentes tuniques avec leurs fonctions propres. CE : cellules endothéliales ; CML :
cellules musculaires lisses

La monocouche de cellules endothéliales constituant 1’endothélium vasculaire occupe une place
prépondérante dans le maintien de I’homéostasie vasculaire. Les cellules endothéliales vasculaires sont
constamment exposées a des stimuli chimiques et mécaniques. En réponse, ces cellules sécréetent
différentes substances qui influent sur la vasomotricité, 1’angiogenése, la perméabilité vasculaire,

I’hémostase et I’inflammation en impactant le tonus des CML.

Les récepteurs situés a la surface cellulaire jouent un réle crucial dans la détection des stimuli
externes et leur conversion en réponses appropriées a I’intérieur de la cellule. Les récepteurs couplés
aux protéines G (RCPG) sont les protéines transmembranaires les plus abondantes et variées impliquées
dans la transduction du signal intracellulaire. Le génome humain contient plus de 800 RCPG, ce qui

représente 4% du génome (Fredriksson et al., 2003).

Les RCPG sont impliqués dans I’homéostasie de nombreux systémes et le contrdle de processus
biologiques variés tels que le métabolisme, la neurotransmission, la réponse inflammatoire, la réponse
immunitaire. De ce fait ils sont également impliqués dans des processus physiopathologiques,
notamment le diabéte, les maladies neurodégénératives, les cancers et les maladies cardiovasculaires
(Stoy & Gurevich, 2015). Cela justifie que cette catégorie de récepteur représente la cible la plus
importante des médicaments sur le marché avec 40% de ces médicaments visant les RCPG (Hauser et
al., 2017; Azam et al., 2020).

La physiologie du SRA, détaillée dans la prochaine partie, est régulée en grande partie par deux
RCPG, les récepteurs AT et les récepteurs AT- de I’angiotensine II, auxquels s’ajoutent d’autres RCPG

tels que MasR, MrgD et les récepteurs adrénergiques.



Introduction bibliographique

Partie 1 : Physiologie et physiopathologie du systéeme rénine
angiotensine

Le systeme rénine-angiotensine est un systeme des plus importants dans la régulation de la
volémie et du bilan hydrosodé. Ce mécanisme de rétention de 1’eau et du sel a pu étre un élément
déterminant dans I’adaptation a la vie terrestre qui s’est effectuée il y a des millions d’années. Tous les
constituants essentiels de ce systéme, qui seront cités dans le prochain paragraphe, proviennent de génes

ancestraux et ont une action vasoconstrictrice, hypertensive et un réle direct sur la fonction rénale.

Le systéme rénine angiotensine a été découvert en 1898 par Tigerstedt et Bergman, travaillant sur
une substance provenant des reins qui provoquait une augmentation de la pression artérielle, nommée
par la suite «rénine» (Tigerstedt & Bergman, 1898). Plusieurs décennies aprés, le concept
d’hypertension d’origine rénale, en induisant une ischémie rénale chez le chien, a émerge avec les
premiers travaux de Loesch en 1927. Les travaux de 1’équipe de Goldblatt ont complété cette approche
et permis la création d’un modeéle expérimental d’hypertension artérielle par 1’induction d’une ischémie
rénale chez le chien par clampage de I’artére rénale (Goldblatt et al., 1934). Goldblatt, ainsi que Loesch,
démontrérent que réduire la perfusion artérielle rénale induisait une hypertension artérielle permanente
chez le chien. Cette nouvelle technique expérimentale a conduit a des progrés dans la compréhension

des mécanismes favorisant I’hypertension artérielle.

Par la suite de nombreuses équipes se sont intéressées a la substance rénale responsable de
I’hypertension. C’est une équipe de recherche argentine qui, en 1939, put extraire la substance
vasoconstrictrice qu’ils nommerent hypertensine. L’équipe démontra que la rénine agissait comme une
enzyme pour produire cette hypertensine par 1’intermédiaire d’un substrat protéique nommé
hypertensinogéne (Braun-Menendez et al., 1940). En paralléle, une autre équipe démontra également
I’existence d’une substance rénale permettant une augmentation de la pression artérielle en concentrant
la rénine et étudiant son effet vasoconstricteur dans la queue de chien. Cette deuxiéme équipe a pu isoler
I’angiotonine (Page, 1939; Page & Helmer, 1940). La substance découverte fut renommée angiotensine

en accord avec les responsables de ces deux équipes de recherche.

Les autres acteurs de ce systeme hormonal ont été mis en évidence une dizaine d’années plus tard.
Les travaux de Skeggs ont pu démontrer une distinction entre 1’angiotensine I (Ang |) et ’angiotensine
I1 (Ang I1) et ont permis la découverte de I’enzyme de conversion de I’angiotensine (ECA) qui digere

1’Ang I en la convertissant en Ang Il (Skeggs et al., 1954, 1956).

Le concept de systeme rénine angiotensine a ainsi été établi comme jouant un réle majeur dans la

régulation de la pression artérielle par I’intermédiaire de récepteurs couplés aux protéines G.
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l. Physiologie du systéeme rénine angiotensine

Le SRA est un systeme hormonal dont les principaux rdles sont la régulation de la pression
artérielle et ’homéostasie hydrosodée, équilibre approprié entre le sodium et I’eau dans le corps. En
effet, I’activation de ce systéme permet une augmentation de la pression artérielle et une rétention
hydrosodée. Le SRA suit une cascade de réactions enzymatiques commencant par la synthése de la

rénine et aboutissant a la formation de I’angiotensine II, principal effecteur de ce systéme.

La rénine, produite par les cellules de I’appareil juxtaglomérulaire, permet le clivage de
I’angiotensinogéne, une glycoprotéine de 458 acides aminés produite par le foie, pour former I’Ang I,
un décapeptide inactif. Ce dernier est ensuite clivé par I’enzyme de conversion de 1’angiotensine (ECA),
exprimée essentiellement par les cellules endothéliales, pour donner I’angiotensine II active (Skeggs et
al., 1967, 1976). L’ Ang II est ensuite dégradée en angiotensine III (Ang I1l) et angiotensine IV (Ang
IV) par I’aminopeptidase de type A et I’aminopeptidase de type N respectivement (Figure 2).

En plus de la synthése de I’ Ang II par cette voie principale, des synthéses annexes sont décrites.
Dans un premier temps, 1’angiotensinogeéne peut étre directement clivé en Ang II via le systéme « renin-
like » regroupant plusieurs enzymes, la cathepsine G, la tonine et I’activateur tissulaire du plasminogéne.
Dans un second temps, I’Ang I peut étre clivée en Ang Il par d’autres enzymes que I’ECA comme la
cathepsine G, I’enzyme de génération de 1’angiotensine II sensible a la chymostatine ou par les chymases

(Weir & Dzau, 1999).

Angiotensinogéne ) NH: — SR MU ENE Phe; His | Leu | Leu, Val | Tyr | Ser JIER#ele

Systéme Renine l
‘renin- like"
tPA ) Chat G
ECA l Chymase
CAGE

Angiotensine Il ) nH, EENEEIEMU DI @—COOH

APA l
Angiotensine lll ) NH: —EX)EE MR NG @—COOH

APN l
[ Angiotensine IV‘ ) NH:—W @—COOH

Figure 2 : Description simplifiée du métabolisme du systeme rénine angiotensine (schéma réalisé via BioRender).
La cascade de réactions enzymatiques commence par la synthése de la rénine clivant I’angiotensinogéne et se finit ici par le
clivage de I’Ang IIT en Ang IV par ’enzyme APN. APA : aminopeptidase de type A ; APN : aminopeptidase de type N ;
CAGE : Chymostatin-sensitive Angiotensin Il Generating Enzyme ; Cath G : cathepsine G ; ECA : enzyme de conversion de
I’angiotensine ; tPA : activateur tissulaire du plasminogéne
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En conditions physiologiques, en réponse a une diminution de la pression artérielle et/ou du débit
sanguin rénal, la libération de rénine augmente et I’Ang II ainsi produite rétablit la pression artérielle
par différents mécanismes. L’ Ang II induit une vasoconstriction artérielle par contraction des cellules
musculaires lisses vasculaires (CMLV) augmentant donc les résistances vasculaires périphériques et la
pression artérielle. Au niveau de la glande corticosurrénale, I’ Ang II permet la libération d’aldostérone,
hormone qui augmente la réabsorption d’eau et de Na* au niveau rénal. Cette élévation de la réabsorption
hydrosodée peut étre aussi favorisée par la contraction des artérioles rénales afférentes qui entraine une
diminution de la filtration glomérulaire. L’augmentation consécutive de la volémie entraine une
¢lévation de la pression artérielle. L’Ang II stimule également la libération de vasopressine et de
noradrénaline au niveau du systeme nerveux central contribuant aussi au rétablissement de la pression
artérielle a long terme. La vasopressine favorisera la réabsorption d’eau au niveau du tubule distal rénal
en cas de diminution de la volémie alors que la noradrénaline induira une vasoconstriction si la pression

artérielle diminue (Figure 3).

Angiotensine Il
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Vasoconstriction

Aldostérone
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Rétention Na*/ CI-
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Augmentation Augmentation Excré?ion K+

Resistances périphériques  Rythme cardiaque

l
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L Volémie )

- v - -
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Figure 3 : Schéma simplifié de la régulation de la pression artérielle par I’Ang II (schéma réalisé via BioRender).
En se fixant sur ces récepteurs ATz, I’Ang Il induit une vasoconstriction augmentant les résistances périphériques. En paralléle
I’ Ang II active le systéme sympathique stimulant la production de noradrénaline et de vasopressine. La noradrénaline augmente
la vasoconstriction par I’intermédiaire des récepteurs o et augmente le rythme cardiaque avec les récepteurs f1. La vasopressine
intervient dans la vasoconstriction via ses récepteurs V1 et favorise la réabsorption d’eau au niveau du tubule distal rénal avec
les récepteurs V2. Enfin I’ Ang II permet la libération d’aldostérone, hormone intervenant dans la réabsorption d’eau et de Na*
au niveau rénal.
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Le SRA se compose de deux axes principaux qui ont des effets opposes, un axe presseur et un
axe dépresseur. L’axe presseur est représenté par I’Ang I / PECA / le récepteur AT alors que 1’axe
dépresseur est composé du récepteur AT, et de I’axe Ang (1-7) / ECA2 / MasR. Récemment une derniére
voie vient s’ajouter a cet axe dépresseur, la voie angiotensine A / Alamandine / MrgD. Le SRA peut
donc encore se complexifier en ajoutant ces autres signalisations en paralléle tel que I’axe ECA2 / Ang
(1-7) I Mas et I’axe angiotensine A-Alamandine-MrgD dont la physiologie sera décrite ci-aprés (Figure
4).

Les principaux effets du SRA sont médiés par 1’ Ang II et plus particuliérement par sa liaison aux

récepteurs AT: et ATo.

L’enzyme ECA induit le clivage de I’Ang I en Ang II. La fixation d’ Ang II sur les récepteurs AT
permet la plupart de ses activités physiologiques, notamment la vasoconstriction artérielle, la croissance
et la prolifération cellulaire, I’inflammation, le stress oxydant, la sécrétion d’aldostérone, la réabsorption
hydrosodée et la stimulation sympathique (Touyz & Schiffrin, 2000). Le récepteur AT; est retrouvé dans

la majorité des tissus et principalement au niveau des vaisseaux, du cceur, des reins et du cerveau.

La physiologie induite par le récepteur AT est moins bien définie de par sa faible expression dans
la plupart des tissus sains et des réponses discrétes suite a la stimulation de ce récepteur. Pour le SRA,
les récepteurs AT ont un réle important dans le maintien de la pression sanguine et du volume de liquide
extracellulaire. Ainsi ils favorisent la diurése et diminuent la pression artérielle (Carey, 2017b; Sumners
etal., 2015).

Le récepteur AT, est I’un des principaux récepteurs du « bras protecteur » du SRA, avec le
récepteur Mas (MasR), un RCPG activé par une forme tronquée endogéne de I’Ang II, I’Ang (1-7). De
nombreuses publications illustrent le réle protecteur et régénérant de ce récepteur AT, dans un large
éventail de maladies, impliquant des actions anti-inflammatoires, antifibrotiques et protectrices des
cellules (Carey, 2017a; Matavelli & Siragy, 2015; Steckelings et al., 2022).

La physiologie et la signalisation de ces deux récepteurs seront décrites plus en détails dans la

partie du manuscrit qui leur est consacrée (cf. Partie 1. Il — p17).

Les premiers effets de 1’Ang (1-7) ont été observés par 1’équipe de Campagnole-Santos qui
injectait de faibles doses de ce peptide dans la moelle dorsale de rats et observait une diminution de la

pression artérielle (Campagnole-Santos et al., 1989).
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L’origine de I’Ang (1-7) a été élucidée par la découverte de I’enzyme de conversion 2 de
I’angiotensine I (ECA2) quelques années plus tard (Donoghue et al., 2000; Tipnis et al., 2000). Cette
enzyme permet de cliver I’Ang Il en Ang (1-7) directement mais peut aussi cliver I’Ang I en Ang (1-9)
qui a son tour sera clivée en Ang (1-7) par ’ECA. Ce peptide se fixera a un RCPG, le récepteur Mas (R.
A. S. Santos et al., 2003).

En se liant au récepteur Mas, 1’ Ang (1-7) induit une vasodilatation via une libération de monoxyde
d’azote (NO) par I’intermédiaire de la eNOS et nNOS (Schinzari et al., 2018). L’Ang (1-7) peut
contrebalancer les effets de ’Ang II au niveau des cellules musculaires lisses cérébrales, réduisant
I’apoptose et la prolifération cellulaire (Bihl et al., 2015). L’administration de ce peptide, dans un
modele in vitro d’aorte de rat, inhibe la production d’espéces réactives de 1I’oxygene (EROs) induite par
I’Ang II et augmente la libération de NO permettant une vasodilatation accrue, réduisant le stress

oxydatif endothélial (Polizio et al., 2007; Sampaio et al., 2007).

D’autres effets protecteurs, notamment au niveau cardiaque, ont été rapportés, avec une
diminution du remodelage ventriculaire (R. A. S. Santos et al., 2004), une diminution de la prolifération
cellulaire et également une réduction des arythmies cardiaques (Ferreira et al., 2001). L’ Ang (1-7) réduit
la réponse inflammatoire et exerce des effets antiprolifératifs, antifibrotiques et antioxydants. Une revue
de I’équipe de Santos décrit et résume les nombreux effets protecteurs de 1’Ang (1-7) au niveau
cardiaque (R. A. Santos, 2014).

En plus de sa liaison aux récepteurs Mas et ses effets cardioprotecteurs, 1’Ang (1-7) peut se lier
aux récepteurs AT, et aux récepteurs MrgD. Il agit également comme un agoniste biaisé vers la voie B-
arrestine au niveau des récepteurs ATy, contribuant a I’effet protecteur de ce peptide (cf. Partie 2. 111. 1
—p40) (Teixeira et al., 2017).

L’angiotensine A (Ang A), identifiée en 2007 par I’équipe de Jankowski, est un métabolite de
I’ Ang II qui différe d’un acide aminé, une alanine a la place d’une asparagine en position 1 (Jankowski
et al., 2007). L’Ang II est convertie en Ang A par décarboxylation de I’acide aspartique dans les
leucocytes mononucléaires. L’Ang A interagit avec les deux principaux récepteurs de I’ Ang I, AT; et
AT,, avec la méme affinité que 1’Ang II (R. Yang et al., 2011), voire une affinité plus élevée pour les
récepteurs AT, (Jankowski et al., 2007). Elle exerce des effets vasoconstricteurs et pro-hypertenseurs
par I’intermédiaire des récepteurs ATy, induisant une augmentation de la pression artérielle. Cependant,
des concentrations plus élevées d’Ang A par rapport a I’Ang Il sont nécessaires pour avoir la méme
augmentation de la pression artérielle (Badejo Jr et al., 2009; Habiyakare et al., 2014; Jankowski et al.,
2007; R. Yang et al., 2011).
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L’alamandine est issue de la catalyse de I’Ang A par ’ECA2 mais peut également étre générée
par la décarboxylation du résidu aspartique de I’Ang (1-7). Elle exerce des effets vasodilatateurs et anti-
hypertenseurs par I’intermédiaire des récepteurs MrgD, RCPG apparentés au récepteur Mas (Lautner et
al., 2013). Ce peptide, retrouvé chez le rat, la souris et I’homme, a des effets physiologiques similaires
a ceux de I’Ang (1-7) au niveau cardiovasculaire, ¢’est-a-dire, entre-autres, une production de monoxyde
d’azote (NO) et une vasodilatation des arteres (Qaradakhi et al., 2016). En effet, dans des
cardiomyocytes isolés de souris, I’alamandine induit une production de NO par le biais des protéines
kinases LKB1 (liver kinase Bl) et AMPK (AMP-activated protein kinase), permettant d’inhiber
I’hypertrophie des cardiomyocytes (Jesus et al., 2018). De plus, chez un modele de rat hypertendu,
I’administration d’alamandine atténue 1’hypertension, diminue la fibrose cardiaque et atténue
efficacement le remodelage cardiaque (Lautner et al., 2013; C. Liu et al., 2018). Ce peptide a également
un effet anti-inflammatoire et anti-apoptotique en inhibant la signalisation des protéines kinases activées
par les mitogénes (MAPK) et plus précisément en inhibant les protéines p-ERK, p-JNK et p-p38 (P. Li
et al., 2018). L’effet antihypertensif et anti-fibrotique artériel de I’alamandine a également été observé
chez la souris par I’équipe de Yang. Cette équipe a également montré que 1’alamandine atténue la fibrose
vasculaire induite par I’ Ang II dans les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) de rat en inhibant

I’expression de la protéine p38 de la voie des MAPK (C. Yang et al., 2020).

Ces récents travaux illustrent donc ce nouvel axe AngA / alamandine / MrgD s’associant a la fois
a I’axe presseur et a I’axe dépresseur du SRA. En effet, I’Ang A peut soit déclencher directement une
action vasoconstrictrice et proliférative soit déclencher indirectement des effets opposés, c’est-a-dire
des effets antihypertenseurs, antifibrotiques, anti-inflammatoires et anti-apoptotiques, en se
métabolisant en alamandine (Lautner et al., 2013; Qaradakhi et al., 2016; Jesus et al., 2018; C. Liu et
al., 2018; P. Li et al., 2018; C. Yang et al., 2020). L’axe AngA / Alamandine / MrgD peut donc

représenter un nouveau mécanisme de contre-régulation important au sein du SRA.
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Figure 4 : Principaux axes presseur et dépresseurs du systeme rénine angiotensine (schéma réalisé via BioRender).
L’Ang II via les récepteurs AT intervient dans I’axe presseur du SRA en induisant la vasoconstriction, I’inflammation, un
stress oxydant, la prolifération cellulaire, le remodelage vasculaire et les effets pro-fibrotiques. L’Ang II est également un
acteur de ’axe dépresseur en se fixant aux récepteurs AT2. L’ Ang (1-7) via les récepteurs Mas et 1’alamandine via les récepteurs
MrgD sont les autres acteurs de cet axe dépresseur permettant une vasodilatation, des effets anti-inflammatoire, anti-fibrotique,
antioxydant et antiprolifératif. Les fleches noires représentent la liaison des peptides a leurs principaux récepteurs permettant
une réponse fonctionnelle établie et les fleches en pointillés illustrent la liaison des peptides aux récepteurs n’induisant pas
forcément de réponse fonctionnelle décrite dans ’organisme. ATz : récepteur de type 1 de ’angiotensine II ; ATz : récepteur
de type 2 de I’angiotensine II; ECA : enzyme de conversion de ’angiotensine ; ECA2 : enzyme de conversion 2 de
I’angiotensine ; Mas : récepteur MAS ; MLDAD : mononuclear leukocyte-derived aspartate decarboxylase ; MrgD : Mas-
related G protein-coupled receptor D

Bien que I’Ang 1II soit un peptide hydrophile ne pouvant pas passer la barriere
hématoencéphalique, elle a été mise en évidence au niveau cérébral (Fischer-Ferraro et al., 1971),

suggeérant I’existence d’un SRA cérébrovasculaire.

La présence des ARN messagers ARNm codant les différents composants de la cascade
enzymatique du SRA a également été retrouvée au niveau cérébral (Bader et al., 2001; C. C. Miller et
al., 1989; Saavedra et al., 1982; Sernia & Mowchanuk, 1983). Enfin, les récepteurs AT: et AT, ainsi
que leurs ARNm ont été localisés au niveau cérébral chez le rat et I’humain (Barnes et al., 1993; Lenkei
et al., 1996; Tsutsumi & Saavedra, 1991). Depuis, I’importance physiologique et physiopathologique
du SRA cérébrovasculaire a fait 1’objet de nombreuses recherches (de Gasparo et al., 2000). Plus
récemment, en 2006, 1’équipe de Zhou a mis en évidence la présence des ARNm de 1’angiotensinogene,

de ’ECA et des récepteurs AT1 et AT, au niveau de microvaisseaux cérébraux (J. Zhou et al., 2006).
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Les travaux de Vincent et coll. ont mis en évidence la conversion locale de I’Ang I en Ang II par
I’intermédiaire de ’ECA ainsi que la présence et I’impact des récepteurs AT; et AT, au niveau
d’artérioles cérébrales. En effet, dans un modéle de fenétre cranienne chez le rat normotendu,
I’administration in situ d’Ang I induit la vasoconstriction des artérioles cérébrales. Cette réponse est
inhibée en présence d’inhibiteurs de 1’enzyme de conversion (IEC), suggérant donc 1’expression locale
d’ECA et de récepteurs AT:. En paralléle, en présence d’ARA, la stimulation a 1I’Ang II permet une
vasodilatation induite par les récepteurs AT (Vincent et al., 2005). Les artérioles cérébrales expriment
donc bien les récepteurs AT et AT, et la stimulation de ces récepteurs induit respectivement une

vasoconstriction et une vasodilatation.

Le SRA maintient ainsi un équilibre dynamique entre 1’axe presseur et 1’axe dépresseur afin de
réguler la pression artérielle. Un autre acteur majeur de I’homéostasie vasculaire interagit avec le SRA,
il s’agit du NO.

Le monoxyde d’azote est I’un des principaux acteurs, en plus du SRA, permettant le maintien de

I’homéostasie vasculaire par I’intermédiaire de trois grands types de signalisation.

Le NO est un radical libre soluble et gazeux dont la demi-vie est trés faible (Kelm & Schrader,
1990). A partir de L-arginine il est produit en continu par les enzymes de synthése d’oxide nitrique
(NOS) comprenant trois isoformes : la NO synthase neuronale (nNOS), la NO synthase endothéliale
(eNOS) et la NO synthase inductible (iNOS), dans les cellules endothéliales, les neurones, les CML, la
moelle épiniére ou les glandes surrénales (Forstermann & Sessa, 2012). L’activation de ces enzymes est
régie par une augmentation de calcium intracellulaire qui permet la fixation du complexe
Ca?*/calmoduline aux enzymes et donc leur activation. Au niveau vasculaire, la principale source de
stimulation de cette production basale de NO est la contrainte de cisaillement exercée par le flux sanguin
sur les cellules endothéliales (Davis et al., 2004; Lu & Kassab, 2011). Les vasodilatateurs endothélium-

dépendant permettent également 1’augmentation de la production de NO.

Le NO a de nombreux effets vasculaires, intervenant dans le maintien du tonus basal en relaxant
les CMLV (Loscalzo & Welch, 1995), dans I’inhibition de la prolifération et migration des cellules
musculaires lisses vasculaires (CMLV) et des cellules endothéliales (Garg & Hassid, 1989; Marks et al.,
1995). Il a également des actions anti-inflammatoires en diminuant la perméabilité vasculaire et en
inhibant la production de cytokines pro-inflammatoires et la dégranulation de neutrophiles (Hinder et
al., 1999; Obermeier et al., 1999).
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De plus, le NO a des propriétés antioxydantes en inhibant la production de radicaux libres ou en
les captant (Wink et al., 2001). Pour finir, le NO est un agent anti-apoptotique car il est impliqué dans

I’activation des voies de signalisation moléculaires intervenant dans la survie cellulaire (Di et al., 2012).

Le NO peut induire des modifications fonctionnelles par trois mécanismes : la nitrosylation, la
nitration et la S-nitrosation (Figure 5). La nitrosylation est I’ajout du NO sur des métaux de transition
permettant un changement conformationnel de protéines et donc la régulation de leur activité. La
nitrosylation intervient dans I’activation de la guanylate cyclase (GCs), permettant la transformation de
GTP en GMPc qui joue un rble dans la vasodilatation, le remodelage vasculaire ou encore la prolifération
de CML (Farah et al., 2018).

La nitration correspond a la fixation de NO; a certains résidus, tyrosine ou tryptophane, induisant
une perte de fonctionnalité des protéines. Elle semble étre impliquée dans de nombreuses pathologies
comprenant D’infarctus du myocarde, 1’athérosclérose et les maladies neurodégénératives ou
inflammatoires (Turko & Murad, 2002). Finalement, la S-nitrosation est définie comme la liaison
covalente entre le NO et la fraction thiol des résidus cystéines des protéines cibles, formant ainsi des S-
nitrosothiols (RSNO). La S-nitrosation pourrait réguler I’activité de nombreuses protéines (Stamler et
al., 1992), dont probablement celle du récepteur AT: que notre équipe étudie (Bouressam et al., 2019).

a) Nitration b) Nitrosylation
) NO

@ -on| @ = @
NO, c) S-nitrosation

_' N D
~ “NO

2

Figure 5: Représentation schématique des réactions chimiques possibles du NO avec les protéines, (a) la
nitration, (b) la nitrosylation et (c) la S-nitrosation (schéma réalisé via BioRender). Ces réactions chimiques permettent la
fixation de NOz2 sur des tyrosines ou tryptophanes de protéines (a) et I’ajout de NO sur des métaux de transition (b), ou sur les
cystéines de protéines (c). Cys : cystéine ; M : métal ; NO : monoxyde d’azote ; P : protéine

Le NO a donc de nombreuses fonctions par 1’intermédiaire de ses différents mécanismes. Au
niveau cérébral il est principalement connu pour son effet vasodilatateur et agit sur des effecteurs du

SRA dont les récepteurs a I’angiotensine II.

13



Introduction bibliographique

Les mécanismes d’action du SRA, et le lien étroit avec le NO, sont complexes et font toujours
I’objet de nombreuses études. En effet, les récentes découvertes scientifiques, la forte homologie entre
les différents peptides et leurs effets opposés, a la fois déléteres et protecteurs, font du SRA un sujet
d’étude majeur qui revét une importance capitale pour I’identification de nouvelles cibles
thérapeutiques. Une modification entre 1’axe presseur et I’axe dépresseur du SRA est observée lors de
situations physiopathologiques, engendrant des conséquences délétéres notamment au niveau

cérébrovasculaire.

Il.  Physiopathologies vasculaires et cerébrovasculaires

Un déséquilibre entre 1’axe presseur et I’axe dépresseur du SRA, favorisant ’activation de I’axe
presseur au détriment de 1’axe dépresseur, est la conséquence de nombreuses pathologies. L’activation
des récepteurs AT: par I’Ang II est reconnue pour déclencher, dans certaines situations
physiopathologiques, les effets déléteres de la stimulation du SRA tels que la vasoconstriction, la
rétention d’eau et de sodium, I’augmentation de la pression artérielle, le remodelage cardiovasculaire et
la fibrose (de Gasparo et al., 2000; Hunyady & Catt, 2006; Kawai et al., 2017). En raison de ses effets
physiologiques variés, le récepteur AT joue un rdle important dans de nombreuses maladies notamment
au niveau cardiovasculaire, comme I’hypertrophie cardiaque, I’hypertension et 1’insuffisance cardiaque.
Il a un impact également sur 1I’inflammation, la résistance a I’insuline et sur de nombreuses pathologies

cérébrales tant vasculaires que neurodégénératives.

L’Ang II a un role important dans la physiopathologie des maladies cardiovasculaires comme
I’athérosclérose, le remodelage vasculaire, 1’infarctus du myocarde ou I’insuffisance cardiaque,

aggravées par des facteurs de risques tels que I’hypertension ou le diabéte (Dzau & Braunwald, 1991).

Les récepteurs AT peuvent augmenter directement la tension artérielle, avec des niveaux
d’expression de I’ARNm de ces récepteurs plus élevés chez des rats hypertendus (de Oliveira-Sales et
al., 2010). L’inhibition de ces récepteurs réduit la pression artérielle de ces rats hypertendus
(de Oliveira-Sales et al., 2010). De plus, I’expression du récepteur AT> est augmentée chez ces rongeurs
hypertendus permettant de diminuer la pression artérielle (Gao et al., 2008; Z. Li et al., 2003) et de

contribuer a contre balancer les effets induits par AT:.

Les troubles vasculaires rencontrés, comprenant une augmentation du tonus vasculaire, une
augmentation de facteurs de croissance et de cytokines et une adhésion accrue des leucocytes, sont les
résultats d’un dysfonctionnement des cellules endothéliales. Ces processus sont impliqués dans le

développement des pathologies citées précédemment. L’Ang II est impliquée dans la production
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d’EROs, I’augmentation des cytokines pro-inflammatoires et la vasoconstriction, altérant les fonctions
des cellules endothéliales (Pueyo et al., 1998). De plus, il a été démontré que les inhibiteurs de I’ECA
et les antagonistes du récepteur AT réduisent la dysfonction endothéliale prouvant leurs implications

dans ces processus physiopathologiques (Schiffrin & Touyz, 2004).

L’ Ang II est un puissant promoteur d’hypertrophie cardiaque (YYamamoto et al., 2000), stimulant
la croissance et la prolifération des cardiomyocytes et CMLV par ’intermédiaire du récepteur AT:
(Dostal et al., 1997). L’ Ang II est également impliquée dans le remodelage et la fibrose vasculaire en
régulant la transcription de genes impliqués dans ces phénomenes comme le collagéne de type | et de
type 11, la PTHR2 (parathyroid hormone 2 receptor) et la BMP2 (bone morphogenetic protein 2) (Jaffe
& Mendelsohn, 2005) et en augmentant les facteurs de croissance VEGF (vascular endothelial growth
factor) et TGF-B1 (transforming growth factor B1) de 1’endothélium vasculaire (Zhao et al., 2004). Le
role d’AT; dans le remodelage vasculaire au cours d’une hypertension artérielle a ensuite été confirmé
au sein de notre laboratoire par I’utilisation d’antagoniste du récepteur AT, chez des rats spontanément

hypertendus (SHR) qui permettait d’inverser le remodelage artériolaire cérébral (Dupuis et al., 2005).

Aprés la mise en évidence d’un SRA cérébrovasculaire et I’impact d’AT: dans la régulation de la
circulation cérébrale, un lien avec les maladies cérébrovasculaires et neurodégénératives a vite été établi.
En effet, I’impact néfaste de ce récepteur a été observé dans de nombreux modéles pathologiques comme

les accidents vasculaires cérébraux, les anévrismes mais aussi les maladies de Parkinson et d’ Alzheimer.

Le récepteur AT: a un réle clé dans de nombreuses maladies neurodégénératives, majoritairement
au niveau neuronal. Son implication dans ces maladies ne sera pas traitée dans ce manuscrit, qui reste
centré sur la physiologie vasculaire, mais est abordée dans de nombreuses revues (Kalra et al., 2015;
Villapol & Saavedra, 2015; Gironacci et al., 2018).

Les accidents vasculaires cérébraux sont une cause majeure de décés dans les pays industrialisés
et peuvent entrainer de nombreux handicaps physiques consécutifs a un déficit neurologique. Deux
étiologies distinctes peuvent induire un AVC : I’ischémie ou I’hémorragie (Figure 6). Dans les deux
cas, il y aura privation de sang entrainant la réduction des niveaux d’oxygéne, I’ischémie et la nécrose

du tissu cérébral.
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l'ischémie

Figure 6 : Représentations d’un AVC ischémique et d>un AVC hémorragique (schéma réalisé via BioRender). Le
blocage de la circulation sanguine artérielle par un caillot induisant une ischémie ou la rupture de I’artére conduisant a une
hémorragie vont induire une zone de pénombre avec une privation de sang.

De nombreuses données précliniques suggerent qu’une suractivation des récepteurs AT par
I’ Ang II pourrait contribuer a la sévérité de 1I’ischémie cérébrale et de ses conséquences, principalement
par ses effets vasoconstricteurs sur les arteres cérébrales (Naveri et al., 1994). En effet, il a été rapporté
une augmentation de la production locale d’Ang II et une vasoconstriction des artéres cérébrales induite
par les récepteurs AT: dans un modéle murin d’AVC ischémique (Kagiyama et al., 2003; Stenman &
Edvinsson, 2004). Cela a abouti a la diminution de la perfusion de la zone de pénombre et 1’aggravation
des conséquences délétéres de cette pathologie. Pour contrebalancer les effets d’AT;, ’expression du
géne du récepteur AT, est augmentée apres un AVC. Cependant I’expression protéique de ce récepteur,
mesurée par immunohistochimie avec des anticorps anti-AT>, reste inchangée dans les artéres cérébrales
moyennes, limitant ainsi I’impact bénéfique que les agonistes du récepteur AT» peuvent avoir (Vikman
& Edvinsson, 2006).

En plus de ces effets lors de ’AVC, le récepteur AT; favorise I’un des facteurs de risque majeurs
de I’AVC, I’hypertension, en impactant le remodelage vasculaire de la paroi artériolaire (Baumbach et
al., 2003; Dupuis et al., 2005, 2010). Une réponse pro-inflammatoire est également induite, augmentant
le stress oxydatif et favorisant les dommages cellulaires et 1’apoptose. Cela pourrait contribuer a
I’aggravation de I’AVC avec une zone de pénombre plus étendue et I’augmentation de Iésions cérébrales

(De Silva & Faraci, 2012; Kazama et al., 2004).

Les anévrismes cérébraux peuvent conduire a des AVC hémorragiques présentant un taux de
mortalité tres élevé de 48% (Inci & Spetzler, 2000). Il s’agit d’une faiblesse de la paroi artérielle
cérébrale provoquant une dilatation ou un renflement localisé. Une baisse de I’expression d’Ang II et
d’AT; est observée par RT-PCR, sur un lysat d’artére cérébrale corticale de patients présentant une
rupture d’anévrisme, pouvant conduire a une réduction de 1’épaisseur de la paroi et du remodelage

vasculaire favorisant le risque d’anévrismes cérébraux (Ohkuma et al., 2003).
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L’Ang II et AT; jouent également un réle central dans les lésions cérébrales traumatiques,
entraimant des dommages neuronaux, une mort cellulaire et une inflammation accrues ainsi qu’un
dysfonctionnement de la barriére hémato-encéphalique. En effet, une corrélation a été établie entre la
mortalité due aux anévrismes et I’augmentation de I’activité de ’ECA (Kehoe et al., 2008). L activation
excessive d’ATj, induisant, entre autres, un remodelage vasculaire et une inflammation, pourrait

contribuer aux Iésions neuronales (Ando et al., 2004).

Un déséquilibre AT1/AT, en faveur des récepteurs AT, modifiant la physiologie du SRA, est
donc observé dans de nombreuses pathologies. Il est a noter que 1’expression du récepteur AT, est
généralement régulée positivement pour compenser 1’expression du récepteur ATi, cependant cette

compensation est moins efficace au cours du vieillissement (Labandeira-Garcia et al., 2017).

Malgré I’émergence de nouveaux axes dépresseurs opposés aux effets d” ATy, les principaux effets
physiologiques du SRA restent médiés par I’Ang II et sa liaison avec ses deux principaux récepteurs,

les récepteurs AT; et ATo.

I11.  Les récepteurs a I’angiotensine ||

L’angiotensine II peut se lier a deux sous-types principaux de RCPG, les récepteurs AT et les
récepteurs AT, avec la méme affinité de 1’ordre du nanomolaire (Mukoyama et al., 1993). Ces
récepteurs appartiennent a la superfamille des récepteurs couplés aux protéines G, plus précisément la
sous-famille des rhodopsines (classe A), avec le récepteur AT: classiquement catégorisé comme
récepteur couplé a la protéine Gq1 et le récepteur AT, couplé principalement & la protéine Gi (Inagami,
1999).

Deux autres sous-types de récepteurs de 1’Ang II existent, les récepteurs ATs et les récepteurs
AT, avec un impact physiologique mineur comparé aux deux précédents. En effet, les récepteurs ATs
ont été observés uniquement dans les cellules de neuroblastome de souris et ont comme principal ligand
I’Ang II (Chaki & Inagami, 1992). Quant aux récepteurs ATy, ils sont présents dans divers organes tels
que le cceur, les reins, les poumons et le cerveau, avec comme principal ligand I’Ang IV (Swanson et

al., 1992).

Bien que les fonctions et la caractérisation pharmacologique des récepteurs ATs ne soient pas
encore déterminées et leur existence remise en cause, des études récentes ont démontré 1’implication des
récepteurs AT4 dans la mémoire et la maladie d’ Alzheimer (Royea & Hamel, 2020; Wilson et al., 2009).
En raison du manque d’information et de leur intérét moindre dans la physiologie du SRA, ces deux

sous-types de récepteurs ne seront pas davantage abordés dans ce manuscrit.
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Chez I’homme, le géne de AT: est localisé sur la bande q22 du chromosome 3 et code pour une
isoforme. Deux isoformes du récepteur AT; ont été retrouvées chez la souris et le rat, les récepteurs
ATia et ATig, ayant une homologie de séquence supérieure a 95% (variation de 17 acides aminés), une
méme affinité pour ’Ang II et des fonctions identiques (N. lwai & Inagami, 1992). Seule leur
localisation dans 1’organisme différe avec une limitation des récepteurs ATig au niveau du cerveau, des
testicules et des glandes surrénales alors que les récepteurs AT1a sont exprimés au niveau des reins, du
foie, des ovaires, du cceur, des poumons et des tissus adipeux en plus de ceux cités précédemment
(de Gasparo et al., 2000). Les genes codant leur expression sont localisés sur les chromosomes 17 et 2
respectivement. La structure détaillée des récepteurs AT sera détaillée dans la deuxieme partie de cette
introduction (cf. Partie 2. I. 1. a — p31).

Comme mentionné précédemment, les activités physiologiques majeures de 1’Ang II sont
principalement médiées par sa liaison aux récepteurs AT, retrouvés dans la plupart des tissus, en
particulier au niveau des vaisseaux, du cceur, des reins et du cerveau. Ces activités comprennent, entre
autres, la vasoconstriction artérielle, la croissance et la prolifération cellulaire, I’inflammation, le stress

oxydant, la sécrétion d’aldostérone et la réabsorption hydrosodée (Touyz & Schiffrin, 2000).

Les récepteurs AT: peuvent médier leur signal par les protéines G et également par les B-

arrestines. La prochaine partie sera donc centrée sur ces voies de signalisation intracellulaire.

La superfamille des RCPG déclenche une cascade de signalisation médiée par les protéines G
hétérotrimériques avec lesquelles ils interagissent. Lorsque les RCPG sont inactifs, ces protéines
intracellulaires se localisent principalement a la membrane plasmique et forment un complexe

comprenant une sous-unité Ga et le complexe indissociable fy.

Un changement conformationnel du récepteur est induit suite a la liaison du ligand au récepteur,
entrainant I’activation des protéines G et la production de seconds messagers (Venkatakrishnan et al.,
2013). Les protéines G agissent comme des médiateurs dans ’activation des effecteurs intracellulaires

tels que les enzymes, les canaux ioniques et d’autres.

Lors de I’activation des récepteurs, ces derniers catalysent 1’échange d’une molécule de guanosine
diphosphate (GDP) par une molécule de guanosine triphosphate (GTP) sur la sous-unité G, de la
protéine G, la dissociant du complexe Gg, et permettant a chacune d’activer leurs effecteurs respectifs
(Pierce et al., 2002). La sous-unité Gg, peut moduler plusieurs effecteurs tels que les canaux potassiques

et calciques, les kinases de la famille des kinases des récepteurs couplés aux protéines G (GRK), les
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phospholipases C (PLCpB, PLCe et PLCn), la phosphoinositide 3 kinase (PI3K), la famille des MAPK et
également des adénylates cyclases (Dupré et al., 2009; S. M. Khan et al., 2013). La protéine G, est
divisée en 4 familles : Gy, Gagi1, Gairo €t Gai213. Ces familles ont toutes un réle physiologique et des

protéines effectrices associées différentes (Syrovatkina et al., 2016).

Les RCPG peuvent activer d’autres voies de signalisation indépendantes de la protéine G comme
I’activation de certaines kinases (Src), la transactivation du récepteur de I’EGF ou le recrutement de -
arrestines. Ces dernicres sont centrales dans I’arrét de la signalisation des RCPG par la désensibilisation

et I’internalisation des récepteurs.

Comme de nombreux RCPG, le récepteur AT; est capable d’activer deux voies principales de
signalisation : une signalisation médiée par les protéines G et une signalisation médiée par la voie des
B-arrestines. La signalisation de ce récepteur est largement documentée et détaillée dans de nombreuses

revues (Kawai et al., 2017; Delaitre et al., 2021).

Signalisation médiée par les protéines G

Les récepteurs AT: peuvent se coupler a différentes protéines G hétéromériques comme Gq, Giro
et Gi2ns (de Gasparo et al., 2000; Wirth et al., 2008). Ils induisent diverses voies de signalisation avec
des seconds messagers, notamment la phospholipase CB (PLCB), RhoA, les especes réactives de
I’oxygéne (EROSs) et la famille des MAPK. Ces voies médient la contraction vasculaire et le remodelage
vasculaire, y compris [’hypertrophie et la migration, et jouent un role dans les maladies

cardiovasculaires.

Par son couplage avec la protéine Gqu1, le récepteur AT provoque la contraction des CMLV en
activant la PLCp qui hydrolyse le phosphatidyl-inositol-4,5-bisphosphate en inositol triphosphate (IPs)
et en diacylglycérol (DAG) (Figure 7). La production d’IPs induit une libération de calcium, issue du
réticulum endoplasmique, qui va se complexer avec la calmoduline. Ce complexe va phosphoryler les
chaines légéres de myosines, entrainant la contraction des CMLYV et la vasoconstriction. En présence de
calcium, le DAG active la protéine kinase C (PKC) qui participe également a la vasoconstriction en
activant 1’échangeur Na*/H" qui provoque 1’alcalinisation du milieu intracellulaire favorisant ainsi les
interactions entre 1’actine et la myosine (Vallega et al., 1988). Une activation prolongée de la PKC par
la conversion de I’acide phosphatidique en DAG conduit a un rétrocontréle positif et donc une
vasoconstriction soutenue. En effet, la phospholipase D (PLD), activée par le récepteur AT: et
1¢lévation de la PLC, hydrolyse la phosphatidylcholine en choline et acide phosphatidique qui sera lui-
méme converti en DAG par des phosphohydrolases. Le DAG participe également en tant qu’effecteur a
la voie des MAPK qui contribue a la vasoconstriction (Mehta & Griendling, 2007). Les protéines kinases
de la famille Src peuvent étre phosphorylées par I’activation des récepteurs AT1 par I’Ang II et vont

jouer un réle important dans la phosphorylation de la PLCp et la formation d’IP3 (Ishida et al., 1995).
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Figure 7 : Voies de signalisation impliquées dans la vasoconstriction induite par AT: couplé a la protéine Gq
(schéma réalisé via BioRender). Par son couplage avec la protéine Ggu1, le récepteur AT provoque la contraction des CMLV
lorsqu’il est activé par un agoniste. Ang Il : Angiotensine Il ; AT1: récepteur de type 1 de I’angiotensine II; DAG :
diacylglycérol ; ERKusz : extracellular signal-regulated kinases 1/2 ; GTP : guanosine triphosphate ; IP3 : inositol triphosphate ;
MLC : chaines légeres de la myosine ; MLCK : kinase des chaines légéeres de la myosine ; PA : acide phosphatidique ; PC :
phosphatidylcholine ; PIP2 : phosphatidyl-inositol-4,5-diphosphate ; PLC : phospholipase C ; PLD : phospholipase D ; RE :
réticulum endoplasmique

Connu pour activer principalement Gq11, AT1 a également la capacité d’activer Gio et G113 qui

vont a leur tour activer des effecteurs spécifiques.

La protéine Gizis, couplée au récepteur ATy, est impliquée dans I’activation de la voie
RhoA/ROCK, essentielle a la contraction et au remodelage vasculaire ainsi qu’a I’inflammation induite
par I’Ang II (Wirth et al., 2008). Les ROC kinases (ROCK) phosphorylent la sous-unité ciblant les
phosphatases de la myosine (MYPT) qui inhibe la déphosphorylation des chaines légéres de myosine et

augmente donc la vasoconstriction.

La voie RhoA/ROCK peut également étre activée en réponse a I’augmentation de calcium induit
par IP3. En effet, I’élévation de calcium active la kinase Jak2 qui pourra phosphoryler Arhgefl, un

facteur d’échange de la guanine de RhoA, qui activera a son tour RhoA (Guilluy et al., 2010).

L’activation d’AT: permet la production d’acide arachidonique et de ses métabolites en
phosphorylant et en activant la phospholipase A2 (PLA2). Les dérivés de 1’acide arachidonique jouent
un role dans le maintien du tonus vasculaire, dans 1’inflammation et dans 1’oxydation de la NAD(P)H
(Zafari et al., 1999).

En plus de la PKC, I’activation du récepteur AT, peut induire des voies de signalisation
aboutissant a I’activation d’autres protéines kinases intracellulaires telle que les MAPK et AKT qui sont

impliquées dans la différenciation, la prolifération et la migration des CMLV (Taniyama et al., 2004).
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Parmi les MAPK, les ERKjy; (extracellular signal-regulated kinases) et la voie PIsK/AKT, par
’activation de I’anoctamine-1 (ANO1), sont impliqués dans la contraction des CMLV médiée par I’Ang
Il (Touyz & Schiffrin, 2000; B. Wang et al., 2015) ainsi que dans la croissance et la prolifération
cellulaire (Touyz & Berry, 2002). Les kinases JNK et p38MAPK, quant a elles, ont un réle dans la
prolifération, la survie et la différenciation cellulaire ainsi que dans I’inflammation induite par 1’Ang Il

(Force et al., 1996).

La voie des MAPK peut aussi stimuler la NADPH oxydase, générant ainsi des EROs tels que le
peroxyde d’hydrogeéne et I’anion superoxyde. La génération de EROs, en particulier I’anion superoxyde,
induit la dégradation du NO dans les CMLV et les cellules endothéliales (Gryglewski et al., 1986;
Rubanyi & Vanhoutte, 1986). L’activation des NADPH oxydases implique divers effecteurs tels que
PLD, PKC, Src, PIsK, AKT et Rac-1 (Seshiah et al., 2002). La production de EROs est impliquée dans
le remodelage et I’inflammation vasculaires, donc dans de nombreux processus pathologiques tels que
I’hypertrophie vasculaire et I’hypertension (Marui et al., 1993; Rajagopalan et al., 1996; Ushio-Fukai et
al., 1996).

Au niveau cellulaire, dans les reins, la zone glomérulaire surrénalienne et les hépatocytes du foie,
les récepteurs AT1 couplés aux protéines Gij induisent une diminution de 1’adénosine monophosphate
cyclique (AMPCc) en inhibant les adénylates cyclases (de Gasparo et al., 2000; Katada et al., 1986; Stryer
& Bourne, 1986; Syrovatkina et al., 2016).

Arrét de la réponse médiée par les B-arrestines

Deés la fin des années 1990, certains travaux décrivaient 1’interaction des B-arrestines avec AT;
permettant une régulation négative des récepteurs, appelée désensibilisation, et leur internalisation
(Lefkowitz & Shenoy, 2005).

Apres stimulation, les récepteurs AT activés sont phosphorylés par des GRK. Les B-arrestines
sont alors recrutées sur AT et inhibent la signalisation des protéines G en interférant avec la
conformation du récepteur. Il s’agit de la désensibilisation homologue du récepteur (Hilger et al., 2018;
Violin & Lefkowitz, 2007). La phosphorylation par les GRK augmente I’affinité des arrestines pour le

récepteur activé et ce recrutement d’arrestines permet le découplage du récepteur a la protéine G.

Les récepteurs peuvent aussi étre phosphorylés par des kinases dépendantes de seconds messagers
comme PKC et PKA, cependant ces derniéres ne font pas la distinction entre récepteur activé et inactive,
entrainant une désensibilisation du récepteur par les B-arrestines, quel que soit son état d’activation. Il
s’agit de la désensibilisation hétérologue (S. Rajagopal & Shenoy, 2018). Un dernier mécanisme peut

conduire au couplage du récepteur AT, avec les B-arrestines, il s’agit de 1’étirement mécanique.
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La famille des arrestines regroupe quatre isoformes qui partagent environ 50% d’identité de
séquence, I’arrestine-1, I’arrestine-2 (ou B-arrestine 1), I’arrestine-3 (ouU B-arrestine 2) et I’arrestine-4.
Selon leur fonction et leur homologie de séquence, ces arrestines sont divisées en deux sous-groupes :
les arrestines visuelles exprimées spécifiquement dans la rétine (arrestine-1 pour les batonnets et
arrestine-4 pour les cones) et les B-arrestines exprimées ubiquitairement et partageant 76% d’identité de
séquence (Nakagawa et al., 2002). Ces B-arrestines régulent la transduction du signal des RCPG non

visuels.

Les B-arrestines jouent un role crucial dans le processus d’internalisation des récepteurs. Elles
facilitent 1’association entre les récepteurs et la formation de structures recouvertes de clathrines
appelées CCP (clathrin coated pit) en se liant au complexe de clathrines ainsi qu’a I’adaptateur de
clathrine 2 (AP-2) (Fessart et al., 2005).

L’interaction d’une B-arrestine avec le récepteur AT; phosphorylé est suivie d’un changement de
conformation de cette p-arrestine entrainant la libération de son extrémité C-terminale (Figure 8),
contenant des motifs de liaison pour les clathrines et AP-2 (Gurevich & Gurevich, 2013; Lefkowitz &
Shenoy, 2005; Ostermaier et al., 2014). Cette région a également une haute affinité pour la liaison aux
phosphoinositides par la présence de plusieurs résidus chargés positivement (Zhuang et al., 2010).

ay
O/ ©Agoniste

R7TM

Changement conformationnel
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C-terminale cachée %m'nale exposée

Figure 8 : Changements conformationnels de la B-arrestine 2 et libération de son extrémité C-terminale
dépendants de I’activation du récepteur par son agoniste (Modifié¢ d’aprés Lefkowitz et al) (Lefkowitz & Shenoy, 2005).
La B-arrestine modifie sa conformation en interagissant avec le récepteur activé par son agoniste. L’extrémité C-terminale de
la B-arrestine (en gris) se retrouvera donc a I’extérieur de la structure (mouvement illustré par la fleche noire). GRK : G protein-
coupled receptor kinase ; R7TM : récepteur a 7 domaines transmembranaires.

L’ensemble de ces interactions provoque le déplacement du complexe vers les puits recouverts
de clathrines (Figure 9). Ces puits s’invaginent progressivement jusqu’a la libération de la vésicule dans
le cytosol. La division de la vésicule est réalisée par la dynamine qui s’enroule autour du col vésiculaire
et le ferme par contraction en utilisant I’hydrolyse du GTP comme source d’énergie. Une fois libérées
dans le cytosol, les vésicules sont dépouillées des clathrines afin que leur membrane puisse interagir
avec les protéines motrices du cytosquelette et fusionner avec les endosomes précoces (McMahon &

Boucrot, 2011).
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L’internalisation des récepteurs AT: peut se faire via une voie indépendante de la clathrine, la
voie des cavéolines. Ces structures sont des invaginations de la membrane plasmique qui sont formées
par les protéines cavéolines et cavins et enrichies en glycosphingolipides et cholestérol (Kovtun et al.,
2015). L’internalisation des vésicules recouvertes de cavéolines est également dépendante de la

dynamine.

Aprés internalisation, les récepteurs sont soit recyclés a la membrane, soit dégradés dans les
lysosomes. Le récepteur AT, recrute les deux types de B-arrestines de maniére égale et s’internalise sous
forme de complexe stable, induisant un recyclage lent vers la membrane plasmique (Gaborik &
Hunyady, 2004; Thomas & Qian, 2003). 1l s’agit donc de récepteurs de classe B qui ont une affinité
élevée et similaire avec les deux isoformes de B-arrestine, d’apres les données in vitro (Oakley et al.,
2000).
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Figure 9 : Cycle d’activation, désensibilisation et internalisation du récepteur (schéma réalisé via BioRender et
modifié d’aprés Ramachandran et al) (Ramachandran et al., 2012). Le récepteur activé par son agoniste va étre phosphorylé
par les GRK afin d’étre reconnu et 1ié par les B-arrestines. Ce complexe se déplace dans des puits recouverts de clathrines et va
étre invaginé jusqu’a la libération de la vésicule dans le cytosol. Les vésicules sont ensuite dépouillées des clathrines afin que
leur membrane puisse interagir avec les protéines motrices du cytosquelette et fusionner avec les endosomes précoces. Les
récepteurs retrouvés dans les endosomes peuvent ensuite étre dégradés ou recyclés a la surface de la membrane plasmique. AP-
2 : adaptateur de clathrine 2 ; GRK : G protein-coupled receptor kinase

Cette internalisation a un impact sur la capacité de réponse de la cellule a la stimulation par un
agoniste. Ce mécanisme pourrait permettre le maintien de 1’homéostasie des RCPG, le contrdle de la
distribution membranaire des récepteurs ou la création d’une réserve intracellulaire de récepteurs

disponibles pour remplacer ceux désensibilisés (McDonald et al., 2007).
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Ce n’est que plus tardivement que de nombreux travaux ont confirmé que les 3-arrestines peuvent

déclencher des voies de signalisation en agissant comme des protéines adaptatrices.

Signalisation médiée par les B-arrestines

En plus de la désensibilisation et de 1’internalisation du récepteur AT permettant sa régulation a
la baisse, la voie des B-arrestines déclenche de nombreuses signalisations en servant de protéines
d’échafaudage protéique en aval des RCPG, comme la voie Src, MAPK et AKT/mTOR (Luttrell et al.,
1999, 2018; Luttrell & Lefkowitz, 2002). La voie de signalisation des B-arrestines pourrait ainsi étre
impliguée dans divers processus cellulaires tels que la prolifération et la croissance cellulaire, le
réarrangement du cytosquelette, 1’absorption et la migration de nutriments. Ces B-arrestines jouent
¢galement un rdle dans la suppression de ’apoptose médiée par le récepteur AT1 (Povsic et al., 2003;

Revankar et al., 2004).

Un complexe ATi/arrestine/Src peut se former a la membrane plasmique et a été observé sur des
fibroblastes et des cellules HEK 293 (Luttrell et al., 1999). Il serait impliqué dans la prolifération, la
survie et 1’adhésion cellulaire ainsi que le réarrangement du cytosquelette et le trafic membranaire
(Bromann et al., 2004; Parsons & Parsons, 2004). Le complexe arrestine/Src régule des protéines
impliquées dans le contréle de I’endocytose des RCPG (GRK, dynamine, AP-2) ainsi que des kinases
d’adhésion focale permettant la modulation du cytosquelette et la migration cellulaire (Cleghorn et al.,

2015).

Les arrestines font partie des protéines d’échafaudage qui permettent 1’activation des voies
MAPK. Leur surexpression entraine une diminution de la production d’IP3 et renforce 1’activation de la
voie ERK 3, suite a une stimulation d’AT1(Tohgo et al., 2002). La forme activée ERK, liée a I’arrestine
est impliquée dans la désensibilisation du récepteur, le réarrangement du cytosquelette, la traduction des
protéines et donc dans la prolifération cellulaire (Pitcher et al., 1999; Elorza et al., 2003). Cette
signalisation semble liée a la signalisation des protéines G car en I’absence de cette derniere dans les

cellules HEK 293, I’activation des réponses ERK ne peut s’établir (Grundmann et al., 2018).

Les B-arrestines peuvent induire ou inhiber la voie PI3K/AKT/mTOR permettant une régulation
précise du cycle cellulaire et de la croissance cellulaire. Aprés stimulation d’ATi, les arrestines
favorisent la phosphorylation de mTOR dépendante d’AKT (Kendall et al., 2014). A I’inverse, apres
stimulation du récepteur PAR-2, les deux sous-types de B-arrestines inhibent I’activité de la PIsK (Luan
et al., 2009). Les B-arrestines peuvent également bloquer I’activité¢ du facteur de transcription anti-
apoptotique NF«kB en se liant & la protéine inhibitrice kB, la stabilisant, aprés la stimulation du récepteur
(Witherow et al., 2004).
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La voie des B-arrestines, permet de limiter la signalisation du récepteur AT: en interrompant le
couplage de la protéine G héterotrimérique, mais a donc, elle aussi, une cascade de signalisation qui lui
est propre avec des effets protecteurs potentiels en régulant la mobilité cellulaire, la croissance cellulaire

et I’apoptose ainsi que I’absorption et la migration de nutriments.

L’ensemble des voies de signalisation induites par 1’activation du récepteur AT, a fait ’objet de
nombreuses revues qui détaillent les connaissances de toute la signalisation AT; et de la signalisation
induite par les B-arrestines (Delaitre et al., 2021; DeWire et al., 2007; Kawai et al., 2017; Mehta &
Griendling, 2007).

Comme mentionné précédemment, les activités physiologiques du récepteur AT, s’opposent a
celles du récepteur AT; avec I’induction de vasodilatation, des effets pro-apoptotiques et antiprolifératifs
(Tsutsumi & Saavedra, 1991; Touyz & Schiffrin, 2000; Dimitropoulou et al., 2001).

Le récepteur AT, posséde une affinité pour I’Ang II similaire a celle du récepteur AT, de I’ordre
du nanomolaire, cependant 1’activité AT1 prédomine sur I’activité d’AT> en condition physiologique car

les récepteurs AT: sont plus abondamment exprimés chez 1’adulte.

Bien que le récepteur AT: soit principalement exprimé au stade feetal, sa faible expression est
limitée a certains tissus chez 1’adulte comme le cerveau, le ceeur, les reins, les ovaires et les vaisseaux
(Kaschina & Unger, 2003). Une grande homologie de séquence du récepteur AT, est retrouvée entre les
rongeurs et I’homme, de 1’ordre de 72% avec des différences concentrées sur la partie N-terminale

(de Gasparo et al., 2000).

De nombreuses études de clonage ont montré le caractére atypique de ce récepteur, n’induisant ni
la voie des protéines G classique ni la voie des B-arrestines, mais pouvant se coupler a une protéine Gi.
Des preuves indirectes confirment ce couplage car en empéchant 1’action de ces protéines Gi, par des
mutations de génes ou par simple inhibition, cela affecte également la médiation du signal des récepteurs
AT, (Hansen et al., 2000; J. Li et al., 2007). Jusqu’a présent, il n’a jamais été démontré par un test
fonctionnel qu’AT, était capable d’activer directement les voies canoniques associées aux RCPG.
Cependant, 1’étude de la signalisation du récepteur AT, a beaucoup progresse ces derniéres années tant
au niveau des voies de signalisation qu’au niveau des effets physiologiques et cellulaires (Karnik et al.,

2015; Steckelings et al., 2022).
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Les impacts physiologiques d’AT- sont inverses a ceux des récepteurs ATy, il est donc logique
gue sa signalisation soit différente. En effet, les réponses physiologiques principales sont une
vasodilatation, la prévention de I’acidification du milieu cellulaire, une action antiproliférative, anti-
inflammatoire et pro-apoptotique. Bien que la signalisation du récepteur AT, ne soit pas encore
parfaitement établie, de nombreux facteurs ont été identifiés, notamment la production et libération de
NO et de bradykinine (BK) puis 1’activation de hombreuses protéines phosphatases (Padia & Carey,
2013).

La vasodilatation induite par les récepteurs AT est consécutive a plusieurs signalisations (Figure
10). La production de NO résultante de la stimulation de la eNOS par le récepteur AT, induit la voie
GCs/GMPc permettant un relachement des CML (Siragy & Carey, 1997). De plus, AT, inhibe
I’activation de la voie RhoA/ROCK et donc la phosphorylation des chaines lIégeres de la myosine
(Savoia et al., 2005). Pour finir, il peut activer la phospholipase A2 (PLAZ2), entrainant une libération
d’acide arachidonique. Ce dernier, dégradé en acide époxy-eicosatrienoique par les cytochromes P450,
stimulerait les canaux potassiques a large conductance activés par le calcium, permettant la

vasodilatation (Dimitropoulou et al., 2001).
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Figure 10: Voies de signalisation impliquées dans la vasodilatation induite par ATz (schéma réalisé via
BioRender). La vasodilatation induite par les récepteurs ATz activés par leur agoniste est consécutive a plusieurs signalisations
induisant directement la vasodilatation ou participant a 1’inhibition de la vasoconstriction. AA : Acide arachidonique ; Akt :
protein kinase B ; Ang Il : Angiotensine Il ; ATz : récepteur de type 2 de I’angiotensine II ; eNOS ; ERK : extracellular signal-
regulated kinases ; GMPc : guanosine monophosphate cyclique ; MKP-1 : mitogen-activated protein kinase phosphatase 1 ;
NO : nitric oxide ; PKC ; PLA2 : phospholipase A2 ; PPA2 : protein phosphatase A2 ; SHP-1: SH2 domain-containing
phosphatase 1
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AT, exerce aussi un réle anti-inflammatoire en inhibant I’activité de la NAD(P)H oxydase au
niveau de CMLYV et de tissus aortiques, responsable de la production d’EROs (M. Iwai et al., 2005). I
a également un effet pro-apoptotique en activant une protéine suppresseur de tumeur p53 dans les
cellules endothéliales, permettant la mise en sénescence des cellules et a terme la mort cellulaire (Peluso
et al., 2022).

L’activité du récepteur AT, est également médiée par la bradykinine. La stimulation des AT-
dépendante des récepteurs de la bradykinine active la protéine kinase A qui va phosphoryler eNOS
(Yayama et al., 2006). De plus, I’hétérodimérisation entre ces deux récepteurs induit I’augmentation de

la production de cGMP et de NO (Abadir et al., 2006).

Enfin, I’activation des protéines phosphatases comme la PP2A (protein phosphatase A2), MKP-
1 (mitogen-activated protein kinase phosphatase 1) et SHP-1 (SH2 domain-containing phosphatase 1)
est indispensable pour le role protecteur du récepteur. Elle est une étape primordiale dans la signalisation
des récepteurs AT, que la signalisation en amont implique ou non des protéines G. Elle est au centre de
I’activation des actions anti-inflammatoire, antifibrotique, rénale, vasodilatatrice et neuroprotectrice.
C’est pourquoi le récepteur AT est décrit comme exergant des actions protectrices dans de nombreuses

pathologies (Steckelings et al., 2022).

Les récepteurs AT et les récepteurs AT, ainsi que leur équilibre fonctionnel, sont des acteurs
importants dans la régulation de la circulation cérébrale (Colin et al., 2023). L’ Ang II est un peptide a
la fois vasoconstricteur et vasodilatateur suivant sa liaison avec les récepteurs AT1 ou les récepteurs AT,
respectivement. Un équilibre s’instaure entre ces récepteurs, comme cela a été établi au niveau
cerébrovasculaire. En effet, chez la souris, la réponse pressive mesurée par tensiometre induite par I’ Ang
I, injectée par I’intermédiaire d’une micro canule implantée dans un ventricule cérébral unilatéral, est
plus importante si les récepteurs AT, sont bloqués par un antagoniste, le PD123319 (Z. Li et al., 2003).
Inversement, une vasodilatation médiée par I’ Ang II est observée lorsque les récepteurs ATy sont inhibés
par un sartan (Vincent et al., 2005). Chez les rats hypertendus, la pression artérielle est réduite lorsque
les récepteurs AT, sont bloqués par un sartan (de Oliveira-Sales et al., 2010). De plus, la stimulation des
récepteurs AT, par un agoniste spécifique induit une diminution de la pression artérielle. En effet une
corrélation a été établie entre une diminution de la pression artérielle, une diminution de 1’activité du
nerf sympathique rénal et I’augmentation de 1’expression protéique d’ AT dans la médulla ventrolatérale
rostrale de rats (Gao et al., 2008).
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L’¢équilibre AT:/AT, peut étre régulé directement en impactant le niveau d’expression de ces
récepteurs. Pour le récepteur ATa, la protéine ATRAP (protéine associée au récepteur AT,) agit comme
un régulateur négatif en inhibant I’activation de la PLC, la production d’IPs et la prolifération cellulaire
(Lopez-llasaca et al., 2003; Mogi et al., 2007). De plus, la surexpression de cette protéine va augmenter
I’internalisation du récepteur ATi, diminuant son expression a la surface des cellules (Tanaka et al.,
2005). Pour le récepteur ATy, c’est le facteur de transcription PLZF qui diminuera son expression
(Senbonmatsu et al., 2003). A I’inverse, la protéine ARAP-1 potentialise la signalisation d’ATy en
restaurant son expression membranaire (Guo et al., 2006). Quant au récepteur AT, la protéine ATIP
(aussi nommée ATBP50) impacte positivement I’expression de ce récepteur a la membrane en régulant
son transport vers la membrane cellulaire. De plus, ’expression d’AT, a la membrane régule
positivement I’expression de I’ARNm d’ATIP générant une boucle de rétroaction positive (Wruck et
al., 2005).

Cet équilibre AT1/AT: est crucial et sera modifié en faveur des récepteurs AT lors de situations

physiopathologiques, engendrant des conséquences déléteres notamment au niveau cérébrovasculaire.
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Partie 2 : L’inhibition d’ATj et les nouvelles pistes thérapeutiques

L’importance du récepteur AT dans les nombreuses pathologies citées ci-dessus fait de lui une
cible thérapeutique de premier ordre. La premiére piste thérapeutique étudiée a eu pour objectif de
bloquer totalement le récepteur AT: et sa signalisation en aval par ’utilisation d’antagonistes du
récepteur, les ARA, aussi appelés sartans. Au cours de ces dernieres décennies, le récepteur AT; a fait
I’objet de nombreuses recherches et de nouveaux mécanismes de signalisation de ce récepteur ont vu le
jour, rendant sa pharmacologie encore plus complexe. L’étude de la structure et des différents
changements conformationnels des récepteurs AT, et AT, pourrait permettre 1’émergence de nouvelles

réflexions quant a la régulation de leur signalisation et de leur impact physiologique.

l. Structure et conformation des récepteurs a I’angiotensine 11

Actuellement, plus d’une centaine de structures tridimensionnelles de RCPG ont été obtenues par
cristallographie (Shonberg et al., 2015; D. Zhang et al., 2015) améliorant constamment les modéles
structuraux par homologie de séquence et de nombreux logiciels, dont alphafold, sont de plus en plus
utilisés. De plus, I’obtention des structures de certains RCPG dans différents états conformationnels
d’activation, ou en interaction avec divers partenaires, fournit une meilleure compréhension de la

relation entre la structure et la fonction du récepteur.

Les RCPG partagent plusieurs caractéristiques structurelles et fonctionnelles. Une topologie
membranaire commune a tous les RCPG a été observée avec sept segments hydrophobes composés
chacun d’environ 25 a 35 acides aminés. Une forte homologie de séquence entre RCPG est constatée au
niveau des sept domaines transmembranaires (DTM), allant de 30 a 100% d’homologie (Cvicek et al.,
2016). Ces segments sont reliés entre eux par trois boucles intracellulaires cytoplasmiques et trois
boucles extracellulaires. Les RCPG possédent également un domaine amino-terminal extracellulaire (N-

ter) et une extrémité carboxy-terminale (C-ter) du cété cytoplasmique.

Les parties extracellulaires et les DTM sont impliqués dans la liaison du ligand et la transmission
du signal d’activation jusqu’aux parties intracellulaires participant a la signalisation cellulaire en

interagissant avec des effecteurs.

La majorité des RCPG possédent deux cystéines situées a I’extrémité de la premicre boucle
extracellulaire et sur la deuxiéme boucle extracellulaire formant un pont disulfure qui joue un role
important dans la stabilisation des conformations du récepteur. L’extrémité C-terminale du récepteur
posséde un ou plusieurs sites de palmitoylation, impliqué dans 1’ancrage lipidique dans la membrane,

au niveau de la sortie du septieme segment transmembranaire.
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L’extrémité N-terminale correspond & la région la plus variable pouvant aller de 4 acides aminés
a 5900 acides aminés. La deuxiéme boucle extracellulaire présente également une grande variété de
structures secondaires. L’arrangement des DTM au sein de la membrane plasmique differe aussi,
induisant d’importantes différences dans la taille et la forme de la poche de liaison du ligand. Les
différences significatives de taille des boucles et des extrémités N- et C-terminales ainsi que la variation
des séquences de ces extrémités constituent I’un des critéres permettant de distinguer plusieurs familles
de RCPG. Quatre classes majeures ressortent du modéle de Kolakowski, principalement basées sur
I’homologie de séquence, avec les classes A, B, C et F (Fredriksson & Schi6th, 2005; Jacoby et al.,
2006). La classe A regroupe les RCPG similaires a la rhodopsine qui sont impliqués dans différentes
fonctions telles que I’odorat, la vision, la production d’hormones et la neurotransmission. La deuxiéme
classe, la classe B, est composée de RCPG semblables au récepteur de la sécrétine et regroupe les
familles « Adhésion » et « Sécrétine » du systtme GRAFS. La classe C comprend ceux similaires au
récepteur du glutamate alors que la classe F rassemble les récepteurs homologues aux protéines
Frizzled/Smoothened (Figure 11) (Fredriksson & Schidth, 2005).
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Figure 11 : Description schématique des caractéristiques structurelles des grandes classes de RCPG (adapté de
Qu et al (Qu et al., 2020)). Les RCPG de classe A ont une extrémité N-terminale courte tandis que ceux de classe B1 ont un
ECD et ceux de classe B2 ont une extrémité N-terminale tres longue composée in fine de domaines d’adhésion. La classe C
comporte des VFTD responsables de la liaison du ligand endogéne et de la formation de diméres. La classe F regroupe les
RCPG avec un CRD a I’extrémité N-terminale. CRD : cysteine-rich domain ; ECD : exracellular domain ; GAIN : GPCR
autoproteolysis-inducing domain ; GPS: GPCR proteolytic site ; LD : linker domain ; VFTD : venus flytrap domain

La classe A « Rhodopsin-like » regroupe prés de 80% des RCPG avec une homologie globale
d’une vingtaine d’acides aminés hautement conservés. Plusieurs séquences consensus sont retrouvées
dont les deux cystéines permettant le pont disulfure, le motif E/DRY situé a I’extrémité cytoplasmique
du troisieme DTM et le motif NPxxY au niveau du septieme DTM jouant un role dans I’activation et la

réponse a I’agoniste du récepteur (He et al., 2001; Rovati et al., 2007).
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Cette classe de RCPG présente une huitiéme hélice au début de la partie C-terminale qui possede,
pour certains, une cystéine pouvant étre palmitoylée permettant son ancrage a la membrane plasmique
(Ovchinnikov et al., 1988). D’autres modifications post-traductionnelles peuvent survenir, comme la
glycosylation assurant le bon repliement et la stabilité du récepteur et pouvant influencer 1’affinité du

ligand pour son récepteur (Lanctot et al., 2005).

Chez ’Homme le récepteur AT1 est composé de 359 acides aminés avec un poids moléculaire
proche de 41 kDa (Figure 12). Chez le rat, les récepteurs AT1a et ATig comprennent également 359
acides aminés mais leur séquence varie respectivement de 19 et 21 acides aminés en comparaison au

récepteur AT1 humain (Auzan & Clauser, 2009).

Les régions extracellulaires, comprenant la partie N-terminale et 3 boucles extracellulaires, ont
trois sites de N-glycosylation, nécessaires pour le bon repliement du récepteur et son adressage a la
membrane (Deslauriers et al., 1999; Lanct6t et al., 1999). Il y a également 10 résidus cystéines dont 4
(sur la partie N-terminale et la troisieme boucle extracellulaire) qui sont impliqués dans des ponts
disulfures essentiels pour la liaison avec I’Ang II (Ohyama et al., 1995). La région cytoplasmique du
récepteur, comprenant les trois boucles intracellulaires et la queue C-terminale, a de nombreux sites
pouvant étre phosphorylés par des sérines-thréonines kinases, notamment par la protéine kinase C (PKC)
(Figure 12).

Le récepteur AT1 possede plusieurs séquences classiquement retrouvées dans les RCPG de classe
A dont le motif DRY, situé sur le 3*™ DTM, impliqué dans le couplage et I’activation de la protéine Gq
(Ohyama et al., 2002). Le motif NPxxY impliqué dans la médiation du signal d’AT; est retrouvé sur la
partie C-terminale du 7¢™ DTM. La substitution de la tyrosine de cette séquence entraine une diminution
de la signalisation médiée par la voie des protéines G mais n’induit pas de diminution de I’interaction
médiée par la voie des B-arrestines (Hunyady et al., 1995; Laporte et al., 1996). Ces études montrent
que le récepteur AT: peut médier son signal selon deux voies, I’'une dépendante de la protéine G et

’autre indépendante de cette voie (Figure 12).

D’autres mutations du récepteur AT permettent de modifier/moduler sa signalisation. En effet,
une augmentation de la signalisation médiée par les protéines G et une diminution de ’internalisation
sont observées chez les mutants A329, récepteurs AT avec une délétion des 31 derniers résidus de la
gueue cytoplasmique (Conchon et al., 1998). Une diminution de I’action de la phospholipase C sans
modification de I’internalisation est constatée lorsque 1’aspartate 74 est muté en asparagine (D74N).
Cependant, si ’aspartate est muté en tyrosine, 1’effet inverse est observé (Hunyady et al., 1994; Thomas
et al., 2000). Ces études ont suggéré que le récepteur AT, peut adopter différentes conformations qui lui

permettent de moduler sa signalisation et activer différentes voies.
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Figure 12 : Structure secondaire du récepteur AT1 humain (schéma réalisé via BioRender). Ce récepteur a
différents acides aminés identifiés comme intervenant dans la liaison a I’ Ang 11, la formation de ponts disulfure, I’adressage a
la membrane et le recrutement des différents effecteurs.

Le récepteur AT, est également un RCPG de classe A, partageant une homologie de séquence
d’acides aminés de 34% avec le récepteur AT (Ichiki et al., 1994) mais possedant la méme affinité pour
I’Ang II de I’ordre du nanomolaire. Le récepteur AT, est composé de 363 acides aminés codés par une
seule région présente sur le chromosome X, pour un poids moléculaire d’environ 41kDa (Figure 13). Il
possede 5 sites de N-glycosylation sur son extrémité N-terminale et 4 résidus cystéines sur la partie
extracellulaire, impliqués dans la formation de ponts disulfures. Contrairement au récepteur AT, ces

ponts ne sont pas primordiaux pour la liaison de I’Ang IT au récepteur AT, (Heerding et al., 2001).

Le récepteur AT, posséde également de nombreuses séquences retrouvées dans les RCPG de
classe A et dans ATy, & savoir le motif DRY situé sur le 3¢ DTM et le motif NPxxY sur le 7™ DTM
nécessaires au couplage a la protéine G. En revanche, la 3°™ boucle intracellulaire et la queue C-
terminale divergent fortement, contribuant au fait qu’ AT, ne semble pas capable de s’associer aux

protéines G et a I’absence de recrutement des -arrestines (de Gasparo et al., 2000; Karnik et al., 2015).

32



Introduction bibliographique

@ Liaison au ligand L

@ Formation des ponts disulfures 5
© Adressage a la membrane TEEE s

Figure 13 : Structure secondaire du récepteur ATz humain (schéma réalisé via BioRender). Ce récepteur a certains
acides aminés identifiés comme intervenant dans la liaison au ligand, la formation de ponts disulfures et I’adressage a la
membrane.

Les travaux de Cabana en 2015 ont permis de mettre en évidence des conformations distinctes du
récepteur AT, pour activer la voie des protéines G ou la voie des B-arrestines. L’activation de la voie
des protéines G nécessite un changement conformationnel du 7¢™ DTM induit par le ligand alors que la
voie des B-arrestines peut étre activée a 1’état conformationnel basal du récepteur (Miura et al., 2003;

Cabana et al., 2015; Delaitre et al., 2021).

Selon la nature du ligand qui se lie a ATy, le récepteur peut adopter au moins trois conformations,
inactive, canonique active ou alternative active, qui ont pu étre décryptées récemment par dynamique
moléculaire et cristallographie aux rayons X (Suomivuori et al., 2020; Wingler, et al., 2019a; Wingler
et al., 2020; Wingler, et al., 2019b) (Figure 14). La conformation inactive du récepteur AT: a un
positionnement du 6°™ DTM vers |’ intérieur ainsi qu’un léger mouvement vers I’extérieur du 7°™ DTM,
excluant tout contact avec les effecteurs intracellulaires protéines G et B-arrestines (Takezako et al.,
2017; H. Zhang et al., 2015a). Les ARA permettent de stabiliser cette conformation inactive, entrainant

un agonisme inverse observé pharmacologiquement.

La fixation de I’Ang II ou d’agonistes biaisés (cf. Partie 2. I1l. 1 — p40) vers la voie des protéines
G, induit la conformation canonique active avec un déplacement vers ’extérieur du 6°™ DTM

(Suomivuori et al., 2020), caractéristique de 1’activation des principales voies de signalisation Gy
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(Wingler et al., 2020). Un déplacement vers 1’extérieur du 7°™ DTM dans la partie intracellulaire permet

I’interaction avec les différents effecteurs intracellulaires dont les protéines G et les B-arrestines.

La conformation alternative active, quant a elle, privilégie presque exclusivement la voie de
signalisation des B-arrestines. En effet, le déplacement incomplet vers I’extérieur du 7¢™ DTM du c6té
intracellulaire empéche le couplage des protéines G au motif DRY du récepteur. Cependant les deux

conformations actives (canonique et alternative) peuvent interagir avec les B-arrestines.

DMT7

Figure 14 : Changements conformationnels connus du récepteur ATz : conformation inactive (rose), canonique
active (vert) et alternative active (cyan) (D’aprés Delaitre et al. 2021). Les DTM6 et DTM7 sont situés a I’avant. Dans la
structure inactive, le DTM6 est courbé a I’intérieur du récepteur alors que son DTM?7 est 1égérement tourné vers 1’extérieur

Une hypothése intéressante a été avancée pour expliquer pourquoi le récepteur AT1 peut adopter
une conformation alternative active qui se lie presque exclusivement a la B-arrestine et non aux protéines
G. Wingler et al. ont suggéré qu’un mécanisme de signalisation biaisée pourrait prédisposer AT: a
adopter une conformation B-arrestine exclusive (Wingler et al., 2020). 1l est intéressant de noter que la
liaison de 1’Ang II a AT: induit non seulement des modifications au niveau de la poche de liaison du
ligand, mais également au niveau des résidus qui constituent un réseau polaire crucial dans la région
transmembranaire du récepteur. Dans la plupart des RCPG de classe A, ce réseau polaire forme un site
de liaison au sodium qui stabilise la conformation inactive. Cette interaction Na*/RCPG est due a la
liaison entre le Na* et une sérine hautement conservée dans le 3°™ DTM. Cependant, pour le récepteur
AT, cette sérine est remplacée par ’asparagine atténuant la liaison de Na* et favorisant ainsi la
conformation alternative active. Des substitutions de résidus similaires dans le motif conservé de liaison
Na* ont été rapportées dans plusieurs récepteurs de chimiokines atypiques, tels que le récepteur CXCR7
(Galzi et al., 2010; S. Rajagopal et al., 2010), qui ne signalent pas via les protéines G, renforgant ainsi
I’hypothése selon laquelle 1’absence du site de liaison Na* pourrait privilégier la conformation

alternative active B-arrestine exclusive.
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L’induction d’une modification covalente directement sur le récepteur AT1 pourrait aussi moduler
sa conformation et donc sa signalisation comme cela semble étre le cas lors de la S-nitrosation du
récepteur AT: (Bouressam et al., 2019) (cf. Partie 2. IV. 2 — p47). Ce récepteur peut également étre
activé par un stress mécanique, indépendant de la liaison de ligand, il s’agit donc d’un mécanosenseur
(Zou et al., 2004). Le stress mécanique induit un réarrangement du 7¢™ DTM permettant au récepteur
de passer en conformation active (Yasuda et al., 2008). Fait intéressant, 1’antagoniste des récepteurs
ATL, le candesartan, inhibe cette activation mécanique en stabilisant la conformation inactive du

récepteur (Figure 15).

Figure 15 : Changements conformationnels du récepteur AT: induits par un stress mécanique (modifié¢ d’aprés
Yasuda et al. 2008). Les récepteurs ont été modélisés dans différents états : sans étirement et avec étirement en présence ou
non de Candesartan. Le récepteur AT1 adopte une conformation inactive sans étirement, stabilisée également par le Candesartan
(agoniste inverse) ou une conformation active stabilisée par 1’étirement mécanique. TM1 a TM7 : domaine transmembranaire
1a7.

Récemment, de nombreuses structures et conformation du récepteur AT, ont pu étre eélucidées par
I’intermédiaire des techniques de diffraction X-ray et cristallisation des protéines (Figure 16) (Asada et
al., 2020; Miyagi et al., 2020; H. Zhang et al., 2017). Ces récentes découvertes révélent plusieurs
différences importantes entre AT, et les autres RCPG de classe A. L’orientation des DTMs du récepteur
AT, est similaire a celle de récepteurs actifs mais aucune conformation inactive n’a été identifiée (H.
Zhang et al., 2017). De plus, I’hélice 8 du récepteur est positionnée vers 1’intérieur du récepteur, vers la
poche de liaison intracellulaire. Cette position stabilise le récepteur dans une conformation active et
induit un encombrement stérique bloquant le recrutement de protéines G et de p-arrestines (H. Zhang et
al., 2017).
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Figure 16 : Conformation active du récepteur ATz activé par ’Ang II (Modifié¢ d’aprés Steckelings et al. 2022
(Steckelings et al., 2022)). Cette conformation active illustre I’orientation des hélices et la poche de liaison peptidique (structure
transparente autour de I’ Ang Il représentée en vert) (ECL : extracellular loops ; ICL : intracellular loops ; TM : transmembrane

Cependant, a ce jour, il reste beaucoup de zones d’ombre concernant le lien entre la structure du
récepteur et la médiation de son signal aprés la liaison d’agonistes. En effet, 1’étude d’Asada et al.
montre que la structure cristalline d’AT- lié avec I’ Ang II permet 1’orientation canonique de 1’hélice 8,
permettant son interaction aux différents effecteurs protéiques (Asada et al., 2020). De plus, la boucle
intracellulaire 3 du récepteur AT est dépourvue des motifs consensus requis pour la liaison & Gq alors
que ce récepteur peut se lier & Gi (Mukoyama et al., 1993). La protéine Gi peut se lier & la deuxieme
boucle intracellulaire de certains RCPG pouvant expliquer sa liaison a AT». La conformation atypique
de ce récepteur peut expliquer sa signalisation singuliére avec une voie de signalisation par les protéines

G controversée et I’absence d’interaction avec les 3-arrestines.

En plus d’une physiologie opposée aux récepteurs ATs, les récepteurs AT, peuvent exercer une
activité antagoniste en formant un complexe hétérodimérique avec AT: (AbdAlla et al., 2001a), bien
que la formation d’homodiméres AT, soit privilégiée (Miura et al., 2010). Cette hétérodimérisation,
confirmée par des techniques plus récentes de transfert d’énergie par fluorescence ou bioluminescence
(FRET/BRET) (Inuzuka et al., 2016; Rivas-Santisteban et al., 2020), empécherait ’activation des

protéines Gq et la signalisation qui en découle dont la production d’IPs.

36



Introduction bibliographique

La communication allostérique entre les différents récepteurs peut modifier la liaison du ligand,

la conformation du récepteur et les interactions avec les différentes protéines effectrices.

Les récepteurs AT; et les récepteurs AT, peuvent s’homodimériser accentuant la signalisation de
ces récepteurs en aval suivant le type cellulaire (Lyngseg et al., 2009). Les homodimeéres AT1/AT:
retrouvés dans les plaquettes ou dans les cellules PC-12 sont décrits comme des diméres stables et
indépendants du ligand, cependant, la conséquence fonctionnelle de ces diméres n’a pas été analysée
(AbdAlla et al., 2001a; AbdAlla et al., 2001b). Une augmentation de la signalisation de 1’inositol
phosphate médiée par Gg11 en réponse a la stimulation de 1’Ang IT a été observée sur des monocytes
isolés de patients souffrant d’hypertension présentant des homodimeéres AT1/AT: (AbdAlla et al., 2004).
Les homodimeres AT./AT. pourraient étre importants pour la signalisation AT et peuvent permettre
une signalisation pro-apoptotique indépendante du ligand (Miura et al., 2005; Porrello et al., 2011).

Ces récepteurs peuvent s’hétérodimériser entre eux. Les complexes AT1/AT, ainsi formés dans
les lignées cellulaires et les biopsies myométriales humaines conduisent a ’inhibition de la voie des
protéines Gq et Gi médiée par ATy, donc a I’inhibition de la réponse calcique et de 1’activation des
MAPK et de ERKy, (AbdAlla et al., 2001a). Le trafic intracellulaire est aussi impacté avec une
internalisation du complexe AT1/AT, apres stimulation de cellules HelLa surexprimant les récepteurs
par I’Ang 1II alors que les récepteurs AT, seuls ne s’internalisaient pas (Inuzuka et al., 2016). Le
récepteur AT, dans ce complexe agit comme un agoniste inverse du récepteur AT en empéchant les

changements conformationnels nécessaires a la signalisation des protéines G du récepteur AT;.

Les récepteurs AT, et AT, sont également capables de s’hétérodimériser avec le récepteur Mas
(Kostenis et al., 2005; Patel et al., 2017). Dans des cellules CHO-K1, les formes humaines des récepteurs
AT1 et MAS ont été transfectés et lors de la coexpression de ces deux récepteurs, la puissance et
I’efficacité maximale de I’Ang II pour la mobilisation calcique ont diminué (Kostenis et al., 2005).
Concernant le récepteur AT, sa dimérisation avec le récepteur Mas entraine une production accrue de
NO favorisant I’axe dépresseur du SRA (Patel et al., 2017). De plus, plusieurs études décrivent que AT>
et Mas peuvent étre fonctionnellement interdépendants, leurs antagonistes respectifs impactant la
signalisation de 1’autre récepteur (Durand et al., 2010; Roks et al., 2004; Walters et al., 2005) et
I’invalidation génique de 1’un des deux récepteurs supprimant la réponse physiologique de 1’autre dans

des cellules HEK 293 surexprimant les récepteurs (Leonhardt et al., 2017).

Les modifications fonctionnelles consécutives de la dimérisation des récepteurs et leur

changement d’expression peuvent impacter la physiologie de ces derniers.
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Il.  Les antagonistes du récepteur AT;

De nombreuses études précliniques et cliniques ont investigué les effets des antagonistes des

récepteurs a I’angiotensine (ARA) dans ces différentes pathologies liées a AT:.

Les ARA sont largement utilisés pour les traitements de troubles cardiovasculaires, les maladies
rénales et les altérations du métabolisme comme le diabéte. L’efficacité clinique des inhibiteurs du SRA
dont les sartans, en tant qu’antihypertenseur n’est plus a prouver (Te Riet et al., 2015). L’utilisation de
ces inhibiteurs comme potentielles pistes thérapeutiques dans la prévention du remodelage vasculaire
est également envisagée dans notre laboratoire (Dupuis et al., 2010). Les inhibiteurs de I’ECA et les
ARA ont aussi été étudiés en préventif et curatif potentiel dans les pathologies cérébrovasculaires. Les

ARA ont une action agoniste inverse en stabilisant I’¢tat inactif du récepteur AT;.

En plus d’inhiber ATj, certains ARA comme le telmisartan ou le losartan peuvent activer PPARy
protégeant directement le systéme vasculaire (An et al., 2010) permettant d’améliorer le débit sanguin
cérebral.

Les sartans ont de nombreux effets bénéfiques au niveau cérébrovasculaire chez les rats
hypertendus en régulant le flux sanguin cérébral, en améliorant la perfusion sanguine et réduisant
I’apoptose et la taille d’infarctus (Omura-Matsuoka et al., 2009). Le remodelage vasculaire ainsi que les
dommages neuronaux sont également réduits contribuant aussi a la protection cérébrale dans les
maladies neurodégénératives. Les ARA protégent le flux sanguin cérébral et réduisent 1’inflammation,
I’hypoxie, les Iésions de la barriére hémato-encéphalique et les pertes neurologiques et cognitives dans
les modeles animaux d’ischémie cérébrale, de 1ésion traumatique et de maladie d’Alzheimer (Delaitre
et al., 2021; Saavedra, 2016). La revue que nous avons publiée (présentée en annexe) ainsi que celle de
Wanderer et al. illustrent les études précliniques mettant en avant les effets bénéfiques des ARA dans le
cadre d’AVC, d’anévrismes ou de lésions traumatiques cérébrales (Delaitre et al., 2021; Wanderer et
al., 2020).

Cependant les études cliniques ne corroborent pas entierement les données précliniques (Tableau
1). De nombreuses études cliniques mettent en évidence 1’effet bénéfique du blocage a long terme du
SRA sur la prévention des AVC avec une réduction du taux d’AVC de 32% et un risque relatif ’AVC
mortel réduit de 61% (Bosch et al., 2002; Hansson et al., 1999). Les études utilisant des ARA montrent
des résultats similaires a celles utilisant des inhibiteurs de I’ECA suggérant que I’effet bénéfique de ces
derniers est principalement lié a la prévention de la stimulation du récepteur AT (Lithell et al., 2003;
Schrader et al., 2005). La prévention des AVC par les ARA est ainsi bien établie mais leur efficacité est
remise en question dans les phases aigués et post-aigués. En effet, certaines études ne montrent aucun
effet bénéfique des ARA par rapport au placebo (Sandset et al., 2011; Yusuf, Diener, et al., 2008). De

plus, les ARA n’agissent ni sur les Iésions cérébrales ni sur la réduction du volume de I’infarctus. De
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nombreuses revues soulignent les limites de ces inhibiteurs en clinique (Gironacci et al., 2018; Kalra et
al., 2015; Villapol & Saavedra, 2015).

Tableau 1: Liste exhaustive des différentes études précliniques et cliniques montrant les effets de
I’administration de Sartans dans le contexte d’un AVC

Etudes Effets spécifiques aux ARA
Preuves e Amélioration de I’autorégulation cérébrovasculaire : Nishimura et al (Nishimura et al.,
précliniques 2000); Ito et al (Ito et al., 2002)

e Diminution de la taille de ’infarctus : Lou et al (Lou et al., 2004); Fagan et al (Fagan et
al., 2006); Liu et al (H. Liu et al., 2008); Krikov et al (Krikov et al., 2008); Hosomi et
al (Hosomi et al., 2005); Mecca et al (Mecca et al., 2009); Kim et al (C. K. Kim et al.,
2015); Ito et al (Ito et al., 2002); Li et al (J.-M. Li et al., 2008); Nishimura et al
(Nishimura et al., 2000); Engelhorn et al (Engelhorn et al., 2004)

e Diminution de I’cedéme cérébral : Fagan et al (Fagan et al., 2006); Hosomi et al (Hosomi
et al., 2005); Ito et al (Ito et al., 2002); Nishimura et al (Nishimura et al., 2000)

o Effets anti-inflammatoires et anti-apoptotiques : Lou et al (Lou et al., 2004); Kim et
al (C. K. Kim et al., 2015)

e Effets anti-oxydant et pro-régénératifs : Liu et al (H. Liu et al., 2008)

o Neuroprotection : Chrysant et al (Chrysant, 2004, 2007)

Preuves cliniques

e Réduction du risque d’AVC : essai CAPPP (CAPtopril Prevention Project) (Hansson et
al., 1999), essai HOPE (Heart Outcome Prevention Evaluation) (Bosch et al., 2002;
Svensson et al., 2001), étude PROGRESS (perindopril PROtection aGainst REcurreny
Stroke Study) (PROGRESS Collaborative Group, 2001), étude LIFE (Losartan
Intervention For Endpoint reduction in hypertension) (Dahlof et al., 2002; Kjeldsen et
al., 2005), essai SCOPE (Study on Cognition and Prognostic in the Elderly) (Lithell et
al., 2003), étude MOSES (Morbidity and Mortality After Stroke, Eposartan Compared

with nitrendipine for secondary prevention) (Schrader et al., 2005)

e Diminution de la tension artérielle : étude ACCESS (Acute Candesartan Cilexetil therapy
in Stroke Survivors) (Nakamura et al., 2010; Schrader et al., 2003)

e Action antiplaquettaire : Serebruany et al (Serebruany et al., 2004)

39




Introduction bibliographique

Controverse

clinique

Aucune différence avec le groupe placébo : étude SCAST (Scandinavian Candesartan
Acute Stroke Trial) (Hornslien et al., 2015; Jusufovic et al., 2015, 2016; Sandset et al.,
2011; Yusuf et al., 2008a; Yusuf et al., 2008b), étude PROFESS (Prevention Regimen
for Effectively Avoiding Second Strokes) (Bath et al., 2009; Diener et al., 2008; Weber
etal., 2012), étude TRANSCEND (Telmisartan Randomized AssessmeNt Study in aCE-
iNtolerant subjects with cardiovascular Disease) (Yusuf et al., 2008a), étude
ONTARGET (ONgoing Telmisartan Alone and in combination with Ramipril Global
Endpoint Trial) (Fitchett, 2007; Jarvis, 2012), étude VENTURE (Valsartan Efficacy oN

modesT blood pressure Reduction in acute ischemic stroke) (Oh et al., 2015)

A ce jour les traitements et alternatives thérapeutiques sont rares pour I’ensemble de ces
pathologies. L’absence de thérapeutique efficace justifie de nouveau I’intérét du SRA et d’AT; comme
cibles thérapeutiques. En effet, des avancées récentes montrent que I’activation d’AT1 conduit non
seulement a sa signalisation classique mais également a des voies de signalisation dépendantes de la -
arrestine qui pourraient avoir des effets protecteurs contre les maladies cardiovasculaires. Nous avons
rapporté précédemment que le récepteur peut adopter différents états conformationnels (cf. Partie 2. 1. 2
— p33), cela étant lié a une activation différentielle des voies de signalisation en aval. De plus, notre
équipe a montré que la réponse fonctionnelle des récepteurs AT; et AT, peut se voir modifiée malgré
I’absence de variation de leurs expressions géniques et protéiques (Foulquier et al., 2011, 2012).
L’équipe a donc émis I’hypothése qu’une régulation post-traductionnelle des récepteurs pourrait

expliquer ces variations fonctionnelles.

Moduler la signalisation du récepteur AT: par I’utilisation d’agonistes biaisés ou par des
modifications post-traductionnelles semble étre un potentiel thérapeutique dans des situations

physiopathologiques ou la circulation cérébrale est altérée.

1. L’agonisme biaisé¢

Certains ligands de RCPG dits biaisés pour une voie de signalisation par rapport a une autre
peuvent en initier sélectivement une ou plusieurs lorsqu’ils sont couplés a leur récepteur. Ces agonistes
stabiliseront préférentiellement I’'une des conformations que le RCPG peut adopter, initiant ainsi une
signalisation spécifique en aval. Ce nouveau concept, appelé « sélectivité fonctionnelle » ou « agonisme
biaisé » (Galandrin et al., 2007), a été proposé avant les années 2000 mais n’a été exploré que récemment
(Roth & Chuang, 1987) . En simplifiant ce systéme, certains ligands biaisés pourront, par exemple,
activer sélectivement la voie dépendante des protéines G sans activer la voie dépendante des B-arrestines
et inversement (Violin & Lefkowitz, 2007).
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Dans le cas du récepteur AT, le premier agoniste biaisé vers les B-arrestines a avoir été caractérisé
est un analogue de I’Ang II, le SII (Holloway et al., 2002). Par la suite, plusieurs agonistes biaisés a
haute affinité pour le récepteur AT; ont été développés sur la base de la structure du Sl (Wei et al.,
2003) et caractérises pharmacologiquement dont les agonistes biaisés G; TRV055 et TRV056 activant
uniquement la voie des protéines G sans activer celle des B-arrestines et les agonistes biaisés B-arrestine
TRV023 et TRV027 qui permettent I’activation des p-arrestines sans activation des protéines G (Figure
17).

Agoniste biaisé Agoniste biaisé
Agoniste classique envers protéine G envers B-arrestine
Angli TRVO055 / TRV056 TRV023 / TRV027

/ %

/\

Signalisation Signalisation Signalisation Signalisation Signalisation Signalisation
protéines G B-arrestines protéines G B-arrestines protéines G B-arrestines

Figure 17 : Représentation schématique du concept d’agonisme biaisé du récepteur AT: (schéma réalisé via
BioRender). Les récepteurs AT1 activés par I’Ang II induisent la signalisation des protéines G et des B-arrestines. Lorsqu’ils
sont activés par un agoniste biaisé envers les protéines G, les récepteurs ATz induisent uniquement la signalisation des protéines
G et inversement pour les agonistes biaisés envers les B-arrestines avec une signalisation des p-arrestines exclusivement.

A la différence de nombreux RCPG, le récepteur AT: peut adopter une conformation activant
exclusivement les B-arrestines qui a été démontrée récemment par 1’équipe de Lefkowitz avec la
caractérisation moléculaire et pharmacologique des agonistes biaisés combinée a des données

structurales (Pfeiffer et al., 2021; Wingler et al., 2019a; Wingler et al., 2020; Wingler et al., 2019b).

En plus de la conformation du récepteur, le fond cellulaire et I’expression simultanée d’autres
récepteurs peuvent conduire a des changements de phosphorylation a I’extrémité C-terminale des
récepteurs AT, activés. Ce changement de phosphorylation peut induire la liaison de différentes
conformations de B-arrestines, différentes voies d’internalisation et une signalisation en aval altérée.
C’est la théorie des codes-barres de phosphorylation (Whalen et al., 2011; X. E. Zhou et al., 2017),
différents patrons de phosphorylation induits par les GRK permettant de contrbler la spécificité
d’activation des voies de signalisation en aval du récepteur dont le recrutement d’arrestines dépendant

de la phosphorylation.
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Le récepteur AT; est donc sujet & un agonisme biaisé vers la voie B-arrestine et de nombreux
agonistes biaisés ont déja vu le jour et suscités un intérét thérapeutique contre les maladies
cardiovasculaires. L’efficacité de cette approche repose sur I’utilisation d’un agoniste biaisé qui permet
a la fois de bloquer la voie Gq du récepteur AT; (ce qui est I’objectif recherché avec les sartans) et
d’activer les voies de signalisation dépendantes des B-arrestines ayant des effets protecteurs cités

précédemment.

Aprés la phosphorylation des récepteurs ATy, la B-arrestine 1 et la B-arrestine 2 peuvent étre
recrutées mais ces dernieres ne stabiliseront pas le récepteur dans une méme conformation (Sanni et al.,
2010), ainsi des différences fonctionnelles sont observées (Lymperopoulos et al., 2019). Au niveau
cardiaque, la B-arrestine 1 a des effets plutdt délétéres avec une diminution de la fonction cardiaque et
une augmentation de I’inflammation et de 1’apoptose. Inversement la B-arrestine 2 a des effets
protecteurs, anti-apoptotique, anti-inflammatoire et « pro-survie » en activant les signalisations Src,
ERK1/2, AKT et PIsK. Ces études ont été conduites sur différents types cellulaires dont les cellules
HEK et les cardiomyocytes de rats H9c2, mais également sur des cceurs de souris souffrant
d’insuffisance cardiaque aprés un infarctus du myocarde (DeWire et al., 2007; McCrink et al., 2017;
Peterson & Luttrell, 2017). Il a été également rapporté que la B-arrestine 2 inhibe le processus
inflammatoire des macrophages apres un infarctus du myocarde (Watari et al., 2013).

L’importance de la voie des B-arrestines par I’intermédiaire du récepteur AT, a été étudiée au
niveau cardiovasculaire grace a ’utilisation des différents ligands biaisés vers cette voie B-arrestines,
principalement le TRV023 et le TRV027 (K.-S. Kim et al., 2012; K. Rajagopal et al., 2006). Le SllI,
avec une faible affinité pour le récepteur AT,, exercait déja des effets cytoprotecteurs anti-apoptotiques
dans les CMLV de rats (Ahn et al., 2009).

A ce jour, seul le TRV027 a été testé dans des essais cliniques pour I’insuffisance cardiaque
NCT01187836), les maladies rénales (NCT01444872) et I’infection au COVID-19 (NCT04419610 ;
NCT04924660). Le TRV027 stimule le recrutement des -arrestines avec I’activation de plusieurs voies
de kinases comme Src, la voie des protéines kinases activée par le mitogéne p42/44 ou encore AKT et
eNOS. Ce ligand biaisé augmente la contractilité cardiaque in vitro et réduit la pression artérielle chez
le rat. Il réduit également les résistances systémiques et augmente le débit cardiaque et le débit sanguin
rénal dans le cas d’un modéle canin d’insuffisance cardiaque (Boerrigter et al., 2011, 2012; Violin et
al., 2010), contrairement aux sartans qui diminuaient les performances cardiaques. Des tests de ce
peptide chez I’homme ont également été réalisés, chez des sujets sains (Soergel et al., 2013) et chez des
patients souffrant d’insuffisance cardiaque aigué avec une premiére étude BLAST-AHF (Biased Ligand

of the Angiotensine receptor STudy in Acute Heart Failure) (Felker et al., 2015), mais n’ont pas permis
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de confirmer ces effets bénéfiques (Pang et al., 2017). Méme si les résultats de cette derniére étude ne
semblent pas a la hauteur des attentes, toute cette littérature témoigne de 1’intérét de favoriser I’activation

de cette voie de signalisation p-arrestine ATi-dépendante dans les pathologies cardiovasculaires.

Des effets similaires ont été observés en utilisant le TRV023 in vivo chez des rats ou chez des
modeéles génétiques de souris mimant une cardiomyopathie ou n’exprimant plus la B-arrestine 2, avec
une diminution de la pression artérielle et une augmentation de la contractilité cardiaque. Ce dernier
ligand réduit également la mort cellulaire en activant les voies MAPK et AKT. Le TRV023 prévient
aussi I’hypertrophie cardiaque induite par 1’Ang II tout en préservant la contractilité. Comparé au
Losartan, ce ligand biaisé préserve plus efficacement la contractilité cardiaque tout en ayant des effets
cytoprotecteurs (K.-S. Kim et al., 2012; Monasky et al., 2013; Tarigopula et al., 2015).

L’Ang (1-7), composant de 1’axe protecteur ECA2/Ang (1-7)/Mas vu précédemment (cf. Partie
1. 1. 2. B — p8), peut se lier au récepteur AT: et induire la voie des B-arrestines, favorisant la
phosphorylation de ERKy.. 1l est donc un ligand biaisé envers la B-arrestine du récepteur AT1 qui a de
nombreux effets cardioprotecteurs observés chez des modeles murins d’hypertrophie cardiaque, de
cardiomyopathie ou d’infarctus du myocarde (Ferreira et al., 2001; Teixeira et al., 2017; Ferreira et al.,
2007; Grobe et al., 2007; Noor et al., 2011; Ryba et al., 2017).

A ce jour, aucune étude ne s’est focalisée sur I’impact des agonistes biaisés envers les -arrestines
specifiques des récepteurs AT, sur les maladies cérébrovasculaires. Pourtant I’axe protecteur du SRA,
comprenant entre-autres le récepteur AT; et I’Ang (1-7), a de nombreux effets cérébroprotecteurs lors
d’AVC ischémiques et hémorragiques, démontrés par des études précliniques (Kangussu et al., 2020;
Andone et al., 2022) (Tableaux 2 et 3).

En effet, I’Ang (1-7) protege contre les lésions du systeme nerveux central et les déficits
neurologiques induits par les AVC ischémiques expérimentaux (Mecca et al., 2011). Par I’intermédiaire
du récepteur Mas, ce peptide a des effets antioxydants et anti-inflammatoires en diminuant la libération
de cytokines pro-inflammatoires. L’Ang (1-7) protége contre les dysfonctionnements cognitifs lors
d’une hypoperfusion cérébrale chez les rats. Cet effet neuroprotecteur est associé a 1’augmentation de la
génération de NO, une diminution de la perte neuronale et la suppression de la prolifération d’astrocytes
dans I’hippocampe. A I’inverse, un déficit en ECA2 conduit a une altération de la fonction cognitive,
un stress oxydatif accru et une diminution du facteur neurotrophique dérivé du cerveau. Couplé a un
sartan, I’Ang (1-7) améliore la structure et la fonction vasculaire en favorisant la biodisponibilité du NO
et le remodelage vasculaire tout en diminuant la génération d’EROs (Savoia et al., 2020). La capacité
de ce peptide a se lier a8 AT1, a AT», voire aux hétérodiméres, pourrait contribuer a ces effets bénéfiques

cérébrovasculaires.
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Les B-arrestines 1 et 2 semblent également avoir des effets neuroprotecteurs. L’équipe de Wang
a montré une augmentation de I’expression protéique de ces deux arrestines dans un modéle d’AVC
ischémique chez la souris. De plus, la suppression de la B-arrestine 1, par KO dans des modéles murins
d’ischémie cérébrale, aggrave les lésions cérébrales ischémiques en impactant la taille de ’infarctus, les
déficits neuronaux et la mortalité. Ces effets sont corrélés avec la suppression de 1’autophagie, de
I’apoptose et de la nécrose neuronales induites in vitro et in vivo (P. Wang et al., 2014). Ces résultats

suggérent donc que la B-arrestine 1 aurait des effets neuroprotecteurs liés a I’autophagie.

Le role de la B-arrestine 2 dans les troubles neurologiques n’est pas encore ¢élucidé. Certaines
études in vitro soutiennent un réle délétére de cette arrestine notamment dans le dysfonctionnement des
monocytes a médiation adrénergique induits par I’AVC (H. Wang et al., 2018). Une autre étude, plus
récente, suggere que la signalisation médiée par la B-arrestine 2 améliore la fonction endothéliale et
I’intégrité de la barriére hématoencéphalique aprés un AVC chez la souris (Kanki et al., 2019). En effet,
la médiation de la signalisation de la B-arrestine 2 par le récepteur PAR-1 induit une activation de la
MAPK 42/44, augmentant la sécrétion de PDGF-p, ’une des principales molécules cibles pour favoriser
I’angiogenése.

Tableau 2: Liste exhaustive des différentes études précliniques et clinigues montrant les effets de
I’administration d’agonistes AT> dans le contexte d’'un AVC

Etudes Effets spécifiques aux agonistes AT, (C21 et CGP42112)
Preuves Diminution de la taille de I’infarctus : Alhusban et al (Alhusban et al., 2015); Mateos et
précliniques al (Mateos et al., 2016); Joseph et al (Joseph et al., 2014); McCarthy et al (McCarthy et

al., 2009, 2012, 2014); Lee et al (Lee et al., 2012); Min et al (Min et al., 2014)

Améliore la fonction motrice : Lee et al (Lee et al., 2012); McCarthy et al (McCarthy et
al., 2009, 2012, 2014)

Diminution de 1’cedéme cérébral : Min et al (Min et al., 2014)
Vasodilatation : McCarthy et al (McCarthy et al., 2014)

Effets anti-inflammatoires, anti-apoptotiques et antioxydants : Joseph et al (Joseph et al.,
2014); McCarthy et al (McCarthy et al., 2009, 2012, 2014); Lee et al (Lee et al., 2012);
Min et al (Min et al., 2014)

Effets pro-angiogéniques : Alhusban et al (Alhusban et al., 2015); Mateos et al (Mateos
et al., 2016)
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Tableau 3 : Liste exhaustive des différentes études précliniques et cliniques montrant les effets de
I’administration d’Ang (1-7) dans le contexte d’un AVC.

Etudes Effets spécifiques a I’Ang (1-7)

Preuves e Diminution de la taille de I’infarctus : Mecca et al (Mecca et al., 2011); Jiang et al (Jiang

précliniques etal., 2012, 2014); Regenhardt et al (Regenhardt et al., 2013); Bennion et al (Bennion et
al., 2018)

¢ Améliore la fonction motrice : Zhang et al (Y. Zhang et al., 2008); Mecca et al (Mecca
et al., 2011); Jiang et al (Jiang et al., 2012, 2014)

o Effets anti-inflammatoires et antioxydants : Jiang et al (Jiang et al., 2012); Regenhardt et
al (Regenhardt et al., 2013)

e Effets pro-angiogéniques : Jiang et al (Jiang et al., 2014)

¢ Neuroprotection : Regenhardt et al (Regenhardt et al., 2014a; Regenhardt et al., 2014b);
Fouda et al (Fouda et al., 2016); Sumners et al (Sumners et al., 2013); Bennion et al
(Bennion et al., 2015); Tao et al (Tao et al., 2018)

Preuves cliniques | ¢ Diminution de I’activité ’ECA2 dans le sérum aprés un AVC (Bennion et al., 2016)

Ainsi, les actions bénéfiques des ligands biaisés vers la voie des B-arrestines semblent
prometteuses bien qu’elles ne soient pas encore completement comprises. De plus, 1’occupation des
récepteurs AT par I’agoniste biaisé pourrait favoriser la liaison de I’ Ang II aux récepteurs AT- afin de
rétablir 1’équilibre fonctionnel sans bloquer complétement les récepteurs AT:. Pour finir, ces ligands
pourraient se lier aux récepteurs AT». En effet, méme si cela n’est jamais discuté dans la littérature,
lorsque le TRV027 a été caractérisé a I’origine il a été déterminé qu’il a une affinité comparable pour
les deux récepteurs AT, et AT (Violin et al., 2010), donc sa liaison a AT, pourrait contribuer également
a contrecarrer les effets néfastes des récepteurs AT:. Les agonistes biaisés d’ATi pourraient
potentiellement montrer une meilleure efficacité clinique que les sartans dans les pathologies

vasculaires. Cependant, a ce jour, aucune étude approfondie ne peut appuyer cette hypothése.

IV. Thérapeutique basée sur le monoxyde d’azote

Une diminution de la biodisponibilité de NO engendre des situations pathologiques critiques (Tsai
& Kass, 2009). Lors d’un AVC, la syntheése et la disponibilité en NO sont fortement perturbées. En effet,

dans la phase aigué de I’AVC ischémique chez des rats adultes, la production de NO augmente fortement
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dans les premiéres heures puis diminue rapidement et de facon prolongée pendant plusieurs semaines
(Kader et al., 1993; Malinski et al., 1993). De ce fait, une diminution des mécanismes et signalisations
dépendants du NO, comme la S-nitrosation ou I’induction de vasodilatation, pourrait étre observée suite
a un AVC. Il est donc primordial de réguler 1I’apport de NO pour contrer cette pathologie avec la mise

en place d’un apport exogene par des molécules capables de libérer du NO, comme les donneurs de NO.

L’utilisation de S-nitrosothiols (RSNO) semble étre une piste thérapeutique sérieuse, cependant
il est nécessaire de contrbler finement cet apport exogéne de NO car un apport trop important a

également des effets déléteres.

Différents donneurs de NO sont actuellement utilisés en thérapeutique dans les maladies
cardiovasculaires comme le nitroprussiate de sodium (SNP), les dérivés nitrés, le nicorandil et les
sydnonimines. Le SNP, pouvant libérer spontanément le NO a pH physiologique, est utilisé dans le cas
d’insuffisance cardiaque aigué avec bas débit, en complément d’un traitement par diurétiques. En effet,
I’administration intraveineuse de SNP chez des patients souffrant d’insuffisance cardiaque décompensée
aigué améliore les signes cliniques (Mullens et al., 2008). Les dérivés nitrés et les sydnonimines sont
utilisés dans le traitement de 1’angor. Cependant ces donneurs de NO présentent des inconvénients

majeurs avec leur faible demi-vie, I’induction de tolérance et une toxicité lors d’un usage au long cours.

Les RSNO peuvent libérer des thiols en plus du NO, ayant des propriétés antioxydantes, anti-
inflammatoires et n’induisant ni tolérance ni stress oxydant chez le rat (M. R. Miller et al., 2000). Ils
ont une demi-vie plus longue (Mathews & Kerr, 1993) et constituent un réservoir physiologique
important de NO. IIs ont fait 1’objet de nombreuses études précliniques (M. Khan et al., 2006; Heikal et
al., 2009; Dahboul et al., 2014; Parent et al., 2015) et cliniques (Kaposzta et al., 2001; Langford et al.,
1994; Seabra et al., 2004). Encore aujourd’hui différentes approches sont envisagées pour optimiser la
libération de NO (Gaucher et al 2013, Parent et al 2013a, Heikal et al 2016) afin d’augmenter I’apport

de NO tout en diminuant la quantité de molécule utilisée.

Le NO a un réle dans la régulation de I’activité de nombreuses protéines mais également dans
I’activité de nombreux récepteurs. En effet des modifications post-traductionnelles peuvent étre

réalisées, impactant la signalisation du récepteur AT.

Les RSNO formés apres S-nitrosation peuvent a leur tour induire une trans-nitrosation, ¢’est-a-
dire un transfert de NO vers une autre protéine cible et/ou libérer du NO, leur conférant donc des

propriétés vasodilatatrices (Ferro et al., 2004).

Des nombreux articles, dont des études de notre équipe, suggerent que les fonctions de AT;

pourraient étre régulées par la S-nitrosation. En effet, suite @ une exposition & un donneur de NO, une
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diminution de I’affinité de I’Ang II pour le récepteur AT, a été observée dans un modéle cellulaire de
cellules HEK 293 surexprimant les récepteurs AT: (Leclerc et al., 2006). Par la suite, en induisant des
mutations de cystéines en sérines au sein du récepteur AT, une perte de sensibilité au NO a été observée,
suggérant que le récepteur est la cible directe du NO. La potentielle S-nitrosation du résidu cystéine en
position 289 dans le 7°™ DTM du récepteur, région importante pour I’ interaction récepteur/ligand, serait

responsable d’une 1égere perte d’affinité du récepteur AT: pour I’Ang II (Leclerc et al., 2006).

Notre équipe a détecté le récepteur AT nitrosé au niveau cellulaire apres exposition de lysat de
cellules HEK 293 surexprimant AT a du S-nitrosoglutathion (GSNO) (Bouressam et al., 2019), un S-
nitrosothiol endogeéne ayant des effets protecteurs dans différents modéles d’ischémie cérébrale (M.
Khan et al., 2005, 2012). Le GSNO inhibe I’augmentation de la mobilisation calcique induite par I’ Ang
Il dans ces cellules illustrant I’inhibition de la voie Gq (Pinheiro et al., 2021) tandis qu’un prétraitement

avec le SNP diminue la production d’inositol phosphate induit par 1’ Ang II (Leclerc et al., 2006).

Les conséquences physiologiques de ce phénomene ont été explorées en étudiant 1’effet du NO
sur des artéres cérébrales moyennes isolées et perfusées de rats normotendus (Bouressam et al., 2019).
Un prétraitement avec du GSNO a spécifiquement aboli la vasoconstriction induite par 1’Ang II.
D’autres vasoconstricteurs partageant la méme voie de signalisation G comme la phényléphrine, ou
ciblant les récepteurs couplés Gi, comme la sérotonine ont gardé leur effet vasoconstricteur apres le
prétraitement au GSNO. Une autre équipe, Pinheiro et al, a obtenu des résultats similaires avec des
anneaux aortiques de rat en observant une diminution de la contraction vasculaire induite par I’Ang 11
aprés un prétraitement au GSNO ou au nitrite de sodium (Pinheiro et al., 2021). Une diminution de la
pression artérielle a également été notée aprés administration orale de nitrite ou de GSNO in vivo. Les
auteurs ont identifié la PKC comme une des cibles de S-nitrosation et comme un des mécanismes sous-

jacents de la diminution des réponses a I’Ang II.

Prises ensemble, ces études suggérent que la S-nitrosation induite par le GSNO réduit les réponses
physiologiques de 1’Ang Il en agissant directement sur le récepteur AT; et également sur d’autres

protéines promouvant la vasoconstriction telles que la PKC.

Le NO pourrait également avoir d’autres effets sur le récepteur ATi. En effet, le tonus
myogénique dépendant de AT; et indépendant de I’ Ang II diminue dans les artéres cérébrales moyennes
suite a un prétraitement au GSNO suggérant une altération directement sur le récepteur AT; (Bouressam
etal., 2019).

De plus, des études préliminaires suggerent que la S-nitrosation du récepteur n’impacterait pas la
voie de signalisation des B-arrestines, le prétraitement de cellules HEK 293 avec du GSNO n’altérant

pas la cinétique et I’amplitude de 1’internalisation du récepteur AT; activé (Bouressam et al., 2019).
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D’autres études mettent en avant un lien étroit entre la S-nitrosation et les B-arrestines. En effet,
la B-arrestine 2 peut étre nitrosée au niveau d’une seule cystéine, la C410, par I’enzyme eNOS et cette
S-nitrosation est promue par le GSNO endogéne (Ozawa et al., 2008). La S-nitrosation de la B-arrestine
2 améliore I’interaction de cette derniére avec la clathrine et la p-adaptine du complexe AP-2,
augmentant 1’internalisation du RCPG [2-AR. Cependant aucune étude sur 1’effet de la S-nitrosation

sur la signalisation dépendante de la B-arrestine n’est connue a I’heure actuelle.

V.  Les ligands fluorescents comme traceurs des RCPG

Les RCPG sont présents dans tous les tissus mais differemment selon les types cellulaires et
généralement a de faibles niveaux d’expression en condition physiologique. Leur expression peut se
voir modulée en condition physiopathologique (Sriram & Insel, 2018). Pour étudier leur distribution
tissulaire, leur expression cellulaire et la pharmacologie de ces RCPG, de nombreux outils ont été
développés (Figure 18).

RCPG sans étiquette RCPG avec étiquette RCPG avec étiquette
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Figure 18 : Mesure de la liaison des ligands a I’aide d’approches basées sur la radioactivité ou la fluorescence
adapté de Soave et al (Soave et al., 2019)). Utilisant des récepteurs non marqués, les tests de liaison par radioligands reposent
sur la séparation du ligand lié par rapport au ligand libre ou sur des technologies de scintillation de proximité, suivi d’une
détection du ligand lié par un compteur a scintillation. La liaison de ligands fluorescents aux récepteurs non marqués peut étre
suivie par microscopie a I’aide de lecteurs de plaques pour détecter la fluorescence ou par cytométrie en flux. En parall¢le, la
liaison de ligands fluorescents a des récepteurs marqués d’une étiquette SNAP ou d’une Nanoluciférase peut étre détectée par
des approches RET. BRET : bioluminescence resonance energy transfer ; FRET : fluorescence resonance energy transfer ;
Nluc : nanoluciférase

48



Introduction bibliographique

Les anticorps, qui présentent généralement une grande affinité pour leur cible, peuvent étre
utilisés dans de nombreuses techniques comprenant 1I’immunohistochimie, 1I’immunotransfert ou
I’ELISA. Cependant, les RCPG n’ont pas de peptide trés immunogéne dans les techniques classiques
de génération d’anticorps polyclonaux ou monoclonaux et peu d’anticorps classiques ciblent de manicre
spécifique ces RCPG. Leur utilisation pour détecter les RCPG exprimés de maniére endogene est donc
limitée, notamment a cause de leur faible expression a la surface des cellules (Hutchings et al., 2010).
Etudier directement les RCPG est complexe donc 1’utilisation de ligands de ces récepteurs marqués

radioactivement ou par fluorescence a été développée.

Les ligands radiomarqués (radioligands) ont été traditionnellement utilisés notamment dans des
tests de liaison pour déterminer les localisations tissulaires, les affinités et les cinétiques de liaison des
ligands sur leur RCPG, pour caractériser de nouveaux ligands synthétiques sur des membranes de tissus
puis sur des systéemes de surexpression hétérologue de RCPG en culture cellulaire (Sykes et al., 2019).
Cependant les techniques d’analyse par radioliaison tendent a étre remplacées pour limiter 1’usage de la

radioactivité dans les laboratoires.

Les tests sur radioligand s’appuient sur des technologies telles que la séparation entre le ligand
lié et le ligand libre ou, plus récemment, la scintillation de proximité, suivi d’une détection a I’aide de
compteurs a scintillation. Les ligands fluorescents offrent une plus grande flexibilité en termes
d’approches possibles. La liaison aux récepteurs non marqués peut étre suivie par microscopie, par
cytométrie en flux ou par lecture de plaques pour détecter la fluorescence. De plus, il est possible de
détecter la liaison de ligands fluorescents a des récepteurs marqués par une étiquette peptidique SNAP
ou par un donneur d’énergie pour le transfert d’énergie par résonance de fluorescence (FRET avec en
exemple la GFP) ou de bioluminescence (BRET avec en exemple les nanoluciférases) (cf. Partie 2. V.
3-p51) (Vollmer et al., 1999; Palanche et al., 2001; Lecat et al., 2002). Ces méthodes reposent souvent
sur I’utilisation de lecteurs de plaques pour détecter la liaison des ligands, ce qui ouvre la voie a une

augmentation potentielle du rythme expérimental et a la miniaturisation des procédures.

Comme les RCPG peuvent se lier a de petites molécules ou peptides, une méthode alternative
pour détecter les récepteurs endogeénes se base sur 1’utilisation de ligands de RCPG marqués par
fluorescence. Ces ligands fluorescents sont composés d’un agoniste ou d’un antagoniste du récepteur
d’intérét qui est chimiquement lié¢ a un fluorophore. Le développement de technologies de microscopie
sensible et I’amélioration conceptuelle de ces ligands fluorescents ont permis d’étudier spécifiquement
les RCPG endogénes, notamment dans les études de cytométrie en flux (Stoddart et al., 2018; Comeo
et al., 2020). De plus, de nombreux ligands fluorescents sont disponibles dans le commerce. En

conséquence, leur utilisation a considérablement augmenté.
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Les méthodes utilisant des ligands fluorescents pour déterminer 1’affinité d’un composé pour son
récepteur d’intérét se divisent en deux catégories : la mesure directe de la fluorescence ou la mesure

indirecte utilisant le transfert d’énergie de résonance (Stoddart et al., 2016).

Le choix du fluorophore va dépendre de la technique utilisée mais certaines propriétés générales
sont recherchées. Le fluorophore doit avoir un coefficient d’extinction molaire le plus élevé possible,
c¢’est-a-dire une bonne capacité a absorber 1’énergie a une longueur d’onde. De plus, le fluorophore doit
pouvoir réémettre cette énergie absorbée sous forme de lumiére, donc avoir un rendement quantique
élevé. Ces deux caractéristiques déterminent la brillance du fluorophore qui doit étre élevée afin de le

détecter a de faibles concentrations au niveau moléculaire, cellulaire, tissulaire, voire in vivo.

Le fluorophore doit également avoir une photostabilité élevée, pour éviter son photoblanchiment,
et une durée de vie de fluorescence élevée. Pour finir, le déplacement de Stokes du fluorophore, distance
séparant la longueur d’onde d’absorption (ou d’excitation) maximale et la longueur d’onde d’émission
maximale, doit étre le plus grand possible pour limiter la contamination du signal d’émission due a la

source d’excitation.

Afin de former un bon couple de fluorophores donneur / accepteur dans des expériences de
transfert d’énergie de résonance, développés dans le prochain paragraphe, il est nécessaire que le
donneur et I’accepteur d’énergie aient une bonne compatibilité énergétique et une bonne sélectivité
spectrale. En effet, le spectre d’émission du donneur doit recouvrir au moins partiellement celui de
I’accepteur afin d’effectuer le transfert d’énergie. De plus, afin d’éviter que I’accepteur soit directement
excité par la source lumineuse d’excitation du donneur il faut que leur spectre d’absorption soit
suffisamment séparé. Pour finir, I’accepteur doit émettre a des longueurs d’ondes ou le donneur n’é¢met

pas ou peu afin de limiter les biais dans les mesures de fluorescence.

La liaison des ligands fluorescents aux RCPG peut étre étudiée en utilisant I’anisotropie de
fluorescence, aussi appelée polarisation de fluorescence. Il s’agit de la mesure de la capacité de la
molécule fluorescente & maintenir la polarisation de la lumiére. Si le ligand est lié au récepteur et se
trouve en position fixe, la polarisation de la lumiére sera maintenue alors qu’en solution libre la lumiére

polarisée du ligand aura des angles différents.

Cette différence de polarisation peut étre utilisée pour différencier le ligand lié du ligand libre et
ainsi mesurer les parameétres cinétiques de liaison du ligand et faire des tests de compétition avec le

ligand fluorescent comme traceur et un ligand non fluorescent augmentant en quantité. Cependant,
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I’inconvénient majeur potentiel de cette technique, en plus de 1’autofluorescence cellulaire et de la
sensibilité de la technique, est la possibilité d’épuisement du ligand fluorescent dans les tests de liaison
par compeétition. De plus, le ratio signal/bruit pour ces tests est relativement faible et limite son utilisation

a de faibles concentrations de ligands.

L’imagerie directe d’un ligand fluorescent est généralement réalisée grace a 'utilisation de la
microscopie confocale qui est un outil puissant pour effectuer des tests de compétition et de liaison
cinétique (Stoddart et al., 2016). De plus, la cytométrie en flux, qui mesure I’intensité moyenne de
fluorescence de chaque cellule, peut étre utilisée pour les études de liaison du ligand. Cette derniere
technique utilise un faible nombre de cellules et donc de récepteurs permettant de pallier la possibilité
d’épuisement du ligand. Cependant des concentrations ¢levées de ligands marqués sont nécessaires pour
étudier une faible liaison et avoir une quantité de ligands marqués liés au récepteur dont I’intensité de
fluorescence est supérieure a celle du bruit de fond pour aboutir a un signal détectable, limitant

grandement son utilisation pour une mesure compléte de 1’affinité du ligand pour son RCPG.

Les approches de transfert d’énergie par résonance (RET, resonance energy transfer) se font entre
un fluorophore donneur vers un fluorophore accepteur, entrainant la diminution de 1’émission du

donneur et I’apparition de I’émission de fluorescence depuis 1’accepteur (Figure 19).

Le transfert d’énergie par résonance de fluorescence (FRET) n’est possible que lorsqu’il y a une
proximité entre les deux composés donneur / accepteur inférieure & 100 Angstrom (A). Contrairement
aux méthodes précédentes utilisées dans les tests de liaison du ligand, la liaison non spécifique du ligand
a la membrane plasmique ne génére pas un signal suffisant en raison de I’absence de donneur. Ces tests
nécessitent le marquage du récepteur avec un fluorophore donneur ou accepteur, généralement par la

fusion d’une protéine fluorescente a I’extrémité N-terminale du récepteur.

/\A Emission a A

spécifique
A g

RETQL Ligand
<100A D

RCPG

Figure 19 : Représentation schématique du transfert d’énergie par résonance (schéma réalisé via BioRender). Le
transfert d’énergie (RET) se fait entre un donneur (D) d’énergie et un accepteur (A) d’énergie lorsque ce dernier se trouve a
une distance inférieure & 100A du donneur. Le donneur peut &tre un fluorophore (FRET) ou une enzyme luciférase (BRET)
couplé au récepteur (RCPG).
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L’inconvénient majeur de cette technique, di a de larges plages d’excitation et d’émission, est le
faible rapport signal/bruit que peuvent avoir les protéines fluorescentes d’ou la nécessité de bien choisir
les fluorophores en amont. Pour pallier ces problémes, des tests FRET résolus dans le temps Time-
resolved FRET (TR-FRET) ont été développés, utilisant comme donneurs des fluorophores
lanthanidiques qui ont une émission de fluorescence longue, des déplacement pseudo-Stokes et plusieurs
longueurs d’ondes d’émission. Ainsi, le rapport signal/bruit est amélioré grace a une bonne séparation
entre les spectres donneur et accepteur permettant de s’affranchir de la fluorescence de fond de courte

durée due a 1’excitation.

La méme méthode peut étre utilisée avec une enzyme luciférase agissant comme donneur en
oxydant son substrat, il s’agit du transfert d’énergie par résonance de bioluminescence (BRET) (Pfleger

& Eidne, 2006). Comme pour la méthode précédente, les propriétés des fluorophores sont importantes.

La NanoLuc est plus petite que d’autres luciférases avec 19kDa (England et al., 2016) et a une
haute intensité de luminescence avec un pic d’émission a 460nm et peut étre utilisée avec des
fluorophores rouges en accepteur (Stoddart et al., 2015). De plus, elle peut étre greffée a I’extrémité C-
terminale comme a I’extrémité N-terminale des RCPG et fonctionne bien dans le milieu extracellulaire
oxydé et non réducteur, contrairement a une autre luciférase qui ne fonctionne qu’en intracellulaire, la
Rluc8. Le BRET permet d’étudier la liaison des ligands aux récepteurs dans les cellules vivantes, dont
les récepteurs AT; (Stoddart et al., 2015). Le BRET permet également d’étudier les effets de
I’oligomérisation des RCPG sur la pharmacologie des récepteurs et la transduction du signal (EI
Khamlichi et al., 2019). L’utilisation de tests basés sur le BRET pour démontrer I’homo ou I’hétéro-
dimérisation des RCPG s’est bien développée et est répertoriée dans une base de données (Khelashvili
et al., 2010).

L’amélioration de la sélectivité des ligands fluorescents permettra le marquage et le suivi des
récepteurs endogenes d’intérét dans les cellules primaires. Avec I’amélioration des caractéristiques
physico-chimiques des ligands fluorescents, notamment une meilleure hydrophilie et une émission de
fluorescence accrue, d’autres études apparaissent, comme 1’oligomérisation des RCPG mais aussi leur
répartition dans leur environnement d’origine et de leur dynamique de diffusion (Lukes et al., 2017
Planes et al., 2020; Duran-Corbera et al., 2022; Brinkenfeldt et al., 2023). Ces méthodes commencent

a étre étendues a des applications in vivo (Jones-Tabah et al., 2017; Soave et al., 2021).
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Hypothese et objectif de la these
l. Hypothese et objectif

L’activation du récepteur AT: joue un rdle important dans la physiopathologie de 'AVC
ischémique notamment par une vasoconstriction accrue qui réduit la perfusion sanguine dans la zone de
pénombre. De plus, la diminution de la teneur en NO au niveau cérébral qui en résulte réduit la
probabilité de S-nitrosation du récepteur AT:. Or, cette nitrosation pourrait étre bénéfique dans le cas
d’un AVC en ayant le méme impact que 1’utilisation d’agonistes biaisés. En effet, la littérature suggére
que la S-nitrosation abolit la vasoconstriction AT;-dépendante. Ceci pourrait étre d0 & une perturbation
de I’équilibre dynamique entre les différents états conformationnels du récepteur AT1 plutdt que par une
baisse d’affinité pour I’Ang II. Ce mécanisme perturberait 1’interaction entre le récepteur AT1 et son

effecteur Gg11 et semble jouer un r6le important dans le contréle de la réactivité vasculaire.

Notre hypothése est qu’en nitrosant la C289 du 7¢™ DTM du récepteur AT, celui-ci adopterait la
conformation active alternative. Ainsi lors d’une stimulation par 1’Ang II, le récepteur AT activerait
uniquement la voie des B-arrestines potentiellement bénéfique et inhiberait la voie des protéines G
délétére. Les résultats préliminaires de Bouressam sur les cellules HEK 293 cités précédemment étayent
cette hypothése (Bouressam et al., 2019).

Sur la base de la littérature et de I’ensemble des données exposées, I’objectif a long terme de ce
projet de thése est de valider la S-nitrosation du récepteur AT: comme une cible thérapeutique d’intérét
pour réguler la circulation cérébrale. L’identification et la compréhension des mécanismes moléculaires
consécutifs a la S-nitrosation, ainsi que 1’étude de son impact physiopathologique et ses consequences
fonctionnelles, pourraient permettre 1’émergence de nouvelles opportunités thérapeutiques dans les

situations ou la circulation cérébrale est altérée.

Il.  Problématique : outils d’étude inadaptés

En pratique, déterminer le biais d’un agoniste ou I’impact de la S-nitrosation sur la signalisation
du récepteur AT: en aval nécessite de nombreux outils. Pour mettre en évidence I’activation de la
protéine G, de nombreux tests fonctionnels in vitro sont établis avec une sensibilité et une spécificité
élevées, notamment pour le récepteur AT:. Cependant, il existe beaucoup moins de méthodes robustes
pour évaluer I’activation et I’efficacité de la voie des PB-arrestines sur AT:. La désensibilisation et
I’internalisation des récepteurs pouvant se produire indépendamment des p-arrestines et ’activation de
la voie ERK 3/, n'étant pas spécifiques de la voie des B-arrestines, de nombreux controles sont nécessaires

pour s’assurer de la fiabilité des résultats.

Les mesures pharmacologiques pour caractériser la capacité d’un ligand & induire la voie des -

arrestines ont été utilisées par les compagnies pharmaceutiques. Tous les tests sont basés sur 1’expression
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hétérologue en cellule modéle des différents partenaires sous forme de protéine de fusion permettant par
exemple de détecter les interactions AT1/B-arrestine avec des méthodes de transfert d’énergie entre un
donneur et un accepteur, comme les tests de FRET ou BRET (Bertrand et al., 2002; Vilardaga et al.,

2003). Cependant, ces techniques sont limitées au niveau cellulaire.

Dans les tissus, un suivi des récepteurs AT1 endogenes avec des traceurs fluorescents permettrait
d’étudier leur localisation aprés un prétraitement nitrosant et leur activation. Ainsi, il serait possible
d’étudier I’impact de la S-nitrosation sur I’internalisation des récepteurs au niveau tissulaire et
I’activation de la voie des B-arrestines, en utilisant en controle des inhibiteurs des -arrestines comme
la barbadine (Beautrait et al., 2017) permettant d’affirmer le rOle des B-arrestines dans 1’internalisation
étudiée. Cependant, a I’heure actuelle, il n’existe aucun traceur sélectif du récepteur AT: par rapport a
AT,. En effet, plusieurs équipes de recherche, dont la ndtre, ont montré que les anticorps anti-AT; sur
le marché n’ont pas montré de spécificité adéquate vis-a-vis du récepteur (Benicky et al., 2012;
Bouressam et al., 2018). Une sonde fluorescente d’Ang II couplée a la fluorescéine est également
disponible sur le marché pour marquer les récepteurs AT;. Cependant la fluorescence de cette sonde se
superpose a I’autofluorescence des tissus, dont les artéres, due au collagéne et a 1’élastine présents dans
la paroi artérielle. Durant ma thése, un autre traceur fluorescent, le ligand TAMRA-AnNg I, a été mis sur
le marché mais n’a pas encore été caractérisé pharmacologiquement et sa sélectivité vis-a-vis de AT, et

sa sélectivité vis-a-vis des différents états conformationnels actifs de AT: ne sont pas déterminées.

De par I’absence de traceur spécifique permettant de monitorer les récepteurs ATy, il nous est

apparu nécessaire de développer de nouveaux outils fluorescents pour suivre ce récepteur dans les tissus.

I1l.  Stratégie d’¢tude

Sur la base de ces réflexions, et afin d’atteindre 1’objectif de suivi des récepteurs endogénes in
vitro, ex vivo et in vivo, de nouvelles sondes fluorescentes ont été dessinées et synthétisées. En
collaboration avec le Dr. Samir Acherar du Laboratoire de Chimie Physique Macromoléculaire (LCPM
— UMR 7375 CNRS, Université de Lorraine) et le Dr. Michel BOISBRUN du Laboratoire Lorrain de
Chimie Moléculaire (L2CM — UMR 7053 CNRS, Université de Lorraine), de nouveaux ligands pour
AT, et AT, ont été synthétisés. Il s’agit de dérivés de I’agoniste Ang II, de ’agoniste biaisé p-arrestines
TRVO027 et de I’antagoniste Losartan sélectif de AT, couplés a un fluorophore, la Cyanine 3 présentant

un spectre de fluorescence éloignée de 1’autofluorescence tissulaire.

Dans un deuxieéme temps, un espaceur entre le fluorophore et les peptides a également été utilisé
pour prévenir/réduire un éventuel encombrement stérique da a I’ajout de la Cyanine 3 (Figure 20). Pour
finir, un peptide blanc a également été synthétisé sur le méme principe que les autres peptides. Il s’agit
d’un peptide ayant les mémes acides aminés que 1’Ang Il mais dans un ordre aléatoire afin de servir de

contrdle négatif.
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Figure 20 : Structure des sondes fluorescentes synthétisées couplées a la Cyanine 3 : (a) I’agoniste Ang II, (b) le peptide blanc servant de contrdle négatif, (c) I’agoniste biaisé envers
les B-arrestines TRV027 et (d) ’antagoniste Losartan. Les traits bleus encadrent le linker, qui est ajouté ou non entre le peptide et la Cyanine 3 dans les différentes sondes fluorescentes.
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Dans ce contexte, 1’objectif premier de ce projet, et des travaux présentés, a donc été de
caractériser pharmacologiquement ces nouveaux ligands traceurs fluorescents in vitro a 1’aide de lignées
cellulaires surexprimant le récepteur AT1 ou AT et ex vivo sur le modéele tissulaire d’artére cérébrale

moyenne (ACM) isolée de rats.

Dans un premier temps nous discuterons de 1’optimisation des différentes techniques nous
permettant par la suite de caractériser ces nouveaux traceurs. En effet, de nombreux tests in vitro ont
nécessité des mises au point ainsi que le clonage d’ADN et la génération de lignées cellulaires stables

(détaillés dans les travaux expérimentaux).

Ensuite, la caractérisation pharmacologique et la sélectivité des ligands fluorescents au niveau
cellulaire, comprenant des techniques variées, seront détaillées et discutées. Puis, les résultats de ces
ligands caractérisés au niveau tissulaire, ex vivo, sur des artéres cérébrales moyennes de rat isolées,

seront analysés.

Enfin, dans la derniére partie, les résultats préliminaires obtenus illustrant 1’impact de la S-

nitrosation au niveau cellulaire et tissulaire seront introduits.
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Partie 1

Caractérisation pharmacologique de
nouveaux ligands fluorescents
traceurs des récepteurs de
I’angiotensine
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Objectifs

L’objectif a long terme de ce projet de thése est d’étudier I’impact de la S-nitrosation par un
donneur de NO sur le récepteur AT et d’explorer la voie potentiellement bénéfique de la B-arrestine qui

peut étre mesurée par le suivi de ’internalisation du récepteur AT1 consécutive a son activation.

Le manque d’outils sélectifs pour tracer le récepteur AT: endogene a été discuté précédemment

et rend obligatoire la synthése et la caractérisation de nouveaux traceurs fluorescents.

En collaboration avec deux laboratoires, le Laboratoire de Chimie Physique Macromoléculaire
LCPM avec le Dr Samir ACHERAR et le Laboratoire Lorrain de Chimie Moléculaire (L2CM) avec le
Dr Michel BOISBRUN, un premier lot de ligands ciblant AT; rendus fluorescents et leur homologue
non fluorescent a été dessiné et synthétisé. Le fluorophore Cyanine 3 (+/- I’ajout d’un linker) a été greffé
sur un peptide agoniste d’AT1 (Ang IlI), un peptide blanc, un peptide agoniste biaisé vers la voie -
arrestine d’AT1 (TVRO027) et un antagoniste d’ AT (Losartan).

Il est nécessaire de caractériser pharmacologiquement ces nouvelles sondes fluorescentes car
I’ajout du fluorophore sur les peptides fait qu’il s’agit de nouveaux ligands. Il faut donc déterminer si la
modification chimique des ligands d’origine par 1’ajout de ce fluorophore impacte leurs propriétés
pharmacologiques et, si oui, en quel sens. Ces ligands fluorescents seront également comparés a un
agoniste fluorescent (TAMRA-ANg 1) commercialisé durant le déroulement de ma thése et qui n’est

pas caractérisé au niveau pharmacologique.

Ainsi I’objectif de la premiére partie de ces travaux expérimentaux est de déterminer I’affinité et
la sélectivité des ligands fluorescents, synthétisés ou commerciaux, pour les récepteurs AT et les
récepteurs AT, de I’Ang II. Les tests fonctionnels qui seront réalisés sur les récepteurs AT1 permettront

de déterminer I’état de conformation du récepteur que les ligands pourront lier.

L’affinité d’un ligand pour son récepteur est la force d’interaction entre le ligand et son récepteur.
La sélectivité d’un ligand correspond a la capacité d’un ligand a faire la distinction entre des récepteurs
apparentés, montrant une affinité plus élevée pour 1’un par rapport a d’autres. Ainsi nous pourrons
observer des ligands sélectifs pours les récepteurs AT: par rapport aux récepteurs AT, et inversement.
La sélectivité des nouveaux ligands fluorescents synthétisés a été testée par 1’intermédiaire de la

technique de cytométrie en flux.

La spécificité des ligands fait référence a leur capacité a identifier et se lier a un récepteur d’intérét
avec une affinité appropriée et avoir une réactivité croisée faible ou nulle avec d’autres récepteurs
(Salomone & Waeber, 2011). Méme si nous pourrions supposer que ces ligands fluorescents conservent

la méme spécificité que les peptides natifs envers leurs récepteurs cibles, la spécificité des ligands
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fluorescents synthétisés pour les récepteurs de I’Ang Il n’a pas été établie de maniére précise ici car
I’¢étude sur des récepteurs différents de ceux de I’Ang Il n’a pas été menée. Par la suite nous parlerons
de spécificité de liaison des ligands fluorescents lorsque ceux-ci se lieront aux récepteurs de 1’Ang II en
opposition a la liaison non spécifique de ces mémes ligands déterminée soit par liaison des ligands
fluorescents aux récepteurs endogénes des cellules contrdles négatifs (en cytométrie en flux, cf.
protocole p70 et résultats p83) soit par la quantité de liaison chassée par un ligand non fluorescent en

exces (en microscopie confocale, cf. protocole p71 et résultats p100).

Afin d’étudier I’affinité et la sélectivité des ligands fluorescents, plusieurs tests cellulaires in vitro
ont été établis, dans lesquels le récepteur AT est exprimé de maniére hétérologue en tant que protéine
de fusion, soit avec la protéine fluorescente GFP soit avec une luciférase, la nanoluciférase Nluc. La
sélectivité des différents ligands a été mesurée a l'aide d'une analyse originale de trieur de cellules
activées par fluorescence (FACS), la cytométrie en flux. L'activation de la voie AT1/Gq a été déterminée
par la mesure de la libération de calcium intracellulaire et le recrutement de Gq au récepteur par BRET.
Le recrutement des B-arrestines a été mesuré par BRET et l'internalisation de AT, a été évaluée en
microscopie par épifluorescence. Pour tester leur sélectivité, nous avons comparé les propriétés des

ligands sur le deuxiéme récepteur de I’Ang 11, ATo.

Les ligands fluorescents ont également été caractérisés ex vivo sur des arteres cérébrales
moyennes de rat isolées. Ces derniéres ont été exposées aux différents ligands afin de déterminer leur

effet vasoactif.

De nombreuses optimisations de protocoles ont été nécessaires afin d’étudier au mieux les
différents comportements des ligands fluorescents. En effet, il s’agit de nouveaux outils
pharmacologiques et les conditions expérimentales ont di étre adaptées. Ces optimisations seront
synthétisées dans un tableau récapitulatif avant la description des résultats de la caractérisation des

ligands fluorescents proprement dite.

Ces travaux ont été réunis dans un article qui est soumis au Journal of Medicinal Chemistry
intitulé « Synthesis and pharmacological characterization of fluorescent ligands targeting the
angiotensin Il receptors derived from agonist, p-arrestin biased agonist and antagonist ». Cet article est

ajouté en annexe a ce manuscrit.
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Matériels et méthode

l. Matériels

Les fluorophores choisis pour le greffage aux différents ligands doivent respecter plusieurs
criteres : avoir un spectre dans le rouge pour sortir de 1’autofluorescence des tissus, étre brillants, étre
capables de faire du transfert d’énergie avec la GFP, voire avec la Nluc, et avoir de bonnes propriétés
de fluorescence (Tableau 4). Ainsi la Cyanine 3 (Chemforase, Mont Saint-Aignan, France) a été couplée
aux différents ligands. La TAMRA (Tetramethylrhodamine), retrouvée dans la sonde fluorescente
commerciale, a un spectre d’émission proche de la Cy3 (Figure 21 A), des propriétés de fluorescence
similaires a la Cyanine 3 (Tableau 4) et a été greffée sur I’Ang II de la méme maniére que la Cyanine
3 (Figure 21 B et C).

A GFP Cy3 TAMRA
S ,
a)
=
©
© | |
o ' |
g | |
£ | I
Longueur d’onde (nm) RQZZ:Z:::EXMS
B C
o 0_{\_\
HN-DRVYIHPF HN-DRVYIHPF
Cy3-Ang II TAMRA-Ang IT
(1484,8 g.mol™!) (1458,7 g.mol ™)

Figure 21: Spectres de fluorescence et formules chimiques des différents fluorophores utilisés (d’aprés
ThermoFisher Scientific). (A) Spectres de fluorescence des différents fluorophores. Les spectres d’excitation sont représentés
en pointillés et les spectres d’émission ont une courbe pleine. Les recouvrements spectraux correspondent au chevauchement
entre I’émission de la GFP et I’excitation de la Cy3 et de la TAMRA. La fléche noire représente le déplacement de Stokes de
la GFP. (B) Formule chimique du ligand Cy3-Ang Il. (C) formule chimique du ligand TAMRA-ANg Il. Cy3 : Cyanine 3;
GFP : green fluorescent protein ; TAMRA : Tetramethylrhodamine
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Tableau 4 : Comparaison des propriétés photo-physiques des trois fluorophores utilisés : GFP, Cy3 et TAMRA.

Cy3 : Cyanine 3 ; GFP : green fluorescent protein ; TAMRA : Tetramethylrhodamine

Coefficient d’extinction Rendement Brillance Déplacement de Photo-

molaire ¢ (M*.cm™) quantiqgue @ | (Mt.cm?) Stokes (nm) stabilité
GFP 56 000 0,6 3,36 x 10* 21 +
Cy3 150 000 0,31 4,65 x 10* 12 ++
TAMRA 90 000 0,1 0,9 x 10* 26 ++

D’aprés la structure tridimensionnelle d’AT1 1ié a I’ Ang I1, I’extrémité C-terminale du peptide est
dans la poche formée par les DTMs de AT et son extrémité N-terminale est dirigée vers la surface du
récepteur. La Cyanine 3 a été couplée a I’Ang II, au TRV027 ainsi qu’au peptide blanc a I’extrémité N-
terminale de ces différents peptides afin d’éviter d’altérer la liaison aux récepteurs. Pour le Losartan, le
fluorophore Cy3 a été ajouté sur sa fonction alcool. D’aprés des données précédentes du laboratoire du
Dr M. Boisbrun, un espaceur séparant le fluorophore des ligands a été choisi, le groupement 2,2’-
(éthane-1,2-diylbis(oxy))bis(éthane-1-amine). Les modifications chimiques et le greffage sur la fonction
alcool primaire du losartan modifient peu la reconnaissance de la molécule par le récepteur AT: (M.
Meyer et al., 2018). Cet espaceur (appelé linker) a également été utilisé en deuxiéme intention sur les
peptides fluorescents précédents afin d’éloigner la Cyanine 3 du peptide dans le but de limiter
I’encombrement stérique que peut provoquer ce greffage et éventuellement rapprocher
donneur/accepteur dans le cas d’une mesure de liaison par FRET entre le récepteur GFP-AT: et les

ligands fluorescents.

Le peptide de I’Ang II et la sonde TAMRA-ANg |l (ajoutée au cours de la these car non disponible
au début) ont été achetés chez Sigma-Aldrich (St Louis, USA) et Eurogentec (Seraing, Belgique)
respectivement. Les autres ligands ont été synthétisés par nos collaborateurs chimistes et Melissa Colin,

doctorante du laboratoire.
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Tableau 5 : Liste des différents ligands fluorescents étudiés en tant que potentiel ligand traceur des récepteurs AT1/ATo..
Ang Il : angiotensine Il ; Cy3 : Cyanine 3 ; L : linker ; PB : peptide blanc ; TAMRA : Tetramethylrhodamine

Ligands Formule en acides aminés Effets sur AT Masse Molaire | Pureté
0,
fluorescents attendus (g.molY) (%)
Cy3-Ang Il Cy3-DRVYIHPF Agoniste 1484,8 95,2
Cy3-L-Ang Il Cy3-linker- DRVYIHPF Agoniste 1645 94
TRV027 Sarcosine-RVYIHPa Agoniste biaisé 926 96,5
Cy3-TRV027 Cy3- Sarcosine-RVYIHPa Agoniste biaisé 1370 96,9
Cy3-L-TRV027 Cy3-linker- Sarcosine- Agoniste biaisé 1525 93
RVYIHPa
Peptide blanc YFHPDVIR Aucun effet 1046 99,2
(PB)

Cy3-PB Cy3- YFHPDVIR Aucun effet 1484,8 92,5
Cy3-L-PB Cy3-linker- YFHPDVIR Aucun effet 1645 95,2
Los-L-Cy3 - Antagoniste 1120 99,5

Ang Il DRVYIHPF Agoniste 1045,5 >95

TAMRA-ANg Il TAMRA- DRVYIHPF Agoniste 1458,7 > 95

Une seule lignée cellulaire a été utilisée, les cellules embryonnaires rénales humaines
immortalisées HEK 293 (ATCC Cat# CRL-1573, RRID :CVCL_0045), mais modifiée génétiquement

avec différents plasmides suivant les différentes expériences.

Des transfections stables ont été établies pour surexprimer les récepteurs humains ATi ou AT»
marqués par une étiquette Flag ou par la protéine fluorescente EGFP (notée GFP par la suite) sur leur

extrémité N-terminale extracellulaire dont les vecteurs sont cités ci-apres.

Le vecteur Flag-AT; codant pour le récepteur humain étiqueté Flag-AT; était un don de 1’équipe
de Leclerc. Les vecteurs d’expression pIRES (Clontech) codant pour le récepteur humain fluorescent
EGFP-AT: ou le récepteur humain fluorescent EGFP-AT, étaient un don du Pr. Haiech et Pr. Kilhoffer
(Université de Strasbourg) et de PCBIS (UMS3286, CNRS, Université de Strasbourg). Le vecteur GFP-
AT; est publié dans un article de notre équipe (Bouressam et al., 2019). Succinctement, le récepteur est
exprimé avec, a son extréemité N-terminale extracellulaire, le fluorophore précédé d’un peptide signal
pour la translocation de la protéine de fusion vers la membrane du réticulum endoplasmique (Vollmer

et al., 1999). La construction a été vérifiée par séquengage d’ADN avant la transfection.
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D’autres vecteurs d’expression sont utilisés pour exprimer transitoirement différents génes dans
les cellules lors de nos expériences. Ainsi, des biosenseurs ont été développés pour les expériences de
BRET décrites dans la méthodologie. Les plasmides codant les protéines d’intérét utilisés pour ces
expériences sont: pcDNA3-YPET-ARRB2; pcDNA3-YPET-ARRB1; pcDNA3-Venus-miniG ;
pcDNA3-Venus-MP et pcDNA3-hindlll-FlagAT1Rh-Nluc.

Le vecteur pcDNA3-YPET-ARRB2 code pour la B-arrestine 2 couplée a la protéine fluorescente
YPET (don du Dr. Séverine Morisset (EI Khamlichi et al., 2019)). Le vecteur pcDNA3-YPET-ARRB1
codant pour la B-arrestine 1 couplée a la protéine fluorescente YPET a été cloné au laboratoire. Les
vecteurs pcDNA3-Venus-miniG codent pour différentes protéines G couplées a la protéine fluorescente
Venus dérivée de la YFP (yellow fluorescent protein) (miniGg, miniGi, miniGi2 et miniGs). Les
plasmides pour les miniG ont été gracieusement fournis par le Dr. Nevin Lambert (Université d’ Augusta,
Etats-Unis (Wan et al., 2018)). Ces miniG sont des protéines Ga modifiées, dépourvues d’ancrage
membranaire et de site de fixation aux sous-unités Gy et ne permettant pas la libération du GDP. Ainsi,
la stabilité du complexe formé avec le récepteur sera augmentée. Ces miniG sont fusionnées avec le
fluorophore Venus. Le vecteur pcDNA3-Venus-MP code pour un traceur fluorescent de la face interne
de la membrane plasmique développé également par le Dr. Nevin Lambert. La protéine fluorescente
Venus a été fusionnée avec le fragment C-terminal de KRas4B chargé positivement qui code pour 25
acides aminés riches en lysines RKHKEKMSKDGKKKKKKSKTKCVIM (Kuravi et al., 2010).

Pour finir, j’ai réalisé le clonage du vecteur pcDNA3-hindllI-FlagAT1Rh-Nluc codant pour le
récepteur AT1couplé a une nanoluciférase Nluc intracellulaire sur son extrémité C-terminale. pcDNA3

porte le géne de résistance a I’ampicilline.

Il. Méthodes

Pour le clonage du plasmide pcDNA3-hindlll-FlagAT1Rh-Nluc (Figure 22), nécessaire lors des
expériences de BRET, le systeme de clonage In-fusion de Takara a été utilisé. Les sequences
oligonucléotidiques des amorces ont été déterminées avec le site de Takara Bio et synthétisées par
Eurofins Genomics. Le récepteur AT: est exprimé avec, & son extrémité N-terminale, un Flag
(DYKDDDDK) précédé d’une séquence Kozak accacc permettant une traduction optimale du géne
d’intérét. Un peptide espaceur de 6 acides aminés (LSNENE) se situe entre le gene codant le récepteur

(sans le codon stop) et celui codant la Nano luciférase (NanoLuc® luciférase).
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Figure 22 : Carte génétique du plasmide utilisé pour surexprimer le récepteur ATz couplé a la Nano luciférase
dans les cellules HEK 293 (créé via SnapGene). Cette carte illustre le récepteur ATy exprimé avec, a son extrémité N-
terminale, un Flag suivi d’un peptide espaceur de 6 acides aminés puis du géne codant la Nano luciférase. En amont du gene
codant ATz, une séquence Kozak est ajoutée permettant une traduction optimale du géne d’intérét.

Les cellules HEK 293 ont été cultivées en atmosphere humide dans un incubateur (20% O, 5%
CO,, 37°C) dans des flasques de 75cm? dans du milieu MEM (Minimum Essential Medium, référence
P30-3306 NGlowBiotech) complémenté de 10% de sérum de veau feetal (SVF) (référence P30-3306
PAN Biotech), 2mM de glutamine (référence 25030-024 GIBCO) et 1% d’antibiotiques (pénicilline a
100unités/mL et streptomycine 100ug/mL, référence 15140-122 GIBCO). Lorsqu’elles atteignent
environ 80% de confluence, le milieu est éliminé, les cellules sont rincées au PBS puis 1,5mL de trypsine
est ajouté dans chaque boite. Aprés incubation 5 minutes a 37°C, du milieu complet est ajouté pour
inhiber I’action de la trypsine puis un petit volume de cellules est prélevé puis ajouté dans une nouvelle
boite contenant 15mL de milieu complet. Les passages cellulaires s’effectuent a une fréquence de 2 par

semaine. Tous les réactifs ont été achetés chez Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France).

J’ai réalisé le clonage de la lignée HEK 293 GFP-AT: en transfection stable. Les cellules ont été
étalées sur des boites de culture de 10cm pendant un jour, puis transfectées avec 18ug de plasmide en
utilisant la méthode de précipitation au phosphate de calcium (Vollmer et al., 1999). La sélection avec
antibiotique a commencé deux jours plus tard avec 600pg.mL* d’antibiotique G418 (Invitrogen). Des

clones cellulaires isolés ont eté collectés apres 3 semaines de sélection.
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Principe :

Le principe de cette méthode est de mesurer la libération calcique intracellulaire dépendante de
I’activation des protéines hétéromériques de type Gq. La sonde calcique utilisée pour étudier la
dynamiqgue de la signalisation calcique est la sonde fluorescente Fluo-4-acetoxymethyl (AM) (Gee et
al., 2000).

Aprés avoir traversé la membrane plasmique des cellules, cette sonde sera hydrolysée sous sa
forme carboxylée active imperméable a la membrane, le Fluo-4 dont les caractéristiques sont résumées
dans le tableau 6. Elle deviendra donc sensible aux ions calcium qu’elle pourra lier, augmentant ainsi

son intensité de fluorescence.

Tableau 6 : Caractéristiques du Fluo-4

A excitation | A émission | Kp (Ca?*) | ¢ (M.cm?) | Rendement quantique ¢

Fluo-4 494 nm 516 nm 345 nM 88 000 0,14

Ainsi, des cellules HEK 293 surexprimant le récepteur AT; seront incubées avec cette sonde et il
sera possible de suivre en temps réel la libération calcique dépendante de la signalisation Gq suite a
I’activation du récepteur AT1 par les différents traceurs testés. Ainsi les réponses fonctionnelles ou la

puissance antagoniste des traceurs seront mesurées.

Protocole expérimental :

Des cellules HEK 293 surexprimant de maniére stable les récepteurs Flag-AT; ont été cultivées a
600 000 cellules/mL pendant deux jours dans du milieu MEM complet en atmosphére humide dans un
incubateur (20% O,, 5% CO,, 37°C) en T10. Elles ont ensuite été chargées avec 2,5uM de Fluo-4-AM
(Molecular Probes, Invitrogen, Cergy Pontoise, France) en présence de 2,5mM de probénécide (Sigma-
Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) pendant une heure. Les cellules ont ensuite été rincées et
collectées dans du PBS et mises en suspension dans 12mL de tampon HEPES (10 mM HEPES pH 7,4,
137,5 mM NaCl, 1,25 mM MgCI2, 1,25 mM CaCl2, 6 mM KCI, 5,6 mM glucose, 0,4mM NaH2PO4).
Les cellules ont été distribuées dans une plaque 96-puits (Greiner 655090, 100pL/puits) et centrifugées
pendant 5 minutes a 800 rpm. Les composés testés ont été dilués en série dans le tampon physiologique
HEPES. Les antagonistes utilisés ont été pré-incubés avec les cellules pendant 30 minutes avant

’activation par le composé testé.
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Les augmentations de calcium intracellulaire provoquées par les agonistes, injectés apres 30
secondes de mesure, ont été enregistrées a I’aide d’un lecteur de microplaques Flexstation IIT (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA) avec une mesure toutes les 3 secondes pendant 220 secondes a 25°C,
par émission de fluorescence a 520nm (excitation a 485nm). Les amplitudes de réponse maximales ont
été normalisées au niveau de fluorescence de base. Pour chaque concentration de 1’agoniste, la valeur
maximale de I’augmentation de la concentration en calcium a été déterminée afin de construire des
courbes concentration-réponse. Chaque condition est réalisée en duplicat. Le logiciel d’analyse utilisé
est KaleidaGraph 4.0.

Des cellules HEK 293 surexprimant de maniére stable les récepteurs humains GFP-AT; ou GFP-
AT, ont été cultivées a 80 000 cellules/puits pendant 48h en atmosphére humide dans un incubateur
(20% O, 5% CO,, 37°C) dans des plaques 24-puits contenant du milieu MEM complet sur des lamelles
de 12 mm de diametre pré-recouvertes de collagene de rat de type | (60 pg/mL, référence 11179179001).
Les différents ligands testés ont été dilués dans du tampon physiologique HEPES (0,1% BSA) et ajoutés
aux cellules pendant 30 minutes a 37°C. Aprés incubation, les cellules sur lamelles ont été fixées dans
du PBS contenant 4% de paraformaldéhyde pendant 15 minutes, rincées deux fois avec du PBS et
exposées 15 minutes a 50mM de NH4Cl afin d’éteindre la fluorescence restante du paraformaldéhyde.
Aprés deux autres ringages dans du PBS, les lamelles ont été collées sur des lames a I’aide d’un agent
de montage (Mowiol, Calbiochem). L’acquisition des images a été réalisée avec un microscope a
épifluorescence LEICA (microscope motorisé LEICA DM5500B avec caméra froide Leica CTR 6000).

Les figures ont été créées avec le logiciel ImageJ.

Principe :

La technique de transfert d’énergie par résonance de bioluminescence (BRET) est basée sur
I’expression hétérologue de deux protéines de fusion, I’une couplée a un donneur d’énergie luminescent
(la luciférase) et I’autre couplée a un fluorophore. Lorsque ces deux proté€ines se retrouvent a une
distance inférieure & 100 A, Iénergie produite par la réaction de la luciférase avec son substrat peut étre
utilisée pour exciter un fluorophore. Cette technologie consiste & fusionner la luciférase (le donneur) et
la molécule fluorescente (1’accepteur) aux protéines d’intérét. Ainsi le récepteur est couplé au donneur,
en fusion sur son extrémité C-terminale, et les effecteurs sont couplés a I’accepteur d’énergie. Lorsque
ces constructions de fusion sont coexprimées dans des cellules, elles permettent d’étudier de maniére
quantitative leur interaction en temps réel, se traduisant par 1’émission de fluorescence de 1’accepteur
lorsqu’il est & une distance inférieure a 100 A du donneur. Le signal BRET, ou le rapport BRET,

correspond a 1’énergie émise par I’accepteur par rapport a celle émise par le donneur.
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Ainsi, le récepteur AT, fusionné a la NLuc luciférase sera le donneur d’énergie et les différents
accepteurs seront les fluorophores couplés aux protéines effectrices dont le recrutement a la membrane
est étudié : B-arrestine 1, B-arrestine 2, miniGg, miniGi, miniGy, et miniGs. Il est possible d’étudier le
BRET de proximité d’interaction de complexe protéique (Figure 23). Un autre accepteur, la Venus-MP,
a eté exprimé en exces dans les cellules afin de recouvrir la face interne de la membrane plasmique
(MP). Le récepteur fusionné au donneur produira un signal BRET, nommé BRET de collision, lorsqu’il
se localise a la membrane plasmique. Si ce récepteur est internalisé aprés son activation, la distance

entre le donneur et I’accepteur augmentera, diminuant le transfert d’énergie.

BRET d'interaction BRET de collision

Ligand Ligand

AT, AT,

D D
Suhstra’l‘i

Protéine A A A
| ‘/.'..IS udhus'gat duD —
— RET RET \\\{\
e W

Figure 23 : Schéma représentatif du BRET d’interaction et du BRET de collision (schéma réalisé via BioRender).
Le transfert d’énergie (RET) se fait entre le donneur (D) d’énergie et I’accepteur (A) couplé a la protéine d’intérét dans le cas
d’un BRET d’interaction. Dans le cas du BRET de collision, les accepteurs sont en exces couplés a une ancre lipidique. A :
accepteur ; D : donneur ; RET : transfert d’énergie par résonance

Protocole expérimental :

Les cellules HEK 293 ont été ensemencées a 500 000 cellules/mL pendant 24h en atmosphere
humide dans un incubateur (20% O, 5% CO,, 37°C) dans des plaques 6-puits (référence 353046,
Falcon) contenant 5mL de milieu MEM complet. La transfection transitoire des cellules est effectuée le

lendemain.

2h avant la transfection, le milieu MEM complet est éliminé et remplacé par 3mL de milieu MEM
complémenté avec 10% de SVF et 2mM de glutamine. La quantité de plasmide utilisée par puits pour
la transfection est de 3ug d’ADN des différents plasmides au total (Tableau 7 / Figure 24). Cette
quantité est diluée dans 300uL de milieu MEM puis 1’agent transfectant contenant 120uL de milieu
MEM et 9uL de Polyethyleneimine (PEI) max (Référence 24765-2, Polysciences) est ajouté a la
solution. Aprés homogénéisation, le mélange est incubé pendant 30 minutes a température ambiante.
Pour finir 430uL du mélange (plasmides + PEl max) est ajouté par puits. La plaque est de nouveau
incubée pendant 24h a 37°C, 5% CO..
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Tableau 7 : Quantité des différents plasmides utilisés pour la transfection transitoire des cellules HEK 293 dans
les expériences de BRET. ARRB : arrestine ; ATz : récepteur de type 1 de I’angiotensine II ; Nluc : nanoluciférase ; YPET :
yellow fluorescent protein

Donneur Flag-AT1Rh-Nluc Accepteur Plasmide vide pcDNA3

AT1-Nluc / Venus-miniG 0,1ug 0,8 ug 2,1ug
AT1-Nluc/ YPET ARRB 0,1ug 0,4 ug 2,5 ug
AT1-Nluc / Venus-MP 0,1ug 0,5 ug 2,4 ug

AT AT AT

A) ' B) ‘ C) .

NLuc NLuc NLuc
B-arrestine Venus Venus Venus
! Energy \__)'
‘/Energy Energy transfer
Venus transfer  /ypET transfer

Figure 24: Schéma représentatif des protéines de fusion utilisées pour déterminer les interactions
récepteur/effecteur et I’internalisation des récepteurs AT: (schéma réalisé via BioRender). (A) transfert d’énergic entre
AT1-Nluc et Venus-miniG illustrant le recrutement des miniG par les récepteurs AT activés par un agoniste. (B) transfert
d’énergie entre AT1-Nluc et YPET-ARRB illustrant le recrutement des B-arrestines 1 ou 2 par les récepteurs AT1 activés par
un agoniste. (C) transfert d’énergie entre AT1-Nluc et Venus-MP illustrant les récepteurs ATz a la surface de la membrane
plasmique.

Le lendemain, une plaque 96-puits blanche a fond blanc opaque (référence 655073, Greiner) est
pré-coatée avec 100uL de collagene de rat de type | (60 pg/mL) pendant 15 minutes a température
ambiante. Le collagéne en exces est aspiré et la plaque séche pendant 10 minutes. En attendant, les
cellules transfectées dans la plaque 6-puits sont resuspendues dans 1,3mL/puits de milieu MEM complet
frais. Les cellules sont décollées par une série d’aspirations/refoulements douces avec la pipette puis
100pL de cellules transfectées/puits sont ajoutées a la plaque 96-puits pré-coatée. Les cellules sont

incubées 24h en atmosphére humide dans un incubateur (20% O;, 5% CO,, 37°C).

Le lendemain, le milieu de culture des cellules est éliminé puis remplacé par 80uL/puits de
tampon physiologique HEPES (0,2% BSA au lieu de 0,1%). Les composés testés ont été dilués en série
dans le tampon HEPES (0,2% BSA). Les antagonistes utilisés ont été pré-incubés avec les cellules
pendant 30 minutes avant I’activation par le composé testé. Dans la plaque 96-puits, 10uL des composés
a tester ont été ajoutés suivi du substrat NLuc Glow (dilué au 1/80 dans du tampon HEPES (0,2% BSA)
(Interchim, Montlugon, France) 10 minutes avant 1’enregistrement du point final BRET. Les signaux
ont été acquis dans un appareil VictorLight (Pekin Elmer) & 37°C. Pour chaque puits, la lumiere émise
est mesurée de maniére consécutive a la longueur d’onde d’émission du donneur (Nluc, filtre d’émission
435-385nm) et a la longueur d’onde d’émission de 1’accepteur (YPET ou venus, filtre d’émission a 510-

560nm).
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Un « ratio BRET » correspondant au signal dans le « canal accepteur » (filtre bande passante 510-
560nm) divise par le signal dans le « canal donneur » (filtre bande passante 435-385nm) a été calculé.
La valeur de « netBRET » est ensuite calculée en soustrayant le « ratio BRET » des cellules exprimant
uniquement le donneur d’énergie au « ratio BRET » des cellules exprimant le donneur et 1’accepteur
d’énergie (pour le méme temps d’activation). Pour finir, les signaux BRET modulés par un agoniste
sont calculés en soustrayant le signal netBRET obtenu sans activation des récepteurs aux autres signaux
netBRET.

Un minimum de 3 expériences indépendantes a été réalisé en 2 réplicats et les données ont été

analysées a I’aide du logiciel GraphPad Prism 8.0.2.

Principe de la cytométrie en flux :

Cette technique permet d’évaluer les caractéristiques individuelles de chaque particule présente
dans une suspension, qu’il s’agisse de cellules, de bactéries, de parasites ou de billes. Elle permet de
mesurer des aspects tels que la taille, la forme, la granulosité ainsi que la présence de composants ou de

fonctions détectables par des molécules fluorescentes.

Les particules en suspension passeront devant un ou plusieurs faisceaux laser, tandis que des

détecteurs enregistrent les signaux émis par chaque particule comprenant :

- Lalumiére diffusée a de faibles angles (Forward Scatter, FSC), qui renseigne sur la taille des

particules

- La lumiére diffusée a 90 degrés (Side Scatter, SSC), qui renseigne sur la forme, la structure

interne et la granularité des particules

- Les signaux de fluorescence comprenant : la fluorescence émise par la particule elle-méme
(autofluorescence) et la fluorescence émise par une molécule fluorescente qui se lie

spécifiqguement a la particule

Les données collectées sont ensuite présentées sous forme de graphiques ou d’histogrammes,

accompagnés de statistiques relatives aux populations cellulaires et aux parameétres étudiés.

Cette méthode est utilisée pour visualiser et quantifier la liaison des différents ligands fluorescents

aux cellules surexprimant les récepteurs AT; ou AT..
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Protocole expérimental :

Les cellules HEK 293 exprimant de maniére stable les récepteurs GFP-AT; ou GFP-AT; ou les
cellules HEK 293, servant de contrdle négatif, ont été cultivées en atmosphére humide dans un
incubateur (20% O, 5% CO,, 37°C) dans du milieu MEM complet pendant deux jours en T10. Les
cellules ont ensuite été rincées dans du PBS et recueillies dans du PBS-EDTA 5mM. Aprés une
centrifugation des cellules a 1000g pendant 5 minutes, elles ont été resuspendues dans du tampon
HEPES (0,2% BSA).

Les cellules ont ensuite été préincubées a 37°C avec les différents ligands testés pendant 15
minutes, avec 6 concentrations différentes par ligand afin d’obtenir une courbe concentration-réponse.
Aprés une premiére centrifugation a 2000g a 4°C pendant 5 minutes, le surnageant est éliminé et les
cellules sont resuspendues dans 200uL de tampon HEPES (0,2% BSA), puis une seconde centrifugation
est faite dans les mémes conditions que précédemment. Le surnageant est de nouveau éliminé, les
cellules sont resuspendues dans 750l de PBS-EDTA et conservées dans la glace jusqu’a 1’analyse au
cytometre. Afin de séparer les éventuels agrégats cellulaires, la suspension cellulaire est filtrée (toile
NITEX 80um, référence 074008 Dutscher) avant d’étre analysée. La fluorescence GFP et Ia
fluorescence de la Cy3 ont été détectées par analyse de 10 000 cellules par échantillon sur un cytometre
Celesta Sorp comprenant 4 lasers (BD, Biosciences, San Diego, CA, USA). La GFP a été excitée par un
laser a 488nm, 1’émission a été capturée entre 530 et 560nm. La Cy3 ou la TAMRA ont été excitées par

un laser a 561nm, I’émission a été capturée entre 585 et 600nm.

Principe :

Cette étude par microscopie confocale a fluorescence est combinée a une nouvelle méthode
quantitative d’analyse d’images mise en place dans le laboratoire de Karen Martinez (Brinkenfeldt et
al., 2023) (Short-Term Scientific Mission CA18133 — Université de Copenhague). Cette expérience a
pour objectif d’étudier et de quantifier la liaison spécifique des différents ligands fluorescents

synthétisés au récepteur AT:.

L’équipe de Karen Martinez a développé deux logiciels, HITIAN et RevCell. Le premier logiciel
permet de déterminer de maniére automatisée 1’intensité de fluorescence de la membrane plasmique a
environ 300 emplacements distincts de chaque cellule imagée et ainsi créer un grand ensemble de
données a partir de ces images. Ensuite le deuxiéme logiciel permet de déterminer le Kp d’un ligand

pour son récepteur en fonction de la densité de récepteurs dans un pixel de la membrane plasmique.
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Protocole de détermination du Kp du Losartan-Cy3 :

Les cellules HEK 293 ont été ensemencées & 50 000 cellules/puits pendant 24h en atmosphére
humide dans un incubateur (20% O, 5% CO,, 37°C) dans du milieu DMEM (DMEM/F-12(1 :1)1X +
GlutaMAX, référence 31331-028 Gibco) complémenté de 10% de SVF et 1% d’antibiotiques
(pénicilline et streptomycine) dans des lamelles a 8-puits d’ibidi pré-recouvertes de poly-L-lysine

(0,01% ; CAS 25988-63-0, Sigma). La transfection transitoire des cellules est effectuée le lendemain.

La quantité de plasmide utilisée par puits pour la transfection est résumée dans le tableau 8. Cette
guantité est diluée dans 200uL de milieu OptiMem puis la lipofectamine 2000 (référence 11668-027
Invitrogen) est ajoutée. Aprés homogénéisation, le mélange est incubé pendant 15 minutes a température
ambiante. Pour finir, 200uL du mélange (plasmides + Lipofectamine) sont ajoutés par puits de chambre
ibidi ou le milieu a été préalablement éliminé. La plaque est de nouveau incubée pendant 24h a 37°C,
5% CO..

Tableau 8 : Quantité des différents plasmides utilisés pour la transfection transitoire des cellules HEK 293 dans
les expériences de microscopie confocale

GFP-AT, GFP-AT; GFP-Mas
Plasmide 2Ug 2Ug lug
Lipofectamine 6L 4uL 5uL
OptiMem 200pL 200pL 200pL

24 h apres la transfection, les cellules sont incubées pendant 15 minutes a 20°C avec différentes
concentrations du ligand d’intérét étudié. Les antagonistes utilisés en exces (Losartan ou PD123319 a
10°mol.Lt) ont été pré-incubés a 37°C avec les cellules pendant 15 minutes avant I’activation par le
composé testé. Apres incubation, les cellules ont été rincées avec du tampon HEPES (0,2% BSA) avant
d’étre fixées dans du PBS contenant 4% de paraformaldéhyde pendant 5 minutes, puis rincées deux fois

avec le tampon HEPES (0,2% BSA).

Les échantillons ont été imagés avec un microscope confocal & balayage laser Olympus 1X81
utilisant un objectif a immersion dans I'huile x100, 1,4 NA. Les échantillons ont été éclairés
simultanément avec un laser de 480nm et un laser de 559nm, et 3 canaux ont été acquis en parallele :
lumiére d'émission a 500-545nm pour GFP ; émission de lumiere & 570-670nm pour Cy3 ; et la lumiére

de transmission. Chaque échantillon a été photographié dans cing champs de vision différents.

L’intensité de fluorescence de la Cy3 de la membrane plasmique a été mesurée pour toutes les
images de chaque échantillon et analysée a I’aide d’un script automatique développé en interne, les
logiciels MATLAB HiTIAN et RevCell. Succinctement, les balayages linéaires perpendiculaires le long

de la membrane plasmique ont été automatiquement dessinés et le signal lié a été extrait du canal
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correspondant via un ajustement gaussien du profil d'intensité. Toutes les mesures au sein du méme

échantillon ont été regroupées en un seul point décrivant cet échantillon.

Les données ont été ajustées dans Graphpad Prism 10 a l'aide d'un modéle « Un site — Liaison
totale et non spécifique » dans un ajustement commun : liaison totale sur les cellules surexprimant les

récepteurs puis liaison non spécifique avec un excés d’antagoniste des récepteurs.

Protocole de I’étude de 1’état d’oligomérisation des récepteurs ATy :

Les cellules HEK 293 ont été ensemencées a 50 000 cellules/puits pendant 24h en atmosphére
humide dans un incubateur (20% O, 5% CO,, 37°C) dans du milieu DMEM (DMEM/F-12(1 :1)1X +
GlutaMAX, référence 31331-028 Gibco) complémenté de 10% de SVF et 1% d’antibiotiques
(pénicilline et streptomycine) dans des lamelles & 8-puits d’ibidi pré-recouvertes de poly-L-lysine

(0,01% ; CAS 25988-63-0, Sigma). La transfection transitoire des cellules est effectuée le lendemain.

Les cellules ont été transfectées avec le plasmide SNAP-AT; (Cishio) dans 200uL de milieu
OptiMem puis la lipofectamine 2000 (référence 11668-027 Invitrogen) est ajoutée. Apres
homogénéisation, le mélange est incubé pendant 15 minutes a température ambiante. Pour finir, 200uL
du mélange (plasmides + Lipofectamine) sont ajoutés par puits de chambre ibidi ot le milieu a été
préalablement éliminé. La plaque est de nouveau incubée pendant 24h a 37°C, 5% CO..

Le lendemain, les cellules exprimant SNAP-AT; ont été marquées avec un mélange de ligand
Alexa Fluor 546 (BG-546) et de ligand Alexa Fluor 647 (BG-647) (New England Biolabs). Il s’agit de
deux ligands SNAP-surface. Les substrats ont d’abord été mélangés au rapport souhaité jusqu’a une
concentration totale de 2,5uM dans du milieu DMEM, puis ajoutés a la culture cellulaire. Le couplage
covalent SNAP-tag a été réalisé a 37°C, 5% CO; en atmosphére humide pendant 30 minutes. Les cellules
ont ensuite été lavées deux fois avec un tampon d’imagerie puis fixées dans du PBS contenant 4% de

paraformaldéhyde pendant 5 minutes, puis rincées deux fois avec le tampon HEPES (0,2% BSA).

La microscopie confocale a balayage laser a été réalisée sur une configuration confocale Olympus
IX81 aI’aide d’un objectif d’immersion dans 1’huile UPLSAPO 100x avec une ouverture numérique de
1,4. Le ligand BG-546 a été excité par un laser a 559nm, I’émission a été capturée entre 600 et 630nm.
Le ligand BG-647 a été excité par un laser a 635nm, 1’émission a été capturée entre 655 et 755nm.

Chaque échantillon a été photographié dans cing champs de vision différents.

Toutes les intensités de fluorescence mesurées ont été extraites des images brutes a I’aide d’un
script MATLAB (The Mathworks, Inc., Natick, MA) développé en interne et expliqué dans le protocole

précédent. Les données ont été ajustées dans Graphpad Prism 9.
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Toutes les expériences sont effectuées en conformité avec les recommandations de la
Communauté Européenne (directive 2010/63/UE) pour 1'utilisation des animaux de laboratoire. Les
protocoles et les procédures expérimentales ont été approuvés par le comité d’éthique régional sur
I’expérimentation animale (saisine BisNitroVivo APAFIS #15598) et les procédures expérimentales
hors champ ont été contrdlées par la SBEA (Structure en charge du Bien-Etre Animal, n° du projet
ACBS17-MCAIA) de I’Animalerie centrale du Campus Brabois Sant¢é ACBS dont le numéro
d’agrément est C54-547-30.

Les expériences sont réalisées sur des rats Wistar males normo-tendus, non consanguins, agés de
4 a 8 mois (Rj/Han : WI, Janvier, Le Genest-Saint-Isles, France). Les procédures sont réalisées en zone

EOPS (exempt d’Organismes pathogeénes Spécifiques) a I’ACBS.

Les rats sont anesthésiés par inhalation d’isoflurane (4% dans 1’02 a 2L.min) et mis a mort par
décapitation. Le cerveau prélevé est placé dans une solution saline physiologique (PSS) (119 mM NacCl,
24 mM NaHCOs;, 4,7 mM KCI, 1,17 mM MgSOQOs, 1,18 mM KH;PO4, 1,6 mM CaCl,, 6 mM glucose,
pH 7,4) a 4°C. Les artéres cérébrales moyennes (ACM) sont choisies comme modéle classique de
vaisseaux cérébraux isolés. Le segment d’ACM le plus proximal au polygone de Willis, dépourvu de
tissu conjonctif et d’artéres collatérales, est isolé sous loupe binoculaire et monté entre deux pipettes en
verre d’environ 100um de diamétre, fixé avec du fil de soie (diameter 20um, Ethicon, Issy-les-
Moulineaux, France) dans un artériographe d’Halpern (modele CH-1-LIN-SH, Living System
Instrumentation, Burlington, VT, USA). Par I’intermédiaire du circuit intraluminal, 1’artére est mise
sous pression et perfusée avec du PSS a 37°C filtré (filtre de 0,22 um ; pression de 80 mmHg et débit
intraluminal de 100 pL.mint). L artére est immergée dans une solution de PSS oxygénée (95% O, 5%
CO,) a 37°C (débit extraluminal de 10 mL.min™) pendant une heure afin de stabiliser le tissu, pour qu’il

récupére son tonus myogeénique.

L’artériographe est placé sous un microscope a fluorescence inversé (Axio Vert Al, Zeiss) relié
a un ordinateur par une caméra (Jenoptik, Optical Systems GmbH, D-07729 Jena) permettant ainsi

d’observer I’artére en temps réel en contraste de phase avec le logiciel ProgRes Capture.

Le diametre interne (DI) de base est mesuré a I’aveugle par deux opérateurs différents. Les
signaux ont été numérisés et stockés avec le logiciel d’acquisition de données WinDataq DI 720 (Dataq

Instruments, Akron, OH, USA).
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La viabilité¢ de I’ACM a ensuite été évaluée avec du chlorure de potassium KCI a 4.102mol.L™!
ajouté au bain extraluminal. La réponse contractile atteint un équilibre et est mesurée apres une
exposition de 5 minutes. La réponse est exprimée en pourcentage de variation du DI par rapport au DI
initial. La perfusion avec du KCI est suivie d’une période de ringcage au PSS de 5 minutes afin que

I’artére retrouve son DI basal.

Pour s’assurer de la viabilité de I’ACM tout au long de 1’expérience, une solution de sérotonine a
deux concentrations différentes (10 mol.L? et 10-° mol.L?) est ajoutée au bain extraluminal a la fin de
la manipulation. La réponse contractile est mesurée aprés une exposition de 5 minutes pour chaque
concentration et la réponse contractile est exprimée en pourcentage de variation du DI par rapport au DI
initial. Les artéres présentant moins de 20% de contraction pour ces trois solutions (KCI et deux

concentrations de sérotonine) sont exclues des résultats car leur intégrité est remise en cause.

Apreés I’évaluation de la viabilité au KCI, les artéres ont été exposées pendant 30 minutes a du
Losartan 1.10° mol.L? ou au PSS. Cette condition permettra de s’assurer que les variations de diamétre

qui pourront étre observées sont dépendantes des récepteurs ATi.

Les arteres ont ensuite été exposées aux différents peptides étudiés a des concentrations allant de
1.10"? mol.L* a 1.10® mol.L ™ avec 5 minutes d’exposition par concentration de peptide. Les temps
d’exposition étaient réalisés a 1’obscurité lorsque les peptides testés présentaient de la fluorescence. Les
courbes concentration-réponse aux peptides natifs (Ang I, TRV027 et peptide blanc) ont été comparées
aux courbes concentration-réponse des peptides fluorescents. L’ensemble de ces courbes a été comparé
aprés un prétraitement au PSS ou au Losartan. Afin d’exclure tout effet dépendant du temps et de 1’age

des animaux, les différentes conditions ont été réalisées dans un ordre aléatoire.

Les valeurs de DI ont ét¢ mesurées a 1’aveugle par deux opérateurs différents, garantissant des
mesures fiables et objectives. L’analyse statistique a été effectuée a 1’aide de Graphpad Prism version

8.0.2.
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Les réponses vasoactives des artéres cérébrales moyennes sont exprimées en pourcentage de
changement de DI par rapport a la valeur mesurée lors du prétraitement. Cette hormalisation permet de
limiter les sources de variation indésirables comme les différences anatomiques des artéres. Pour chaque
condition, la taille de I’échantillon est d’au moins n = 4, avec un effectif plus petit pour les groupes
prétraités au Losartan (compte tenu de la faible variabilité dans ces groupes témoins et afin d’éviter des

morts inutiles d’animaux).

Des courbes concentration-réponse aux peptides ont été construites pour chaque ACM et la moitié
de la concentration efficace maximale (EC50) a été calculée a 1’aide de 1’équation de Hill :
%changement DI = Emin + (Emax + Emin) / (1+10 (109EC50 - log(concentration)*pente de Hil)) "y E, i) et Emax SONt
respectivement la réponse minimale et maximale atteinte dans chaque courbe concentration-réponse.
Les différences dans les réponses vasoactives ont été déterminées par deux tests statistiques: une
ANOVA a deux facteurs (nature du peptide et présence ou non du fluorophore) suivi d’un test post-hoc
de Tukey (P < 0,05). Avec la sonde TAMRA-ANg Il, la différence de réponse vasoactive a €té
déterminée par un test ANOVA a un facteur (nature du peptide) suivi d’un test post-hoc de Bonferroni
(P <0,05).
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Reésultats et discussion
l. Parameétres testés et optimisés pour chaque expeérience in vitro

Travaux expérimentaux

L’optimisation de protocoles déja établis au sein des différents laboratoires et la mise au point de

nouveaux outils permettant d’étudier le récepteur AT, son interaction et sa signalisation induits par les

différents ligands fluorescents ont été nécessaires afin d’améliorer D’efficacité, la fiabilité et la

reproductibilité des expériences.

Ainsi, plusieurs paramétres tels que les cellules utilisées, le tampon physiologique, la température

et le temps d’incubation des composés testés ont été comparés dans les différentes méthodes. Les critéres

optimaux pour étudier ces différents composés sont récapitulés dans le tableau 9.

Tableau 9 : Conditions optimales d’expérimentation suivant les différentes méthodes in vitro. BRET : transfert
d’énergie par résonance de bioluminescence ; BSA : albumine de sérum bovin ; GFP : green fluorescent protein

Méthode Cellules utilisées Tampon Temps Température = Fixation
physiologique  d’incubation / des
d’activation cellules
Cytométrie HEK 293 HEPES 0,2% 15 minutes 37°C Non
en flux HEK 293 Flag-AT: BSA
HEK 293 EGFP-AT;
Réponse HEK 293 Flag-AT: HEPES ss Cinétique / 25°C Non
calcique BSA Antagoniste 30
minutes avant
BRET HEK 293 + HEPES 0,2% 10 minutes / 37°C Non
transfection BSA Antagoniste 30
transitoire minutes avant
Imagerie en = HEK 293 EGFP-AT:  HEPES 0,1% 30 minutes / 37°C Oui
épifluoresce = HEK 293EGFP-AT; BSA Antagoniste 30
nce minutes avant
Microscopie HEK 293 + HEPES 0,2% 15 minutes / 20°C Oui
confocale transfection BSA Antagoniste 15
transitoire minutes avant

Le contrdle de la température d’incubation permet d’inhiber ou non !’internalisation des

récepteurs selon 1’objet de I’étude. En effet, I’internalisation n’a pas lieu a 20°C mais a lieu a 25°C et

37°C (Cézanne et al., 2004; Gicquiaux et al., 2002).

Les études de la réponse calcique induite par les récepteurs AT, suite & leur activation par les

composés testés sont réalisées a 25°C et non 37°C. En effet, les résultats sont ainsi plus reproductibles
car le temps de lecture d’une plaque 96-puits entiere dure plus de 45 minutes et la sonde fluorescente
calcique perd de son intégrité plus rapidement a 37°C qu’a 25°C. A 25°C les canaux calciques a la
membrane des cellules ne marchent plus, de ce fait seul le calcium du réticulum endoplasmique est

mesuré.
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L’utilisation de I’albumine de sérum bovin (BSA) dans le tampon physiologique HEPES permet
d’assurer une meilleure disponibilité des ligands de AT1, une meilleure reproductibilité et une meilleure
mesure en stabilisant et fluidifiant le tampon physiologique. De plus, la BSA, a une certaine
concentration, améliore la biodisponibilité des peptides comme nous pouvons le constater avec la
mesure de la réponse calcique des récepteurs AT induite par I’ Ang II (Figure 25, tableau 10). En effet,
la BSA a faible concentration semble améliorer la biodisponibilité du peptide Ang Il avec une ECso qui
diminue et une amplitude maximale plus importante en utilisant le tampon HEPES contenant 0,1% de
BSA. Cependant, les conditions concordant avec I’ECso retrouvée dans la littérature sont les expériences

avec un tampon sans BSA, avec une ECso de I’ Ang I pour les récepteurs AT1 de I’ordre du nanomolaire.
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Figure 25 : Effet de 1a BSA sur la mobilisation calcique intracellulaire aprés activation par ’Ang 11. Effet de la
BSA sur la mobilisation de Ca?* intracellulaire dans les cellules HEK 293 surexprimant les récepteurs Flag-AT: activés par
I’Ang II. Le graphique est représentatif d’une expérience distincte, avec un duplicat pour chaque condition, hormis I’ Ang II ss
BSA qui est représentatif de n = 7. Chaque point de données représente les valeurs moyennes (KaleidaGraph 4.0).

Tableau 10 : Valeurs d’ECso de I’Ang II suivant la concentration de BSA dans le tampon. Ang Il : angiotensine
11 ; BSA : albumine de sérum bovin

Ang Il ECso (M) n
Sans BSA 1,07+0,2x 10° 7
0,1% BSA 1,36 £ 0,37 x 1010 1
0,2% BSA 7,45 £ 5x1010 1
0,4% BSA 1,4+18x10% 1
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Concernant les expériences en cytométrie en flux, les cellules dont les clones surexpriment le plus
les récepteurs AT ou AT, ont été choisies préférentiellement. Les cellules HEK 293 servent de controle
négatif et permettent d’étudier la liaison non spécifique des différents composés testés. Plusieurs
températures et temps d’incubation ont été testés afin de limiter le bruit de fond de 1’expérience. Les
cellules étudiées n’ont pas été fixées pour ces expériences car cela compromettait I’intégrité des cellules

et engendrait une augmentation des débris cellulaires.

La signalisation du récepteur AT, étudiée par la méthode de BRET est réalisée a température
physiologique, soit 37°C. Pour cette méthode, le clonage du plasmide Flag-AT:-Nluc était nécessaire et
de nombreuses mises au point concernant la transfection des cellules ont été réalisées, notamment la
quantité de plasmide nécessaire pour chaque protéine effectrice. Des cinétiques d’activation ont été
réalisées avec les différents accepteurs testés (Venus-miniG, YPET-arrestines et Venus-MP), permettant
de confirmer une stabilisation du signal maximal mesuré a partir de 10 minutes d’activation des
récepteurs AT par les différents composés (Figure 26). Il a donc été décidé que les mesures prises pour
chaque condition se feraient dans ce laps de temps, avec une pré-incubation éventuelle par des
antagonistes non fluorescents. En effet, le blocage des signaux par les antagonistes permet de montrer

I’effet AT:-dépendant des composés fluorescents.
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Figure 26 : Cinétique d’activation des différents effecteurs du récepteur AT: aprés activation par I’Ang II.
Cinétique des courbes de recrutement des protéines par NanoBRET mesurées dans des cellules HEK 293 exprimant de maniere
transitoire le récepteur FlagAT1-Nluc et (A) YPET ARRB2, (B)Venus-miniGgq ou (C) Venus-MP aprés activation des
récepteurs par I’Ang II. Les graphiques sont représentatifs d’une expérience distincte, avec un duplicat pour chaque condition
(n =1). Chaque point de données représente les valeurs moyennes + SEM (Graphpad Prism 8.0.2)
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La mise au point de protocoles rigoureux et fiables assure I’obtention de résultats reproductibles
et de mesures justes. En utilisant ces méthodes expérimentales optimisées, les biais et erreurs potentielles
sont minimisés. Les meilleures conditions sont réunies pour observer et mesurer 1’impact des différents

traceurs fluorescents afin de les tester sur les récepteurs AT et également sur les récepteurs ATo.

Tous les tests suivants ont été réalisés sur le peptide blanc (PB), construit avec les mémes acides
aminés que 1’Ang Il mais dans un ordre aléatoire, servant de controle négatif. Ce peptide, avec ou sans
fluorophore, n’induit pas de réponse de la part du récepteur ATi. En effet, nous n’observons pas de
réponse calcique apres 1’ajout de ces peptides contrdles aux récepteurs ATi. Il n’y a pas de recrutement
des protéines Gq, des B-arrestines, ni d’internalisation observés. De plus, sur différentes lignées
cellulaires, nous observons une absence de marquage des cellules a la Cy3 que ce soit avec les lamelles
en immunofluorescence ou en cytométrie en flux. De ce fait, les variations que nous observerons avec
les autres ligands fluorescents seront bien spécifiques, dues a la séquence spécifique en acides aminés
et non & la Cyanine 3 ajoutée.

I1.  Sélectivité des ligands fluorescents pour AT,

Trois lignées cellulaires ont servi pour ces expériences : des cellules HEK 293 contréles négatifs,
des HEK 293 surexprimant les récepteurs Flag-AT; et des HEK 293 surexprimant les récepteurs GFP-
AT,. La fluorescence des cellules dans le canal de détection rouge de la Cy3 et TAMRA qui sera
observeée sur les cellules HEK 293 controles représente le bruit de fond de la manipulation, la liaison
non spécifique des ligands fluorescents. Ce bruit de fond est soustrait a la fluorescence Cy3/TAMRA
des autres lignées cellulaires. Ainsi, une augmentation du pourcentage de cellules marquées par la
Cy3/TAMRA est observée lorsque les ligands fluorescents couplés a la Cy3 se lient de maniére
spécifique a leur récepteur (Figure 27).

Les cellules HEK 293 ne surexprimant ni les récepteurs ATi ni les récepteurs AT, ont un
marquage a la Cy3 de I’ordre de 42,8% lorsque les cellules sont incubées 15 minutes avec 300nM de
Cy3-Ang Il (Figure 27 A). La liaison non spécifique de ce ligand est donc déterminée & 42% pour cette

concentration de ligand.

A cette méme concentration de Cy3-Ang Il, la population cellulaire des HEK 293 surexprimant
les récepteurs Flag-AT; est marquée a 79% par la Cy3 (Figure 27 B) et la population cellulaire des HEK
293 surexprimant les récepteurs GFP-AT, a un marquage a la Cy3 de 92% (Figure 27 C). En enlevant
le pourcentage de liaison non spécifique dans ces deux populations cellulaires la liaison spécifique aux

récepteurs est déterminée. Ainsi le ligand Cy3-Ang Il a 300nM se lie de maniere spécifique aux

80



Travaux expérimentaux

récepteurs AT: et aux récepteurs AT,. Le méme raisonnement s’applique pour le ligand TAMRA-ANg
I1 2 300nM avec une liaison spécifique aux récepteurs AT: (Figure 27 E) et aux récepteurs AT, (Figure
27 F). Il est intéressant de noter que le peptide TAMRA-AnNg Il donne un bruit de fond moins important
que le peptide Cy3-Ang Il (Figure 27 A vs D). Des résultats similaires sont observés avec le ligand

Cy3-L-Ang Il dont les résultats ne sont pas montres ici.

Les dérivés fluorescents de I’ Ang II couplés a la Cyanine 3 ou celui couplé a la TAMRA ont une
spécificité pour les récepteurs AT et pour les récepteurs AT, similaire pour une concentration donnée.
La liaison envers les récepteurs AT, semble plus important alors que 1’ Ang II est décrite comme ayant
une affinité similaire pour ses deux types de récepteurs. Ceci peut s’expliquer par une quantité plus

importante de récepteurs AT, a la membrane plasmique.

A des concentrations plus importantes de ligands fluorescents la liaison non spécifique sur les
cellules contréles HEK 293 masque la liaison spécifique des ligands aux récepteurs AT et AT, observée
précédemment. Ainsi les résultats présentés se cantonnent a des concentrations déterminées ou la liaison
spécifique est mesurable. Nous n’avons pas pu réaliser une courbe compléte de liaison afin de déterminer

les affinités de ces ligands fluorescents.

Les cellules controles HEK 293 ont un marquage a la Cy3 de I’ordre de 6% lorsque les cellules
sont incubées 15 minutes avec 100nM de Cy3-TRV027 (Figure 27 G). A cette méme concentration de
Cy3-TRV027, la population cellulaire des HEK 293 surexprimant les récepteurs Flag-AT;: est marquée
a 2,8% par la Cy3 (Figure 27 H) et la population cellulaire des HEK 293 surexprimant les récepteurs
GFP-AT; a un marquage a la Cy3 de 79% (Figure 27 1). Le pourcentage de cellules marquées a la Cy3
dans la population de cellules surexprimant AT est similaire au pourcentage de la liaison non spécifique,

ainsi ce ligand TRV027 a 100nM n’est pas spécifique des récepteurs AT;.

Le traceur Cy3-TRV027 est donc sélectif pour les récepteurs AT, par rapport aux récepteurs AT.
Le peptide TRV027 est décrit comme ayant une affinité de 1’ordre du nanomolaire pour AT; et AT».
L’ajout du fluorophore a donc modifié la spécificité de ce peptide qui ne se fixe pas aux récepteurs AT,
lorsqu’il est utilisé jusqu’a une concentration de 100nM. Il est possible qu’a plus fortes concentrations
nous retrouvions la spécificité du TRV027 natif mais les limites de détection de cette technique ne nous

permettent pas de 1’assurer.

De maniére inattendue, nous obtenons ainsi pour la premiére fois un traceur fluorescent sélectif

des récepteurs AT, par rapport aux récepteurs AT;.
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Les cellules contréles HEK 293 ont un marquage a la Cy3 de I’ordre de 37% lorsque les cellules
sont incubées 15 minutes avec 30nM de Losartan-Cy3 (Figure 27 J). A cette méme concentration de
ligand fluorescent, la population cellulaire des HEK 293 surexprimant les récepteurs Flag-AT; est
marquée a 76% par la Cy3 (Figure 27 K) et la population cellulaire des HEK 293 surexprimant les
récepteurs GFP-AT, a un marquage a la Cy3 de 10% (Figure 27 L). Le pourcentage de cellules
marquées a la Cy3 dans la population de cellules surexprimant AT est similaire au pourcentage de la

liaison non spécifique, ainsi le Losartan-Cy3 a 30nM n’est pas spécifique des récepteurs ATo.

Le Losartan-Cy3 a une spécificité et sélectivité pour les récepteurs AT; par rapport aux récepteurs
AT,, tout comme le Losartan natif. Ce traceur fluorescent montre une spécificité importante dés les
concentrations plus faibles (30nM). Ceci pourrait illustrer une affinité pour les récepteurs AT: plus
importante comparé aux peptides fluorescents précédents.

Pour la premiére fois, nous décrivons un traceur fluorescent sélectif des récepteurs AT: par

rapport aux récepteurs AT>.

Cette premiére étude de sélectivité nous a permis de constater que les nouveaux traceurs
fluorescents peuvent se lier aux récepteurs AT, et/ou AT,, avec un ligand sélectif pour les récepteurs

AT, par rapport a AT et un autre ligand sélectif pour les récepteurs AT, par rapport aux récepteurs AT;.
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Figure 27 : Liaison des nouveaux ligands fluorescents sur cellules surexprimant ou non les récepteurs ATz ou
AT2. Mesure du marquage a la surface des cellules de la Cyanine 3 ou de la TAMRA par cytométrie en flux sur une population
de cellules HEK 293 (A/D/G/J), une population de cellules HEK 293 surexprimant les récepteurs Flag-AT1 (B/E/H/K) et une
population surexprimant les récepteurs GFP-AT2 (C/F/I/L). Les cellules sont traitées pendant 15 minutes avec 300 nM de Cy3-
Ang Il (A/B/C), 300nM de TAMRA-Ang Il (D/E/F), 100nM de Cy3-TRV027 (G/H/I) ou 30nM de Losartan-Cy3 (J/K/L) puis
rincées avant lecture au cytométre. Les cellules marquées dans le canal PE-A, mesurant la Cy3 et la TAMRA, apparaissent en
rouge et les non marquées en noir. Les résultats sont représentatifs de n = 3 expériences distinctes. (Kaluza 2.2.1)
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[1l.  Etude fonctionnelle des ligands fluorescents sur AT;

Des tests de réponse fonctionnelle permettant de mesurer la réponse calcique intracellulaire
induite par la liaison des différents ligands fluorescents aux récepteurs AT surexprimés dans les cellules
ont été réalisés (Figure 28 A et C).

La signalisation des ligands fluorescents a été étudiée par I’intermédiaire du BRET dont le
principe a été expliqué précédemment. Par cette méthode de transfert d’énergie, les interactions entre

les récepteurs AT et les différentes protéines G sont déterminées (Figure 28 B et D).
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Figure 28 : Effets des nouveaux ligands fluorescents sur la voie Gq de cellules surexprimant les récepteurs AT1.
(A/C) Courbes de réponse calcique mesurées dans les cellules HEK 293 surexprimant les récepteurs AT activés par (A) Ang
11 et ses dérivés fluorescents ou (C) TRV027 et ses dérivés fluorescents. Les graphiques sont représentatifs de n = 7 (Ang 1),
n =4 (Cy3-Ang Il) ou n = 3 expériences distinctes avec un duplicat. Chaque point de données représente les valeurs moyennes
+ SEM (KaleidaGraph 4.0). (B/D) Courbes dose/réponse de recrutement des protéines par le récepteur AT1 mesurées dans des
cellules HEK 293 surexprimant de maniere transitoire AT1R-NanoLuc et Venus-miniGg. Les récepteurs AT1 ont été activés
par (B) Ang Il et ses dérivés fluorescents ou (D) TRV027 et ses dérivés fluorescents. Les graphiques sont représentatifs de n =
4 expériences distinctes avec un duplicat. Chaque point de données représente les valeurs moyennes + SEM (Graphpad Prism
8.0.2).
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Tableau 11 : Valeurs d’ECso des dérivés fluorescents d’Ang II et de TRV027 déterminés par la mesure de la
réponse calcique

Composé ECso (M) n
Ang Il 1,1+0,2x10° 7
TAMRA-ANg Il 23+1x107 3
Cy3-Ang Il 1,2 +0,2 x107 4
Cy3-L-Ang Il 1,3+ 0,3 x107 3
TRV027 Indétermine 3
Cy3-TRV027 Indéterminé 3
Cy3-L-TRV027 Indéterminé 3

Les nouveaux ligands fluorescents, basés sur 1’ Ang II, stimulent de maniére dose dépendante la
réponse calcique via les récepteur AT: avec une ECso avoisinant les 100nM. Cependant, les valeurs
d’ECso sont supérieures a celles de 1’Ang II qui est de 1nM (Tableau 11). De plus, I’ECso des ligands
fluorescents pour les récepteurs AT, est similaire avec les deux fluorophores différents testés. Bien que
la TAMRA-ANg Il donne un bruit de fond moins important dans les expériences de liaison par
cytométrie en flux, elle a une ECso similaire a la sonde couplée a la Cyanine 3. Il est possible que le
greffage a I’extrémité N-terminale du fluorophore a 1’Ang II ne permette pas une liaison optimale dans
la poche de liaison du récepteur, cependant ces ligands sont bien des agonistes complets pour les

récepteurs AT: avec une efficacité Emax similaire a 1’ Ang I1.

L’activation de la voie calcique induite par les protéines Gq a aussi eté vérifiée par le recrutement
direct de la protéine Gq au récepteur AT, de maniére dose dépendante par des mesures de BRET. Une
augmentation dose dépendante du signal BRET est observée lors du recrutement des protéines Gq apres

activation des récepteurs AT: par I’ Ang II (Figure 28 B courbe bleue).

Aprés activation des récepteurs AT: par les ligands fluorescents basés sur I’Ang II, une
augmentation du signal BRET de maniére dose dépendante est observée (Figure 28 B). Il est intéressant
de noter le méme décalage vers la droite des courbes dose/réponse des ligands fluorescents par rapport
a la courbe d’Ang II, montrant de nouveau une augmentation d’ECso pour le récepteur apres greffage du

fluorophore. Les ECso sontcomparables a celles obtenues en mesurant la réponse calcique.

Le TRV027 synthétisé par Melissa Colin, Mathilde Achard et le Dr. Samir Acherar du LCPM,
n’induit pas de réponse calcique ni de recrutement de la protéine G4 (Figure 28 C et D, courbe jaune).
Cette observation était attendue car il s’agit d’un agoniste AT; biaisé vers la voie des B-arrestines. Les
nouveaux ligands fluorescents basés sur le TRV027, n’induisent pas de réponse calcique car ils
n’activent pas la voie de la protéine Gq responsable de cette réponse, sauf aux fortes concentrations de

ligands, a partir de 1uM. A ces fortes concentrations, une augmentation du calcium intracellulaire est
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observée en paralléle du recrutement des protéines Gg, illustrant une perte du caractere biaisé du peptide.
Cette augmentation de calcium est bien dépendante des récepteurs AT; car avec un prétraitement des
cellules avec un exces de Losartan cette augmentation n'est plus observée (Figure 29). Les peptides
fluorescents Cy3-TRV027 et Cy3-L-TRV027, a partir de 1uM induisent la signalisation des protéines
Gg, mais cette liaison n’était pas visible avec les données de cytométrie en flux dont la limite de détection

est plus basse que la liaison spécifique a AT; (300nM).
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Figure 29 : Effets des nouveaux dérives fluorescents basés sur le TRV027 sur la voie Gq de cellules surexprimant
les récepteurs AT1. Courbes de réponse calcique mesurées dans les cellules HEK 293 surexprimant les récepteurs AT1 actives
par les sondes agonistes biaisées aprés prétraitement des cellules au tampon (courbes pleines) ou au Losartan 10°M (courbes
en pointillés). Les graphiques sont représentatifs de n = 3 expériences distinctes avec un duplicat. Chaque point de données
représente les valeurs moyennes = SEM (KaleidaGraph 4.0).

Les nouveaux traceurs fluorescents basés sur le TRV027 sont donc sélectifs des récepteurs AT»
par rapport aux récepteurs AT: sauf a des concentrations de 1’ordre du micromolaire ou ils perdent leur
biais B-arrestine sur AT; et activent la voie Gq. La signalisation Gq des récepteurs AT, apres activation

par les dérivés fluorescents d’Ang II est bien induite.

Cependant, les autres miniG testées, a savoir Gi, G123 et Gs, n’ont pas été recrutées a la membrane
lorsque le récepteur est activé par I’Ang II alors qu’il est connu que le récepteur AT induit une
signalisation a travers ces protéines Gi et Gions (Figure 30). D’autres analyses ont été réalisées en
utilisant cette fois ci les minniG testées couplées au donneur NanoLuc avec I’accepteur correspondant
au Venus-MP en exces a la surface interne de la membrane plasmique. Aucune fluorescence illustrant
le transfert d’énergie entre donneur et accepteur n’a été observée. L’éventuel recrutement de ces miniG
par les récepteurs AT, activés par 1’Ang II, retrouvé dans certains articles de la littérature, n’est donc
pas visible ici (Wan et al., 2018). Cela dépend peut-étre de la sensibilité de la technique ou du fait que
I’on ne travaille pas sur les protéines enticres. |l ne sera donc pas possible de conclure sur le recrutement

de ces deux derniéres miniG avec les autres sondes testées.
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Figure 30 : Courbes de recrutement des différents effecteurs du récepteur AT1 aprés activation par 1’Ang II de
cellules surexprimant les récepteurs AT1. Courbes dose/réponse de recrutement des protéines par le récepteur AT1 mesurées
dans des cellules HEK 293 surexprimant de maniére transitoire NanoLuc-AT1R et (A) Venus-miniGi, (B) Venus-miniG12 ou
(C) Venus-miniGs. Les récepteurs ATz ont été activés par 1’Ang II. Les graphiques représentés sont représentatifs de n = 2
expériences distinctes, avec un duplicat. Chaque point de données représente les valeurs moyennes + SEM (Graphpad Prism
8.0.2).

La puissance antagoniste (pA2) et la constante d’inhibition (Ki) du Losartan-Cy3 ont été obtenues
par I’intermédiaire de la mesure de réponses calciques cellulaires suite a I’activation des récepteurs AT
par I’ Ang Il aprés un prétraitement des cellules au Losartan ou Losartan-Cy3 a différentes concentrations
pendant 30 minutes (Figure 31 A et B). A chaque augmentation de la concentration d’antagoniste
Losartan non fluorescent et fluorescent, un décalage vers la droite de la courbe effet-concentration de
I’Ang |l est observé. Le Losartan-Cy3 conserve bien le caractére antagoniste du Losartan natif envers
les récepteurs ATy, avec un pA2 et un K; similaires (Tableau 12) mais deux phases distinctes sont
observables pour ce dérivé fluorescent de Losartan contrairement au Losartan. En effet, le déplacement
de la courbe vers la droite est plus faible pour les cellules prétraitées au Losartan-Cy3 comparées a celles
prétraitées au Losartan jusqu’a 100nM. De plus, I’Emax Ne diminue pas au fur et a mesure avec un
prétraitement avec du Losartan-Cy3 alors que c’est le cas avec le Losartan. Cependant, a une
concentration de Losartan-Cy3 plus élevée, une abolition de la réponse calcique est observée alors que
la libération calcique est encore présente pour les cellules prétraitées au Losartan. Le Losartan-Cy3 a un
effet beaucoup plus fort que le Losartan & partir de 1uM.
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Le Losartan-Cy3 est bien sélectif de ces récepteurs par rapport aux récepteurs AT, avec une

puissance antagoniste et une constante d’inhibition similaires malgré les différences de phases décrites

précédemment.
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Figure 31 : Effets du dérivé fluorescent de Losartan sur la voie Gq de cellules surexprimant les récepteurs AT1.
(A/B) Courbes de réponse calcique mesurées dans les cellules HEK 293 surexprimant les récepteurs AT activés par 1’ Ang 11
(A) en présence de Losartan et (B) en présence de Losartan-Cy3. Les graphiques sont représentatifs de n = 3 expériences
distinctes. Chaque point de données représente les valeurs moyennes + SEM (KaleidaGraph 4.0). (C) Courbe dose/réponse de
recrutement des protéines Gq par le récepteur AT1 mesurée dans des cellules HEK 293 surexprimant de maniére transitoire
AT1R-NanoLuc et Venus-miniGg. Les récepteurs ATi prétraitées pendant 30 minutes avec du Losartan-Cy3 ont été activés ou
non par 1uM d’Ang II. Le graphique est représentatif de n = 2 expériences distinctes avec un duplicat pour chaque condition.
Chaque point de données représente les valeurs moyennes + SEM (Graphpad Prism 8.0.2).

Tableau 12 : Valeurs de pA2 et de Ki du dérivé fluorescent Losartan-Cy3
Composé pA2 Ki (M) n
Losartan 8,806 1,56 x 10°
Losartan-Cy3 8,531 2,95 x 10° 4

Le Losartan-Cy3 conserve bien son caractére antagoniste de la voie des protéines Gy des
récepteurs AT,. En effet, une diminution du signal BRET entre le récepteur AT1-Nluc et Venus-miniGq
est observée lorsque la concentration de Losartan-Cy3, utilisée pour prétraiter les cellules, augmente
(Figure 31 C). Cela illustre I’inhibition du recrutement des protéines Gq par les récepteurs AT; activés
par 1uM d’Ang II. Ainsi, en plus de la puissance antagoniste similaire au Losartan, le Losartan-Cy3 est
un antagoniste de la signalisation Gq des récepteurs AT:. Il reste a confirmer qu’il s’agisse bien d’un
antagoniste bloquant les récepteurs AT: en étudiant la voie de signalisation des B-arrestines par
I’intermédiaire du recrutement des B-arrestines 1 et -arrestines 2 et de I’internalisation des récepteurs

consécutive de cette voie.
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La signalisation B-arrestine du récepteur AT; activé par les ligands fluorescents a été étudiée par
I’intermédiaire du BRET. Les interactions des B-arrestines 1 et B-arrestines 2 avec les récepteurs AT
sont suivies sur le méme principe que pour les protéines G. L’étude de ’internalisation des récepteurs
AT, suite a leur activation par ces ligands fluorescents suit le principe du BRET de collision expliqué

précédemment.

Une augmentation du signal BRET est observée lors du recrutement des B-arrestines 1 et 2 aprés
activation des récepteurs AT par I’ Ang II (Figure 32 A et C, courbe bleue) de maniére dose dépendante.
Apreés activation des récepteurs AT par les dérivés fluorescents basés sur 1’Ang II, une augmentation
du signal BRET est mesurée illustrant également le recrutement des B-arrestines 1 (Figure 32 A) et des
B-arrestines 2 (Figure 32 C). Nous observons un décalage vers la droite des courbes dose/réponse pour
les dérivés fluorescents illustrant de nouveau une augmentation d’ECso des ligands fluorescents dérivés

de I’Ang II pour le récepteur AT.

Le TRV027 permet le recrutement des deux types de B-arrestines en se liant aux récepteurs AT
(Figure 32 B et D, courbe jaune). Nous constatons de nouveau que le TRV027 est un agoniste partiel
des récepteurs ATz avec un maximum de BRET de recrutement des B-arrestines induit par le TRV027
plus faible que pour I’Ang II. En ajoutant le fluorophore au TRV027, le recrutement des différentes
protéines est décalé vers la droite. En effet, le recrutement des B-arrestines est observé uniquement aux
plus fortes concentrations de TRV027 fluorescent. Il semblerait qu’il y ait le méme décalage vers la
droite des courbes dose/réponse des ligands fluorescents basés sur le TRV027 que des ligands
fluorescents basés sur I’ Ang 11, illustrant la méme perte d’affinité lorsque les fluorophores sont ajoutés.
Ainsi les dérivés fluorescents de TRV027 perdent le biais de signalisation du TRV027 en induisant la
voie des protéines Gq et la voie des B-arrestines des récepteurs AT: a des concentrations de 1’ordre du

micromolaire.

Le BRET de collision permet, ici, de mesurer les récepteurs AT: présents & la membrane
plasmique et de détecter leur internalisation suite a leur activation du fait de la proximité ou de
1’éloignement entre le récepteur AT1-NanoLuc donneur d’énergie internalisé et le traceur fluorescent

accepteur d’énergie tapissant la face interne de la membrane plasmique.
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De ce fait, une diminution du signal BRET est observée lorsque les récepteurs AT: sont activés
par I’Ang 1II et internalisés, jusqu’a atteindre un plateau a partir de 10nM (Figure 32 E, courbe bleue).
Lorsque les récepteurs AT sont activés par les dérivés fluorescents de 1’ Ang II, une diminution du signal
BRET est également constatée a partir de 100nM de ligands, illustrant 1’internalisation des récepteurs
AT;1. Un décalage vers la droite des courbes dose/réponse des dérivés fluorescents de I’ Ang Il comparées

a celle de I’ Ang II est détecté dans ces expériences.

Le TRV027 permet I’internalisation des récepteurs AT: (Figure 32 F) mais avec une efficacité
plus faible qu’avec I’ Ang II. Nous constatons que le TRV027 est un agoniste partiel de la voie B-arrestine
des récepteurs AT1. L’ajout du fluorophore Cy3 au TRV027 le rend moins puissant. Un signal BRET
d’internalisation est détecté a la concentration de 1uM. Le TRV027 est donc confirmé comme ligand
biaisé B-arrestines des récepteurs AT:. Les dérivés fluorescents de TRV027 perdent leur capacité d’étre

un ligand biaiseé strict.
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Figure 32 : Effets des nouveaux ligands fluorescents sur la voie B-arrestine et I’internalisation de cellules
surexprimant les récepteurs AT1. Courbes dose/réponse de recrutement des protéines par le récepteur AT: mesurées dans
des cellules HEK 293 surexprimant de maniere transitoire AT1R-NanoLuc et (A/B) YPET-ARRBL1, (C/D) YPET-ARRB2 ou
(E/F) Venus-MP. Les récepteurs AT ont été activées par (A/C/E) des dérivés fluorescents de 1’Ang II ou (B/D/F) des dérivés
fluorescents de TRV027. Les graphiques sont représentatifs de n = 4 expériences distinctes avec un duplicat pour chaque
condition. Chaque point de données représente les valeurs moyennes + SEM (Graphpad Prism 8.0.2).
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Les mesures de BRET ont été limitées en termes de concentration car aux plus fortes
concentrations de ligands fluorescents, une diminution de la fluorescence est observée, due a un artefact
de la Cyanine 3 qui induit un photoblanchiment (appelé également « quenching ») de ’accepteur de
fluorescence dans les mesures. En mesurant directement la fluorescence de 1’accepteur aprés une
excitation directe, une diminution de la fluorescence est observée, illustrant ce phénoméne de
photoblanchiment. De ce fait, au-dela de 1M, tous les ligands fluorescents fusionnés aux fluorophores
TAMRA ou Cy3 ont montré une baisse du signal BRET mesuré car I’accepteur émet moins de
fluorescence. Les efficacités maximales et ECso du signal BRET des courbes dose/réponse du
recrutement des [-arrestines et protéines G et de ’internalisation des récepteurs ne peuvent pas étre
calculées. Cependant les ECsy observées entre les différentes courbes dose/réponse, du recrutement -
arrestines, du recrutement Ggq, de la libération calcique et de I’internalisation des récepteurs ATj,
semblent similaires. La signalisation et I’internalisation des récepteurs AT: aprés activation par les

différents dérivés fluorescents est bien observée.

Le Losartan-Cy3 conserve bien son caractére antagoniste des récepteurs ATi:. En effet, une
diminution du signal BRET, entre les récepteurs AT1-Nluc donneurs d’énergie et les B-arrestines 2-
YPET accepteurs d’énergie, est observée lorsque la concentration de Losartan-Cy3, utilisée pour
prétraiter les cellules, augmente (Figure 33 A). Lorsque les cellules sont prétraitées a 1nM de Losartan-
Cy3 avant I’activation des récepteurs AT: avec 1uM d’Ang 11, le signal BRET mesuré est similaire a
celui des cellules non traitées activées par I’Ang II. A de plus fortes concentrations de Losartan-Cy3 en
prétraitement, le signal BRET diminue, illustrant I’inhibition du recrutement des [-arrestines 2 par les
récepteurs AT activés par 1uM d’Ang II. Ainsi, en plus de la puissance antagoniste et de la constante
d’inhibition similaires au Losartan, le comportement du Losartan-Cy3 est semblable en inhibant non

seulement la voie G4 mais aussi la voie B-arrestine des récepteurs ATa.

Pour I’étude de I’internalisation, le signal BRET mesuré augmente lorsque la concentration de
Losartan-Cy3, utilisé pour prétraiter les cellules, augmente (Figure 33 B). Cela illustre I’augmentation
de la quantité de récepteurs AT, a la surface de la membrane plasmique. Le Losartan-Cy3 a un effet
chaperon pharmacologique (René et al., 2021), aidant au repliement des récepteurs AT; pour retrouver
leur structure native, qui seront retrouvés a la surface de la membrane, d’ou 1’augmentation du signal
BRET sans activation des récepteurs par de I’Ang II, jusqu’a atteindre un plateau a partir de 10nM de
Losartan-Cy3 (Figure 33 B, courbe noire). Enfin, nous retrouvons la méme augmentation de signal
BRET lorsque les cellules prétraitées au Losatran-Cy3 sont activées par 1uM d’Ang II (Figure 33 B,
courbe verte). Cependant, a partir de 100nM de Losartan-Cy3, le signal BRET continue d’augmenter
illustrant qu’en plus de I’effet chaperon du Losartan-Cy3 s’ajoute I’effet d’inhibition de I’internalisation

des récepteurs AT, qui resteront a la surface et ne seront pas activés par I’ Ang II et internalisés.
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Figure 33 : Effets du dérivé fluorescent de Losartan sur la voie B-arrestine et ’internalisation de cellules
surexprimant les récepteurs ATi. Courbe effet/dose du signal BRET entre AT1R-NanoLuc et (A) YPET-ARRB2 ou (B)
Venus-MP mesuré dans les cellules HEK 293 surexprimant de maniére transitoire ces protéines de fusion. Les récepteurs AT
prétraitées pendant 30 minutes avec des concentrations croissantes de Losartan-Cy3 ou du tampon ont été activés ou non par
1uM d’Ang II. Le graphique est représentatif de n = 2 expériences distinctes, avec un duplicat pour chaque condition. Chaque
point de données représente les valeurs moyennes + SEM (Graphpad Prism 8.0.2).

Pour finir, les ligands fluorescents ont été testés comme traceurs de localisation subcellulaire des

récepteurs AT: et AT.

Les expeériences de localisation subcellulaire par 1’intermédiaire de la microscopie en
épifluorescence ont été réalisées sur des cellules HEK 293 surexprimant le récepteur GFP-AT; ou le

récepteur GFP-AT, de maniére stable.

Les récepteurs AT et les récepteurs AT,, détectés par la fluorescence directe de la GFP, sont
localisés a la membrane plasmique avec également un marquage non négligeable dans les cellules en
absence d’activation (Figure 34, premiere ligne). La localisation dans le cytoplasme refléte sans doute

une portion de récepteurs dans la voie d’exocytose en route vers la membrane plasmique.

Aprés leur activation par 30nM d’Ang II pendant 30 minutes, une nette diminution de la
fluorescence GFP des récepteurs AT, est observée a la membrane plasmique en paralléle d’une
augmentation de fluorescence dans le cytoplasme dans des vésicules endosomales (Figure 34, deuxieme
ligne). Les récepteurs AT, restent a la membrane plasmique. En effet les récepteurs AT, sont décrits
comme n’internalisant pas (Johnstone et al., 2022). Dans le canal rouge, il n’y a pas de signal de

fluorescence détecté.

Les ligands Cy3-Ang Il ont été utilisés a une concentration de 300nM pendant 30 minutes. On
retrouve un marquage rouge de ces ligands, colocalisés au niveau des récepteurs internalisés dans les
endosomes dans le cas des récepteurs AT:. Le signal GFP des récepteurs AT, persiste & la membrane

plasmique ou le signal de la Cy3-Ang Il colocalise également.
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Les ligands fluorescents TAMRA-ANg |1, utilisés a 300nM pendant 30 minutes, ont un marquage
rouge dans le cytoplasme, au niveau des endosomes ou les récepteurs AT1 sont localisés. Le marquage

rouge de TAMRA-ANQ Il est situé a la membrane plasmique ot 1’on retrouve les récepteurs ATs.

A la surface, le fluorophore Cy3 semble plus fort que le fluorophore TAMRA car le marquage du
ligand Cy3-Ang Il est plus fort que celui de TAMRA-ANg Il en colocalisation avec les récepteurs ATo.
Inversement, dans les endosomes la TAMRA semble plus forte que la Cy3 et donne moins de bruit de
fond. Cependant la colocalisation du marquage TAMRA avec le marquage GFP des récepteurs AT est

moins bonne qu’avec le marquage Cy3.

Le Losartan-Cy3, utilisé a 10nM pendant 30 minutes, a un marquage rouge dans le cytoplasme
en paralléle d’une augmentation du marquage a la membrane plasmique, colocalisé avec les récepteurs
GFP-AT1 (Figure 34). Le marquage rouge retrouveé dans les cellules montre que le Losartan-Cy3 pénetre
dans les cellules. L’augmentation de fluorescence a la membrane plasmique de la GFP et de la Cy3
montre une augmentation du nombre de récepteurs GFP-AT;: a la membrane due a I’effet de chaperon
pharmacologique du Losartan-Cy3. Un trés faible marquage rouge résiduel de la Cyanine 3 est retrouvé
dans les cellules surexprimant GFP-AT; aprés 30 minutes d’exposition a 30nM de Losartan-Cy3. Ce
faible bruit de fond peut étre d au Losartan-Cy3 qui pénétre dans les cellules. Hormis ce bruit de fond
résiduel, aucun marquage rouge n’est observé. Les récepteurs GFP-AT, sont localisés a la membrane
plasmique. Le losartan-Cy3 ne se lie pas aux récepteurs AT et se lie sélectivement aux récepteurs AT.
Cela confirme les résultats obtenus par cytométrie en flux. La colocalisation des récepteurs GFP-AT:

avec le Losartan-Cya3 atteste que ce ligand fluorescent est un bon traceur des récepteurs AT;.

Aprés leur activation par 100nM de TRV027 pendant 30 minutes, une diminution de la
fluorescence GFP des récepteurs AT est observée a la membrane plasmique avec une augmentation de
fluorescence dans le cytoplasme, illustrant I’internalisation des récepteurs dans les vésicules
endocytaires (Figure 34). Les récepteurs AT, restent a la membrane plasmique. Dans le canal rouge, il
n’y a pas de signal de fluorescence détecté. Le Cy3-TRV027 utilisé a 100nM pendant 30 minutes semble
pénétrer dans les cellules, ou I’on retrouve un marquage rouge pour les deux types cellulaires.
Cependant, ce ligand se colocalise bien avec le récepteur AT au niveau de la membrane plasmique avec
une intensité de signal Cy3 similaire aux ligands fluorescents dérivés de I’ Ang II. Sa colocalisation avec
le récepteur AT; est rare, en accord avec la sélectivité du Cy3-TRV027 pour le récepteur AT, a cette
concentration. Les récepteurs AT sont retrouvés a la membrane plasmique et au niveau intracellulaire
tandis que des traces du ligand sont retrouvées uniquement au niveau intracellulaire. Avec la présence
du linker, aucune colocalisation du ligand Cy3-L-TRV027 avec les récepteurs AT; ou AT, n’a été
trouvée. Parallélement a la diminution du marquage du récepteur AT, observée en cytométrie en flux,

cela suggere que seul le Cy3-TRV027 sera un bon traceur du récepteur ATo.
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GFP-AT1 Cy3 / TAMRA GFP-AT2 Cy3 / TAMRA
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Figure 34 : Images de microscopie en épifluorescence représentatives des nouveaux ligands fluorescents se liant
aux récepteurs GFP-AT1 ou GFP-AT2. Images de microscopie en épifluorescence des cellules HEK 293 surexprimant GFP-
AT1 ou GFP-AT: fixées non stimulées (panel du haut) ou aprés 30 minutes d’activation par I’Ang II (30nM), les dérivés
fluorescents d’Ang II (300nM), le Losartan-Cy3 (10nM) ou le TRV027 et ses dérivés fluorescents (100nM). Les récepteurs
sont visibles dans le canal GFP, les ligands fluorescents, dans le canal Cy3/TAMRA et une fusion des images est faite en
Merge. Images représentatives de 3 expériences distinctes. Barre d’échelle dans les images, 10 pm.
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IV. Etude de la vasoréactivité de 1’artére des ligands fluorescents sur AT,

Les ligands fluorescents, dérivés de I’ Ang IT ou de TRV027, ont été testés ex vivo sur des artéres
cerébrales moyennes de rats. Une fois les arteres cérébrales isolées et perfusées dans un artériographe
d’Halpern, elles sont stabilisées pendant une heure dans un tampon salin physiologique qui mime le
liquide céphalorachidien. Par la suite, les différents ligands sont ajoutés a concentration croissante de
1pM a 1uM et la contraction artérielle est mesurée afin d’établir des courbes dose-réponse (Figure 35
et 36).
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Figure 35: Mesures des réponses contractiles des arteres cérébrales moyennes de rat isolées et perfusées a
différents ligands. Les courbes concentration-réponse des (A) peptides natifs et des (B) dérivés fluorescents de I’Ang II ont
été obtenues aprés exposition (30min) a une solution saline physiologique et 5 minutes d’exposition par concentration de
peptide au cumul. Les changements de diamétre interne (%) sont exprimés en moyenne + SEM. Les graphiques sont
représentatifs de minimum n = 6 expériences distinctes. L’ajustement a I’équation de Hill a été utilisé (Graphpad Prism 8.0.2).

Dans un premier temps, I’Ang II induit une contraction artérielle avec une EC50 de 1,2.10°M et
un Emax de -10% alors que le peptide blanc, servant de contréle négatif en ayant les mémes acides aminés
que I’Ang II mais dans un ordre aléatoire, n’induit pas de réponse artérielle (Figure 35 A). De plus, le
TRV027 seul n’induit pas de contraction artérielle, consécutive de la voie des protéines Gy des

récepteurs AT;. Il s’agit donc bien, sur tissus, d’un agoniste biaisé n’activant pas la voie des protéines

G des récepteurs AT..

Une contraction artérielle est également observée pour les ligands fluorescents basés sur I’ Ang 11
a partir de 10nM. Une contraction plus importante est observée a 100nM et 1uM pour les ligands couplés
a la Cyanine 3 alors que le ligand TAMRA-ANg Il semble conserver le méme comportement que 1’Ang
Il (Figure 35 B).
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Figure 36 : Mesures des réponses contractiles des artéres cérébrales moyennes de rat isolées et perfusées a
différents ligands avant et apres blocage des récepteurs ATi. Les courbes concentration-réponse des (A/B) dérivés
fluorescents de 1’Ang II, (C/D) dériveés fluorescents de TRV027 et (E/F) peptides blancs fluorescents ont été obtenues aprés
exposition (30min) a une solution saline physiologique (A/E/C) ou a du Losartan (10M ; B/D/F). Le diamétre interne est
mesuré aprés 5 minutes d’exposition a chaque concentration de peptide (concentrations cumulatives). Les variations de
diametre interne (%) sont exprimées en moyenne + SEM. Les graphiques sont représentatifs de minimum n = 6 (sans Losartan)
et n = 3 (avec Losartan) expériences distinctes. La modélisation a 1’équation de Hill a été utilisée (Graphpad Prism 8.0.2).

Cette méme contraction artérielle est observée pour les ligands fluorescents Cy3 dérivés de
TRV027 et du peptide blanc a partir de 100nM (Figure 36 C et E), alors qu’aucune contraction n’est
observée a de plus faibles concentrations. Cette contraction artérielle a partir de 100nM de Cy3 semble
donc étre un effet artéfactuel de la Cyanine 3 sur les arteres, indépendant des récepteurs AT:. En effet,
la méme réponse est observée sur les artéres prétraitées préalablement pendant 30 minutes avec un exces

d’antagoniste ATy, du Losartan a 10°M (Figure 36 B, D et F).

De ce fait, I’étude des ligands fluorescents sur les artéres cérébrales doit se limiter a une
concentration de 10nM. A cette concentration, la réponse contractile est significativement différente
entre les dérivés fluorescents de I’ Ang II et les autres ligands fluorescents. En effet, I’ Ang II et les trois
dérivés fluorescents donnent une réponse contractile similaire entre eux (Figure 37 A), qui est
significativement distincte des autres ligands fluorescents (Figure 37 B). Cependant aucune ECso ne

peut étre établie due a la limitation dans les concentrations de ligands fluorescents.
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Ainsi les ligands fluorescents dérivés de 1’ Ang induisent la méme réponse contractile des artéres
cérébrales moyennes de rat que les peptides natifs jusqu’a 10nM. Les ligands fluorescents dérivés de
TRV027 n’induisent pas de réponse contractile. Le fluorophore Cy3 donne une réponse fonctionnelle
des artéres cérébrales indépendante des récepteurs AT, a partir de 100nM de Cy3.
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Figure 37 : Mesures des réponses contractiles des artéres cérébrales moyennes de rat isolées et perfusées a
différents ligands a 108M. (A) Les dérivés fluorescents de I’ Ang II sont comparés a I’Ang II et (B) les ligands couplés 4 la
Cyanine 3 sont comparés entre eux. Les changements de diamétre interne (%) sont exprimés en moyenne + SEM. (A) Une
ANOVA un facteur et (B) une ANOVA deux facteurs (nature du peptide, présence ou non du fluorophore) ont été utilisées

pour calculer les valeurs P, *P < 0,05 (P fluorophore = 0,42 ; P peptide = 0,0002 ; P interaction = 0,65) (test post-hoc de Tukey)
(Graphpad Prism 8.0.2).

V.  Analyse de I’état d’oligomérisation du récepteur AT1 dans des cellules
modeles

La nouvelle technigque développée dans le laboratoire de Karen Martinez permet de déterminer de
maniére automatisée I’intensité de fluorescence a la membrane plasmique a de nombreux emplacements

distincts de chaque cellule.

L’analyse quantitative des images brutes de microscopie confocale permet I’estimation précise
des signaux fluorescents provenant de la membrane plasmique dans le volume confocal. Ces signaux
ont été extraits a I’aide d’un script MATLAB développé pour segmenter automatiquement chaque
cellule individuelle et mesurer I’intensité de fluorescence perpendiculairement a lamembrane plasmique
pour chaque pixel (environ 200nm). Dans des cellules qui expriment un récepteur fluorescent a la
membrane, cela permet d’étudier la densité de récepteurs comme dans 1’exemple des récepteurs B1AR
(Figure 38).
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Figure 38 : Densité de récepteur B1AR a la membrane plasmique exprimée dans la lignée cellulaire stable HEK
293. (A) Images de microscopie confocale a balayage laser représentatives de cellules HEK 293 exprimant le récepteur B1AR
avec une étiquette SNAP sur son extrémité N-terminale extracellulaire marqué avec le ligand fluorescent du SNAP, le SNAP-
Surface Alexa Fluor 647 (BG-647). Image schématisant quelques mesures a la membrane plasmique d’une cellule (en haut) et
image de fluorescence analysée par le script MATLAB (en bas). (B) Distribution de la densité SNAP-B1AR dans la membrane
plasmique d’une population représentative de 75 cellules. Chaque point de données correspond a une analyse d'une seule ligne.
Un zoom avant sur deux cellules représentatives est présenté dans 1’encadré. N = 24 245 balayages de lignes. (C) Distribution
de la densité SNAP-B1AR dans la membrane plasmique d’une seule cellule. La densité de SNAP-B1AR varie de plus de 5 fois
au sein d’une seule cellule. N = 327 balayages de lignes.

Généralement les techniques qui reposent sur des mesures d'ensemble, comme la mesure de
I’intensité de fluorescence totale d’une cellule (en cytométrie en flux), de I’image (en microscopie) ou
la mesure de I’intensité totale de fluorescence d’un puit pour les études en microplaques, fournissent
une lecture moyenne du signal de fluorescence. Ici, cette analyse par pixel de membrane plasmique
permet I’acquisition de signaux provenant uniguement du segment membranaire couvert par des

analyses de lignes individuelles. Cette méthode est en cours de publication (Ma. et al, en cours)

Cet outil d’analyse d’images a haut débit entierement automatisé donne acces a des informations
sur la distribution hétérogéne des protéines membranaires plasmiques a la fois au sein d’une seule cellule

et au sein d’une population cellulaire entiére.

Le Losartan-Cy3 a été étudié dans une gamme de concentration de 0,1 nM a 1uM sur des cellules
HEK 293 surexprimant de maniére transitoire les récepteurs GFP-AT: ou GFP-AT,. Certains
échantillons ont été réalisés avec 10uM de losartan non fluorescent pour analyser le signal non
spécifique. Aprés avoir analysé quantitativement les images via le logiciel d’analyse présenté ci-dessus,
I’intensité du signal de fluorescence du Losartan-Cy3 a la membrane plasmique a été collectivement

ajustée en fonction de la densité de récepteurs mesurée dans le canal détectant la GFP.
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La courbe de liaison récepteur/ligand résultante de I’analyse est ensuite déterminée en utilisant a
la fois la liaison totale du ligand et la liaison non spécifique (NSB) correspondant a la liaison du
Losartan-Cy3 en présence d’un excés de Losartan non fluorescent (Figure 39 A). Cela permet
d’effectuer un ajustement collectif des deux courbes, en utilisant les deux ensembles de données afin
d’améliorer la précision des résultats. Le Kp du Losartan-Cy3 pour les récepteurs ATi, mesuré par le
logiciel, est de 29,4 + 89,2 nM et un Bmax ajusté de 4500 +925,3 A.U, avec un R? global de 0,92. La
courbe de liaison spécifique peut ensuite étre déterminée sur la base des parametres ajustés (Figure 39
B) et les résultats peuvent étre représentés en échelle linéaire (Figure 39 C) illustrant I’augmentation

réguliére de la liaison spécifique du Losartan-Cy3 aux récepteurs AT.

Les données en cytométrie en flux pour le Losartan-Cy3 sont confirmées, avec une liaison
sélective aux récepteurs AT, (Figure 39 A et E) et une absence de liaison pour les récepteurs AT,
(Figure 39 B et E). En effet, pour les récepteurs AT aucune intensité de fluorescence n’est mesurée,
alors que pour les récepteurs AT I’intensité de fluorescence augmente avec la concentration de

Losartan-Cy3 et la liaison non spécifique reste faible jusqu’a 100nM.

Le plateau de saturation n’est pas atteint & 100nM de Losartan-Cy3, il faut donc ajouter quelques
concentrations plus importantes. Des mesures ont donc été réalisées jusqu’a 3uM de Losartan-Cy3,
cependant a cette derniére concentration le signal non spécifique est trop élevé pour analyser
correctement les images (Figure 40). En effet, les cellules, notamment la membrane plasmique, sont
saturées de Losartan-Cy3 a 3uM avec ou sans excés de Losartan non marqué (Figure 40 C et D)

contrairement a une concentration en Losartan-Cy3 de 300nM (Figure 40 A et B).
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Figure 39 : Mesure de la liaison du losartan-Cy3 aux récepteurs AT: et aux récepteurs ATz par microscopie
confocale. Les courbes effet/dose d’intensité de fluorescence a la membrane plasmique du Losartan-Cy3 mesurées dans les
cellules HEK 293 surexprimant de maniére transitoire les récepteurs GFP-AT1 ou GFP-AT: ont été obtenues aprés exposition
(15min) & (courbe noire) du tampon ou & (courbe rouge) un excés d’antagoniste (Losartan ou PD 123319 a 10-5M) et incubation
15 minutes avec du Losartan-Cy3 a des concentrations croissantes jusqu’a 100nM. (A) Mesures indépendantes de la liaison
totale du Losartan-Cy3 et de la liaison non spécifique (NSB) assemblés pour les cellules HEK 293 surexprimant de maniére
transitoire les récepteurs GFP-AT:1. (B) Mesures indépendantes de la liaison totale et de la liaison non spécifique (NSB)
assemblés pour les cellules HEK 293 surexprimant de maniére transitoire les récepteurs GFP-AT2. Les barres d’erreur
correspondent au SEM parmi 3 échantillons indépendants. (C) Courbe de liaison spécifique basée sur les parametres ajustés de
A. (D) Données représentées en A tracées sur une échelle de concentration linéaire. (E) Images de microscopie confocale de
cellules HEK 293 surexprimant de maniere transitoire les récepteurs GFP-AT1 ou GFP-AT2 aprés 15 minutes d’exposition a
du tampon et incubation 15 minutes avec du Losartan-Cy3 30nM. Les récepteurs sont visibles dans le canal GFP, les ligands
fluorescents, dans le canal Cy3 et une fusion des images est faite en Merge. Images représentatives de 3 expériences distinctes
avec acquisition de 5 images par condition. Barre d’échelle dans les images, 10 pm.
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Figure 40 : Exem.ple d’images de cellules HEK 293 surexprimant de maniere transitoire les récepteurs GFP-AT1
en présence de fortes concentrations de Losartan-Cy3. Les cellules sont incubées avec (A/B) 300nM ou (C/D) 3uM de
Losartan-Cy3 en 1’absence (A/C) et en présence (B/D) de losartan non marqué en exces. Le signal du récepteur GFP-AT1 est
affiché en vert tandis que le Losartan-Cy3 est affiché en rouge. Le marquage en jaune correspond aux cellules segmentées par
le logiciel dont I’intensité de fluorescence a la membrane sera mesurée.

La gamme de concentration étudiée a donc été limitée de 0,1nM a 1uM de Losartan-Cy3 et la

méme analyse que sur les points de données jusqu’a 100nM (Figure 39) a été réalisée (Figure 41).

Le Kp du losartan-Cy3 pour les récepteurs AT est de 48,7 + 81,2 nM et le Bmax est de 4578 + 998
A.U, avec un R? global de 0,73 (Figure 41 A). La courbe de liaison spécifique déterminée sur la base
des parametres ajustés collectivement a également été obtenue (Figure 41 B). Une évaluation plus
approfondie des courbes montre qu’il existe un écart du modéle a des concentrations supérieures a
300nM, avec une liaison non spécifique du ligand trés importante. Cette méthode, qui n’analyse que la
liaison du ligand fluorescent au niveau de la membrane plasmique, nous permet de monter en
concentration de ligand dans nos analyses par rapport & la cytométrie en flux. En effet, les données
obtenues en montant en concentration de Losartan-Cy3 et en prenant en compte I’importante liaison non

spécifique sont cohérentes avec les mesures précédentes, avec un Kp calculé similaire dans les deux cas.
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Figure 41 : Mesure de la liaison du losartan-Cy3 aux récepteurs GFP-AT1 par microscopie confocale. Les courbes
d’intensité de fluorescence a la membrane plasmique du Losartan-Cy3 a des concentrations croissantes mesurées dans les
cellules HEK 293 surexprimant de maniére transitoire les récepteurs GFP-AT1 ont été obtenues aprés exposition (15min) a
(courbe noire) du tampon ou a (courbe rouge) un excés d’antagoniste (Losartan ou PD 123319 a 10-°M) et incubation 15
minutes avec du Losartan-Cy3 jusqu’a 1uM. (A) mesures indépendantes de la liaison totale et de la liaison non spécifique
(NSB). Les barres d’erreur correspondent au SEM parmi 3 échantillons indépendants. (B) Courbe de liaison spécifique basée
sur les parametres ajustés de A. (C) Données représentées en A tracées sur une échelle linéaire.

L'analyse a haut débit des images a généré des ensembles de données représentant plus de
1 000 000 mesures individuelles de segments de membrane cellulaire par condition. Chacune de ces
intensités de fluorescence correspond a la densité moyenne de récepteurs présents et de ligands liés dans

un segment de membrane plasmique d’environ 200nm.

L’étude statistique de ces nombreuses données, avec le logiciel RevCell développé dans le groupe
de K. Martinez, permet de déterminer le Kp d’un ligand pour son récepteur en fonction de la densité de
récepteurs dans un pixel de la membrane plasmique. En triant les mesures de ligands fluorescent en
fonction de plages de densités de récepteurs correspondant a 200 UA, I’analyse préliminaire des résultats
obtenus révéle des Kp différents en fonction de la densité de récepteurs a la surface des cellules (Figure
42). En effet, ’intensité de fluorescence (Bmax), reflétant la liaison spécifique, du Losartan-Cy3 mesurée
est plus importante a haute densité de récepteurs (Figure 42 A). L’affinité du traceur fluorescent serait
également plus élevée pour les récepteurs présents en haute densité, avec un Kp plus faible (Figure 42
B).
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Figure 42 : Mesure de la liaison du losartan-Cy3 suivant la densité de récepteurs ATz. (A) courbe de liaison a la
saturation du Losartan-Cy3 sur les cellules HEK 293 surexprimant les récepteurs GFP-AT1. (B) détermination du Kp et du Bmax
suivant la densité de récepteurs ATi. Les barres d’erreur correspondent au SEM parmi 3 échantillons indépendants. AU :
arbitrary unit.

Cette indication d’une différence significative de Kp en fonction de la densité de récepteurs
suggere que I’affinité du Losartan-Cy3 pourrait étre modulée en fonction de 1’état d’oligomérisation du

récepteur AT.

La méthode quantitative de 1'équipe de Karen Martinez permet également d’étudier I'état
d'oligomérisation des RCPG en fonction du niveau d’expression. Elle a été utilisée pour déterminer I'état
d'oligomérisation de plusieurs RCPG.

Cette méthode est basée sur I'utilisation de GPCR fusionnés avec un SNAP tag a I’extrémité N-
terminale qui permet un marquage spécifique du récepteur par deux ligands de 1’étiquette SNAP qui
forment un couple D/A (donneur/accepteur) de FRET. En contr6lant le ratio récepteur / ligand du SNAP
tag, il est possible d'effectuer des mesures quantitatives de FRET a de nombreux rapports récepteur /
ligand du SNAP tag (R/L) en mesurant I’efficacité apparente du FRET, Eapp par sensibilisation de
I’émission de fluorescence de 1’accepteur d’apres une méthode publiée par I’équipe de Karen Martinez

(B. H. Meyer et al., 2006a; B. H. Meyer et al., 2006b).

Durant mon séjour de recherche chez le Dr Karen Martinez, j’ai donc participé a des expériences
visant a étudier 1’état d’oligomérisation du récepteur AT dans des cellules HEK 293 transfectées de
maniére transitoire. Ici, une analyse des mesures effectuées a des ratios R/L compris entre 0,2 et 0,8 a
été faite. L’efficacité de FRET apparente Eapp est dépendante de la densité des récepteurs (Figure 43
A). A partir de ces données il est possible d'extraire I'état apparent d'oligomérisation du récepteur, valeur
traduisant 1’oligomérisation déduite des courbes FRET d’efficacité de FRET Eapp (Figure 43 B).

Pour les récepteurs ATa, leur état d’oligomérisation dépend du niveau d’expression avec un état
d'oligomérisation apparent de 4 a des niveaux d'expression peu élevé jusqu’a trés élevé, ce qui suggere
un équilibre entre monomeres et tétrameres en faveur du tétramere, éventuellement avec la formation

transitoire de diméres (Figure 43 B).
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Figure 43 : Oligomérisation apparente des récepteurs AT1 dépendant de la densité des récepteurs sur les cellules
HEK 293 surexprimant de maniére transitoire les récepteurs ATi. Déterminé d’aprés Meyer et al (B. H. Meyer et al.,
2006b). L’efficacité apparente du FRET (Eapp,se) est tracée en fonction de la fraction molaire du donneur (xD) de (0,2-0,8)
(A). Pour différents xD, I'Eapp,se se comporte différemment en fonction de la densité du récepteur. A faible densité, aucun
FRET n’est observé a aucun xD. L'augmentation de la densité des récepteurs entraine une augmentation de Eapp,se en fonction
de xD. L'état apparent d'oligomérisation du récepteur a été extrait de I'ajustement de chaque plage de densité et a donné 1,08 +
0,01 a faible densité, 4,0 + 0,02 a haute densité. Les données sont la moyenne Eapp,se = SEM pour les mesures. L’état apparent
d’oligomérisation du récepteur a été extrait et tracé en fonction de la densité du récepteur pour toutes les densités mesurées (B).
A mesure que la densité du récepteur augmente, 1’état d’oligomérisation du récepteur augmente également. Les données
représentent 1’état d’oligomérisation ajusté + erreur standard.

Cette premiere analyse a été effectuée en absence de ligand. Il serait intéressant de regarder quel

est I’état d’oligomérisation de AT, apres addition de losartan par exemple.

L’hypothése que nous suggérons est qu’il y aurait une corrélation entre la liaison du Losartan-
Cy3 suivant la densité de récepteurs GFP-AT; et 1’état d’oligomérisation étudié sur SNAP-AT1. Le
Losartan-Cy3 aurait une amélioration de 1I’affinité pour le récepteur lorsqu'il est assemblé en oligomére,
avec une diminution du Kp estimée lorsque la densité de récepteurs augmente (Figure 42 B et 43 B).
L’analyse suggere en outre que le ligand se lie préférentiellement aux oligomeres AT: qu’aux

monomeres AT,
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Conclusion

Des ligands fluorescents et leurs homologues non fluorescents ciblant les récepteurs AT, ont été
conceptualisés puis caractérisés pharmacologiquement. Plusieurs tests cellulaires in vitro ont été établis
dans lesquels AT: est exprimé de maniére hétérologue sous forme de protéine de fusion afin de

caractériser pharmacologiquement ces ligands.

Pour la premiere fois, trois ligands fluorescents pour les récepteurs AT et les récepteurs AT, ont
été caractérisés. Il s’agit des ligands agonistes TAMRA-ANg |1, Cy3-Ang Il et Cy3-linker-Ang Il. En
plus de conserver une capacité de liaison pour les récepteurs AT: et ATy, ces ligands fluorescents
induisent la méme signalisation que 1’ Ang I1 sur AT, & savoir la voie des protéines Gq, permettant entre
autres la libération de calcium intracellulaire et a terme la contraction artérielle, et la voie des f-
arrestines permettant 1’internalisation des récepteurs. Malgré une ECsy plus importante de 1’ordre de
100nM, nos ligands agonistes peuvent étre utilisés pour tracer les récepteurs AT et AT, dans les cellules

les surexprimant.

Un premier ligand fluorescent sélectif des récepteurs AT, par rapport aux récepteurs AT, a été
identifié, le ligand Cy3-TRV027. Jusqu’a 100nM ce ligand se lie sélectivement aux récepteurs AT, par
rapport aux récepteurs AT:. A partir de 1uM, le ligand Cy3-TRV027 active les récepteurs AT: en
donnant une signalisation Gy mais aussi p-arrestines. Le ligand Cy3-TRV027 a perdu le biais strictement

B-arrestines sur les récepteurs AT.

Pour finir, pour la premiere fois un ligand fluorescent est sélectif des récepteurs AT par rapport
aux récepteurs AT, I’antagoniste Losartan-Cy3. En plus de ne se fixer qu’aux récepteurs AT1, avec un
Kb avoisinant les 30nM, il conserve le caractere d’antagoniste des récepteurs AT et est un bon traceur

du récepteur AT in vitro.

Ainsi, les nouveaux ligands fluorescents développés et caractérisés peuvent étre appliqués dans
une série de techniques basées sur la fluorescence pour étudier la signalisation et la localisation des
récepteurs de 1’angiotensine II. Dans la suite de ce projet de these, ces ligands pourront étre utilisés pour
étudier I’impact de la S-nitrosation par un donneur de NO sur les récepteurs AT, in vitro mais également
ex vivo. Les réponses fonctionnelles et la signalisation pourront étre étudiées avec les nouveaux ligands

fluorescents que nous venons de caractériser.
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Partie 2

Effet des donneurs de NO sur la
réponse fonctionnelle aux agonistes du
récepteur AT

106



Travaux expérimentaux

Objectifs

Il a été démontré, par I’équipe de I’EA 3452 (Bouressam et al., 2019), qu’un prétraitement
d’arteres cérébrales de rat avec du S-nitrosoglutathion abolit la vasoconstriction induite par 1I’Ang 11
alors que les réponses d’autres récepteurs associés a Gg11 demeurent inchangées, suggérant que AT, est
la cible directe du donneur de NO. Des résultats similaires ont récemment été obtenus par une autre
équipe (Pinheiro et al., 2021). L’objectif de 1’étude actuelle est de confirmer ces résultats obtenus sur
artéres au niveau cellulaire en étudiant la signalisation des récepteurs AT, suite a un prétraitement a un
donneur de NO. De plus, par I’intermédiaire des traceurs fluorescents caractérisés, I’impact de la S-

nitrosation des récepteurs AT sur leur localisation et leur internalisation sera étudiée.

Pour cela, la méthodologie utilisée pour caractériser les traceurs fluorescents sera également
nécessaire dans ce travail expérimental. La signalisation des récepteurs AT: sera étudiée par
I’intermédiaire de la mesure de la réponse calcique caractéristique de la voie des protéines Gq. Le
recrutement des effecteurs des récepteurs AT sera suivi par mesure de la fluorescence en BRET. Pour
finir la localisation des récepteurs AT sera analysée par imagerie. Une nouvelle étude ex vivo, sur artéres
cérébrales moyennes de rat, permettra de comprendre quels mécanismes sont impliqués dans 1’abolition

de la vasoconstriction induite par I’ Ang II lorsque les artéres sont prétraitées avec un donneur de NO.
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Matériels et méthode

l. Matériels

Le S-nitrosoglutathion (GSNO) et le S-nitroso-N-acétylcystéine (NacNO) sont les donneurs de
NO utilisés pour ces expériences. De 1’eau déminéralisée ultra pure (>18,2 MQ.cm) a été utilisée pour
préparer la solution de NacNO. La NacNO a été synthétisée extemporanément a une concentration finale
de 10M en faisant réagir de la N-acétylcystéine avec du NaNO, en milieu acide, comme décrit
précédemment (Parent et al., 2013). La solution est ajustée a pH 7,4 en ajoutant du NaOH 40%, puis
dilué 2 fois dans un tampon phosphate 102M pH 7,4. Le GSNO a été préparé extemporanément comme
décrit précédemment (Parent et al., 2013). Toutes les manipulations et tests impliquant le GSNO et le
NacNO ont été effectués dans des conditions de lumiére tamisée afin de limiter la dégradation induite

par la lumiere.

Une seule lignée cellulaire a été utilisée, les cellules embryonnaires rénales humaines
immortalisées HEK 293 (ATCC Cat# CRL-1573, RRID :CVCL_0045), mais modifiée génétiqguement

avec différents plasmides suivant les différentes expériences.

Des transfections stables ont été établies pour surexprimer les récepteurs humains AT1 ou AT»

marqués par une étiquette Flag ou par la protéine fluorescente GFP dont les vecteurs sont cités ci-apres.

. Méthodes

Les cellules HEK 293 ont été cultivées en atmosphére humide dans un incubateur (20% O, 5%
CO,, 37°C) dans des flasques de 75cm? dans du milieu MEM (Minimum Essential Medium, référence
P30-3306 NGlowBiotech) complémenté de 10% de sérum de veau feetal (SVF) (référence P30-3306
PAN Biotech), 2mM de glutamine (référence 25030-024 GIBCO) et 1% d’antibiotiques (pénicilline a
100unités/mL et streptomycine 100ug/mL, référence 15140-122 GIBCO). Lorsqu’elles atteignent
environ 80% de confluence, le milieu est éliminé, les cellules sont rincées au PBS puis 1,5mL de trypsine
est ajouté dans chaque boite. Apres incubation 5 minutes a 37°C, du milieu complet est ajouté pour
inhiber I’action de la trypsine puis un petit volume de cellules est prélevé puis ajouté dans une nouvelle
boite contenant 15mL de milieu complet. Les passages cellulaires s’effectuent a une fréquence de 2 par

semaine. Tous les réactifs ont été achetés chez Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France).
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Le principe de cette méthode a été décrit dans la partie 1 des travaux expérimentaux (cf. p66)

Des cellules HEK 293 surexprimant de maniére stable les récepteurs Flag-AT: ont été cultivées a
600 000 cellules/mL pendant deux jours dans du milieu MEM complet en atmosphere humide dans un
incubateur (20% O, 5% CO,, 37°C) en T10. Elles ont ensuite été chargées avec 2,5uM de Fluo-4-AM
(Molecular Probes, Invitrogen, Cergy Pontoise, France) en présence de 2,5mM de probénécide (Sigma-
Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) et de 300uM de NacNO dilués dans le tampon HEPES pendant
une heure. Les cellules ont ensuite été rincées et collectées dans du PBS et mises en suspension dans
12mL de tampon HEPES (10 mM HEPES pH 7,4, 137,5 mM NacCl, 1,25 mM MgCI2, 1,25 mM CaCl2,
6 mM KCI, 5,6 mM glucose, 0,4mM NaH2PO4). Les cellules ont été distribuées dans une plaque 96-
puits (Greiner 655090, 100uL/puits) et centrifugées pendant 5 minutes a 800 rpm. Les composés testés
ont été dilués en série dans le tampon physiologique HEPES.

Les augmentations de calcium intracellulaire provoquées par les agonistes, injectés aprés 30
secondes de mesure, ont été enregistrées a 1’aide d’un lecteur de microplaques Flexstation 11T (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA) avec une mesure toutes les 3 secondes pendant 220 secondes a 37°C,
par émission de fluorescence a 520nm (excitation a 485nm). Les amplitudes de réponse maximale ont
¢té normalisées au niveau de fluorescence de base. Pour chaque concentration de I’agoniste, la valeur
maximale de 1’augmentation de la concentration en calcium a été déterminée afin de construire des

courbes concentrations-réponse. Le logiciel d’analyse utilisé est KaleidaGraph 4.0.

Des cellules HEK 293 surexprimant de maniére stable les récepteurs humains GFP-AT; ou GFP-
AT, ont été cultivées a 80 000 cellules/puits pendant 48h en atmosphére humide dans un incubateur
(20% O, 5% CO,, 37°C) dans des plaques 24-puits contenant du milieu MEM complet sur des lamelles
de 12 mm de diametre pré-recouvertes de collagene de rat de type | (60 pg/mL, référence 11179179001).
Les cellules ont été incubées 30 minutes a 37°C avec 300uM de NacNO ou du tampon HEPES (0,1%
BSA) avant I’ajout des ligands. Les différents ligands testés ont été dilués dans du tampon physiologique
HEPES (0,1% BSA) et ajoutés aux cellules pendant 30 minutes a 37°C. Aprés incubation, les cellules
sur lamelles ont été fixées dans du PBS contenant 4% de paraformaldéhyde pendant 15 minutes, rincées
deux fois avec du PBS et exposées 15 minutes 8 50mM de NH4CI afin d’éteindre la fluorescence restante
du paraformaldéhyde. Aprées deux autres ringages dans du PBS, les lamelles ont été collées sur des lames
a I’aide d’un agent de montage (Mowiol, Calbiochem). L acquisition des images a été réalisée avec un
microscope & épifluorescence LEICA (microscope motorisé LEICA DM5500B avec caméra froide

Leica CTR 6000). Les figures ont été créées avec le logiciel ImageJ.
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Le principe de cette méthode a été décrit précédemment (cf. p67)

Le protocole effectué difféere des expériences précédentes a la derniere étape seulement. Ainsi,

pour avoir les détails du début de ce protocole il faut se référer aux pages 68-69.

Le milieu de culture des cellules transfectées, incubées dans la plague 96-puits pendant 24h, est
éliminé puis remplacé par 80uL/puits de tampon physiologique HEPES (0,2% BSA). Les composés
testés ont été dilués en série dans le tampon HEPES (0,2% BSA). Les donneurs de NO utilisés ont été
pré-incubés avec les cellules pendant une heure avant I’activation par le composé testé. Dans la plaque
96-puits, 10uL des composés a tester ont été ajoutés suivis du substrat NLuc Glow (dilué au 1/80 dans
du tampon HEPES (0,2% BSA) (Interchim, Montlugon, France) 10 minutes avant I’enregistrement du
point final BRET. Les signaux ont été acquis dans un appareil VictorLight (Pekin Elmer) a 37°C. Pour
chaque puits, la lumiére émise est mesurée de manicre consécutive a la longueur d’onde d’émission du
donneur (Nluc, filtre d’émission 435-385nm) et a la longueur d’onde d’émission de 1’accepteur (YPET

ou venus, filtre d’émission a 510-560nm).

Un « ratio BRET » correspondant au signal dans le « canal accepteur » (filtre bande passante 510-
560nm) divisé par le signal dans le « canal donneur » (filtre bande passante 435-385nm) a été calculé.
La valeur de « netBRET » est ensuite calculée en soustrayant le « ratio BRET » des cellules exprimant
uniquement le donneur d’énergie au « ratio BRET » des cellules exprimant le donneur et I’accepteur
d’énergie (pour le méme temps d’activation). Pour finir, les signaux BRET modulés par un agoniste
sont calculés en soustrayant le signal netBRET obtenu sans activation des récepteurs aux autres signaux
netBRET.

Toutes les expériences sont effectuées en conformité avec les recommandations de la
Communauté Européenne (directive 2010/63/UE) pour 1’utilisation des animaux de laboratoire. Les
protocoles et les procédures expérimentales ont été approuvés par le comité d’éthique régional sur
I’expérimentation animale (saisine BisNitroVivo APAFIS #15598) et les procédures expérimentales
hors champ ont été contrdlées par 1’ Animalerie centrale du Campus Brabois Santé ACBS (n° du projet

ACBS17-MCAIA).

Les expériences sont réalisées sur des rats Wistar males normo-tendus, non consanguins, agés de
4 a 8 mois (Rj/Han : WI, Janvier, Le Genest-Saint-Isles, France). Les procédures sont réalisées en zone

EOPS (exempt d’Organismes pathogénes Spécifiques) a I’ACBS.
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La procédure pour la préparation des artéres cérébrales moyennes et la vérification de leur

viabilité est expliquée et détaillée en pages 74-75 de ce manuscrit.

Apres I’évaluation de la viabilité au KCl, les artéres ont été exposées pendant 30 minutes a du
GSNO 2.10% mol.L* ou au PSS. Ensuite, un rincage des artéres avec du PSS a été réalisé pendant une

heure avant 1’ajout des différents peptides.

Les artéres ont ensuite été exposées aux différents peptides étudiés a des concentrations allant de
1.10* mol.L* & 1.10° mol.L* avec 5 minutes d’exposition par concentration de peptide. Les temps
d’exposition étaient réalisés a I’obscurité lorsque les peptides testés présentaient de la fluorescence. Les
courbes concentration-réponse avec un prétraitement au GSNO ont été comparées aux courbes
concentration-réponse sans traitement. Afin d’exclure tout effet dépendant du temps et de 1’age des

animaux, les différentes conditions ont été réalisées dans un ordre aléatoire.

Les valeurs de DI ont été mesurées a I’aveugle par deux opérateurs différents, garantissant des
mesures fiables et objectives. L’analyse statistique a été effectuée a 1’aide de Graphpad Prism version
8.0.2 (RRID : SCR_002798).

Les réponses vasoactives des artéres cérébrales moyennes sont exprimées en pourcentage de
changement de DI par rapport a la valeur mesurée lors du prétraitement. Cette normalisation permet de
limiter les sources de variation indésirables comme les différences anatomiques des artéres. Pour chaque
condition, la taille de I’échantillon est d’au moins n = 4, avec un effectif plus grand pour les groupes

prétraités au GSNO (compte tenu de la forte possibilité de dégradation du GSNO).

Des courbes concentration-réponse aux peptides ont été construites pour chague ACM et la moitié
de la concentration efficace maximale (EC50) a été calculée a I’aide de 1’équation de Hill :
%changement DI = Emin + (Emax + Emin) / (1+10 (109ECS0 - log(concentration)*pente de Hil)) " oy Eiy et Emax SONt
respectivement la réponse minimale et maximale atteinte dans chaque courbe concentration-réponse.
Les différences dans les réponses vasoactives ont éte déterminées par deux tests statistiques : une

ANOVA a deux facteurs (traitement, concentration) suivi d’un test post-hoc de Tukey (P < 0,05).
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Résultats et discussion

l. Etude des effets de la S-nitrosation sur la réponse fonctionnelle AT, in
vitro

Pour étudier les effets de la S-nitrosation sur la réponse fonctionnelle AT, les cellules ont été
prétraitées ou non a différents donneurs de NO, le GSNO et le NacNO. Plusieurs concentrations de ces
donneurs de NO ont été testées allant de 100uM a ImM.

Des premiers tests de réponse fonctionnelle, mesurant la réponse calcique intracellulaire
consécutive a I’activation de la voie des protéines Gy ont été réalisés en prétraitant les cellules
surexprimant les récepteurs AT, avec 300uM de NacNO, puis en activant les récepteurs avec de I’Ang
Il (Figure 44 A). Une légére baisse de la libération calcique est observée pour ces cellules comparées
aux cellules non prétraitées activées par 1’Ang II. 1l s’agit d’un premier résultat encourageant qui va
dans le sens d’un blocage de la voie Gq par un prétraitement & des RSNO. Cependant I’inhibition de la
voie Gq n’est pas retrouvée dans les résultats de BRET. En effet, malgré un prétraitement des cellules a
deux donneurs de NO différents et a différentes concentrations allant jusqu’a ImM, le recrutement des
protéines miniGq par les récepteurs AT activés par I’Ang II reste similaire avec ou sans prétraitement
(Figure 44 B). Le recrutement des B-arrestines 2 et I’internalisation des récepteurs AT: mesurés en
BRET, sont également similaires entre les cellules activées par I’ Ang II prétraitées par des donneurs de

NO ou non traitées (Figure 44 C et D).

L’internalisation des récepteurs est €galement étudiée en imagerie sur les cellules surexprimant
les récepteurs GFP-AT1 ou GFP-AT, (Figure 45). Les récepteurs AT activés par 30nM d’Ang II ou
300nM de Cy3-Ang II sont retrouvés dans les vésicules d’endocytose dans le cytoplasme des cellules,
donc internalisés. Les récepteurs AT restent a la surface de la membrane plasmique apres les activations
par les agonistes. Lorsque les cellules sont prétraitées avec 300nM de NacNO pendant 30 minutes puis
activées par les agonistes, les récepteurs AT1 sont de nouveau retrouvés dans le cytoplasme des cellules
et les récepteurs AT, sont localisés a la surface de la membrane plasmique. De ce fait le prétraitement
des cellules pendant 30 minutes par le NacNO a 300nM ne semble pas impacter la localisation des

récepteurs AT: et AT, apres leur activation par des agonistes.
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Figure 44 : Effets des donneurs de NO sur la signalisation de cellules surexprimant les récepteurs ATi. (A)
Courbes dose/réponse calcique mesurées dans les cellules HEK 293 surexprimant les récepteurs AT: prétraitées ou non a
300uM de NacNO et activés par 1’Ang I1. Le graphique est représentatif de n = 1 expérience, avec un duplicat pour chaque
condition. Chaque point de données représente les valeurs moyennes des duplicats de 1’expérience ; KaleidaGraph (4.0).
(B/C/D) Courbes de recrutement des protéines par le récepteur AT activé par I’Ang II mesurées dans des cellules HEK 293
surexprimant de maniére transitoire AT1R-NanoLuc et (B) Venus-miniGq, (C) YPET-ARRB2 ou (D) Venus-MP. Les cellules
ont été prétraitées ou non a différentes concentrations de NacNO ou GSNO pendant 30 minutes. Les graphiques sont
représentatifs de n = 1 expérience, avec un duplicat pour chaque condition. Chaque point de données représente les valeurs
moyennes des duplicats de 1’expérience (Graphpad Prism 8.0.2).
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Figure 45 : Images de microscopie en épifluorescence représentatives de la localisation des récepteurs GFP-AT1
ou GFP-AT: apreés prétraitement ou non au NacNO et stimulation a des agonistes. Les cellules HEK 293 surexprimant
GFP-AT:1 ou GFP-AT: sont fixées prétraitées 30 minutes avec 300 uM de NacNO ou avec du tampon HEPES (0,1% BSA) et
activées 30 minutes par I’Ang II (30nM) ou la Cy3-Ang Il (300nM). Images représentatives de 1 expérience. Barre d’échelle
dans les images, 10pum.
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Les premiers tests cellulaires, effectués sur cellules HEK 293 surexprimant les récepteurs ATj,
refletent une conservation des voies des protéines Gq et des B-arrestines ainsi que 1’internalisation des

récepteurs apres un prétraitement a des donneurs de NO et activation des récepteurs avec un agoniste.

Il.  Etude des effets de la S-nitrosation sur la vasoréactivité de 1’artére ex
VivVo
L’impact des donneurs de NO sur les récepteurs AT a €té étudié ex vivo sur des artéres cérébrales
moyennes de rats. Les artéres ont été prétraitées ou non par du GSNO a une concentration de 2.10°M
pendant 30 minutes. Aprés un ringage avec du PSS pendant 30 minutes 1’ Ang II ou I’agoniste fluorescent

Cy3-Ang Il sont ajoutés a concentrations croissantes de 1pM a 1uM et la contraction artérielle est

mesurée afin d’établir des courbes concentration-réponse (Figure 46).
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Figure 46 : Mesures des réponses contractiles des arteres cérébrales moyennes a différents ligands avec ou sans
prétraitement au GSNO. Les courbes concentration-réponse de 1’Ang II (A) ou du ligand fluorescent Cy3-Ang Il (B) ont été
obtenues aprés exposition (30min) a du PSS ou du GSNO (2.10°M). Les graphiques sont représentatifs de minimum n = 3
expériences distinctes. Les changements de diameétre interne (%) sont exprimés en moyenne + SEM. La modélisation de Hill a
été utilisée et une ANOVA deux facteurs (traitement, concentration) a été utilisée pour calculer les valeurs P, *P < 0,05 (test
post-hoc de Tukey) (Graphpad Prism 8.0.2)
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D’abord, I’ Ang II induit une contraction artérielle avec une ECso de ’ordre de 1.10°M et un Emax
de -9%, ce que nous retrouvons dans d’autres études internes de 1’équipe. Les artéres prétraitées avec
du GSNO ont une contraction induite par I’Ang II significativement moins importante que celles non
traitées. Un prétraitement des arteres ceérébrales inhibe la vasoconstriction par I’Ang II confirmant les
résultats antérieurs de 1’équipe (Bouressam et al., 2019). Précédemment, une abolition de la réponse
contractile était observée alors que nous retrouvons ici une légere contraction qui persiste. Ceci peut étre
d( au manque de stabilité du GSNO qui se dégrade facilement et a pu étre endommagé pendant le
transport entre le laboratoire et I’animalerie ACBS, impactant la concentration finale de GSNO utilisée
en prétraitement. De plus, un changement significatif de contraction est plus difficile a observer du fait
de ’amplitude de la réponse a 1I’Ang II qui reste subtile mais dont 1’affinité est plus importante que

d’autres vasoconstricteurs, comme la phényléphrine ou la sérotonine.

Une contraction artérielle est également observée pour le ligand fluorescent Cy3-Ang II jusqu’a
10nM. Au-dela la contraction observée est due en partie a I’impact de la Cyanine 3 AT:-indépendant
directement sur les artéres, décrit également dans les travaux précédents. Les arteres prétraitées avec du
GSNO ont une contraction induite par la Cy3-Ang II qui semble moins importante mais n’est
significativement pas différente. I est possible que la contraction importante de 1’artére due a la Cyanine

3 masque les effets du GSNO observés avec I’ Ang 11

115



Travaux expérimentaux

Conclusion

Dans cette premiere étude de I’impact de donneurs de NO sur la signalisation des récepteurs ATy,
des résultats mitigés sont obtenus. En effet, nous retrouvons I’inhibition de la voie Gq des récepteurs
AT aprés un prétraitement des artéres a un donneur de NO. Cependant au niveau cellulaire ces résultats

ne sont pas observés.

Au niveau cellulaire, un prétraitement avec le GSNO ou le NacNO ne semble pas impacter la
signalisation des récepteurs AT: dans ces conditions expérimentales. Le modeéle cellulaire in vitro utilisé
ne semble pas reproduire les données observées ex vivo malgré 2 publications d’autres laboratoires avec

les mémes cellules (Leclerc et al., 2006; Pinheiro et al., 2021).

La voie des B-arrestines et I’internalisation sont conservées aprés un prétraitement avec le NacNO
ou le GSNO. Cependant, comme la S-nitrosation des récepteurs AT, par ces donneurs de NO n’est pas
confirmée, nous ne pouvons pas étre certains que le prétraitement par les RSNO a bien induit la S-
nitrosation d’AT;. En effet, cette possibilité d’une « inefficacité » des RSNO a induire la S-nitrosation
sur ces cellules n’est pas écartée et pourrait expliquer le maintien de la signalisation compléte des

récepteurs AT;.

Les données observées sur artéres cérébrales confirment I’inhibition de la voie des protéines Gq
des récepteurs AT, aprés un prétraitement des arteres par du GSNO. Ces données confirment les résultats

antérieurs de 1’équipe (Bouressam et al., 2019) mais avec un effet plus faible.

Pour conclure, I’inhibition de la vasoconstriction des artéres cérébrales par un prétraitement au
GSNO a été reproduite mais dans une moindre mesure. Le modéle cellulaire, pourtant utilisé dans
d’autres études, ne permet pas de décrypter les mécanismes moléculaires impliqués dans 1’inhibition de
la vasoconstriction observée sur tissus. D’autres expériences sur cellules sont nécessaires pour

déterminer si les RSNO ont un impact sur les signalisations du récepteur AT;.
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L’objectif principal des travaux présentés dans cette thése était de caractériser de nouveaux
ligands fluorescents comme traceurs permettant d’étudier les récepteurs AT1 de I’ Ang II sur cellules et
tissus. A long terme, ces traceurs pourront servir a étudier I’impact de la S-nitrosation induite par des
donneurs de NO sur la signalisation des récepteurs ATi. Comme il I’a été mentionné précédemment,
peu de ligands fluorescents de AT; sont disponibles sur le marché pour I’étude de ce récepteur et leur
caractérisation pharmacologique n’est pas précise. L’intérét de développer des ligands fluorescents est
qu’avec une molécule traceur il est possible d’étudier le récepteur cible dans une grande variété
d’expériences, de la microscopie de molécule unique jusqu’a potentiellement I’analyse d’interaction

récepteur/ligand par BRET in vivo (White et al., 2019; Soave et al., 2019, 2021)

Le récepteur AT, activé par I’ Ang II déclenche les effets les plus connus de I’activation du SRA
tandis que la stimulation de AT, a des effets opposés. L’équilibre physiologique entre ces deux
récepteurs a été détaillé dans une récente revue de notre équipe (Colin et al., 2023). Dans la plupart des
situations physiopathologiques, I’activation du récepteur AT: est prédominante et délétére et atténue les

effets bénéfiques opposés induits par le récepteur ATo.

Les effets vasoconstricteurs induits par le récepteur ATy sur les arteres cérébrales, consécutifs a
I'activation de la protéine Gqg, peuvent réduire la perfusion cérébrale en cas d'accident vasculaire
cérébral. En outre, I’activité du récepteur AT, est directement régulée par la voie des B-arrestines
impliquée dans I’internalisation du récepteur. Les B-arrestines peuvent également agir comme des
protéines d’échafaudage favorisant les cascades de signalisation alternatives de AT avec des effets
protecteurs potentiels. Le développement d’agonistes AT: biaisés envers les B-arrestines, capables
d’activer sélectivement la voie de transduction de la B-arrestine plutét que la voie G4, semble prometteur
et pourrait conduire a de nouvelles stratégies thérapeutiques. L implication du récepteur AT; dans les
maladies cérébrovasculaires ainsi que I’intérét des signalisations alternatives, induites par les agonistes
AT biaisés pour la B-arrestine et potentiellement par la S-nitrosation des récepteurs ATz, ont fait I’objet
d’une revue de notre équipe (Delaitre et al., 2021). Leur impact sur l'internalisation de AT, dans les
artéres cérébrales doit étre évalué, mais le manque d'outils hautement sélectifs pour cibler AT, constitue

un obstacle majeur.

Nous avons présenté, dans la premiére partie des travaux expérimentaux de cette these, une série
de ligands fluorescents développés en coopération avec des chercheurs de deux laboratoires de chimie,
le Dr. Boisbrun du L2CM et le Dr. Acherar du LCPM. Ces dérivés rendus fluorescents basés sur I’ Ang
Il agoniste de AT: ou sur le TVRO027 agoniste AT biaisé envers la voie B-arrestine (TRV027) et un
dérivé fluorescent de I’antagoniste sélectif de ATy par rapport a AT, le Losartan-Cy3, nous permettent

de suivre les récepteurs AT et/ou les récepteurs ATo.
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Par la suite, la deuxiéme partie des travaux expérimentaux présentés dans ce manuscrit confirment
nos résultats antérieurs, a savoir qu’un prétraitement d’artéres cérébrales moyennes par un donneur de
NO inhibe la vasoconstriction induite par les récepteurs ATi. Cependant ces résultats ne sont pas
retrouvés dans nos expériences cellulaires, malgré des publications d’autres équipes sur modéle

cellulaire, illustrant la difficulté de travailler avec des donneurs de NO et d’étudier la S-nitrosation.

La caractérisation pharmacologique de nouveaux ligands fluorescents
traceurs des récepteurs de 1’angiotensine

Les peptides fluorescents dérivés de I’Ang II conservent la méme fonctionnalité que le peptide
natif avec une spécificité pour les deux types de récepteurs de 1’Ang II, AT: et AT.. Une perte de
I’affinité de ces ligands est observée, comme c’est le cas pour de nombreux ligands fluorescents, testés
dans la littérature, qui montrent une diminution de 2 a 3 log des traceurs fluorescents pour leur récepteur
cible (Tadevosyan et al., 2015). Cependant, 1’utilisation de ces traceurs fluorescents est possible sur
cellules jusqu’a 300nM ce qui permet d’étudier les récepteurs AT, tant leur localisation que leurs
fonctions. Sur tissus artériels, les agonistes couplés a la Cyanine 3 induisent une vasoconstriction
similaire a I’ Ang II mais ont une limite d’utilisation a 10nM car, & plus forte concentration, la Cyanine

3 elle-méme impacte la contraction des arteres indépendamment du récepteur AT;.

Le peptide fluorescent Cy3-TRV027 a une sélectivité pour les récepteurs AT, par rapport aux
récepteurs AT jusqu’a 100nM. A plus fortes concentrations les peptides fluorescents dérivés de
TRVO027 se lient également aux récepteurs AT, et perdent leur biais de signalisation B-arrestine strict et
commencent & activer la voie Gq. Tres récemment, il a été montré dans la littérature que la surexpression
de récepteurs pouvait modifier la spécificité des agonistes AT biaisés envers les B-arrestines conduisant
a un gain de fonctions et a une perte du biais (A. Li et al., 2023). En effet, dans cette étude, les cellules
U20S-TetOn-AT: surexprimant les récepteurs AT: induisent une libération de calcium lorsque les
récepteurs sont activés par les ligands connus comme biaisés envers les p-arrestines, le TRV027, le
TRV023, le TRV026 ou le SIl a 10°M a une forte densité de récepteurs. Dans notre étude, cette
hypothése semble écartée car la méme lignée stable de cellules HEK 293 surexprimant les récepteurs
AT a été utilisée pour le TRV027 et ses analogues fluorescents or le TRV027 conservait bien son biais
B-arrestine jusqu’a 1UM. Il est prévu d’étudier ces dérivés fluorescents dans le laboratoire du Dr. Karen
Martinez afin d’établir des Kd et de les corréler avec la densité de récepteurs AT: et AT, mesurée. Ainsi
nous pourront déterminer comment la surexpression des récepteurs AT: impacte la liaison et la
signalisation des peptides fluorescents. La fragilité du biais de signalisation des agonistes biaisés B-
arrestines est mise en avant dans la littérature et I’ajout d’un fluorophore impacte donc également la

spécificité des agonistes AT biaisés envers les B-arrestines a partir de 1uM.
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L’antagoniste fluorescent Losartan-Cy3 est le traceur avec les résultats les plus prometteurs. En
plus de conserver son caractére antagoniste des récepteurs AT; et d’avoir un Kp avoisinant les 30nM, il
est sélectif des récepteurs AT par rapport aux récepteurs AT, et permet un suivi en imagerie des 10nM.
Des études ex vivo sur ACM sont a prévoir pour estimer s’il permet la méme inhibition de la

vasoconstriction artérielle que le losartan.

Nous avons donc a notre disposition des traceurs fluorescents se liant aux récepteurs AT1 et AT,
dont I’un est sélectif des récepteurs AT par rapport aux récepteurs AT et un autre sélectif des récepteurs
AT par rapport aux récepteurs ATo. Ils permettent de localiser les récepteurs et d’étudier la signalisation
des récepteurs AT. Ils pourront donc étre utilisés dans la suite du projet orientée sur I’impact de la S-

nitrosation du récepteur AT; sur sa signalisation.

Limites de détection

Nous avons rencontré des limites de détection pour de nombreuses méthodes, que ce soit di a
I’extinction de fluorescence du fluorophore accepteur dépendante de la Cyanine 3 a partir d’une
concentration de 10°M lors des expériences de BRET, ou le bruit de fond important sur les cellules
HEK 293 contrdles en cytométrie en flux. Ces limitations nous ont empéché de monter en concentration
de ligands fluorescents dérivés de la Cy3 ou de la TAMRA afin d’atteindre un plateau de saturation et
de déterminer les Kp des ligands ou leur ECso de maniere précise. Cependant, la nouvelle méthode
développée par I’équipe de Karen Martinez combinant les tests basés sur la fluorescence et 1’analyse
quantitative d’images de cellules uniques a permis de déterminer le Kp du Losartan-Cy3 malgré une
liaison non spécifique importante du ligand a partir de 300nM et I’absence de saturation de la courbe. I
serait intéressant de tester les autres ligands fluorescents par I’intermédiaire de cette méthode afin

d’estimer leur constante d’affinité.

Pour contrebalancer les limites de détection contraignantes, il est intéressant de noter que toutes
les techniques utilisées pour caractériser les ligands ont indiqué un méme ordre de grandeur pour le Kp
du Losartan-Cy3. Le Kp calculé par I’intermédiaire des mesures de liaison par fluorescence a la
membrane plasmique est environ de 30nM. La sélectivité mesurée en cytométrie en flux montre le
Losartan-Cy3 sélectif pour les récepteurs AT: a cette méme concentration. Les mesures effectuées en
BRET estiment également I’ICso de 1’antagoniste fluorescent a cette concentration. Malgré les deux
phases distinctes observées avec la méthode de réponse calcique, le pA2 et le Ki calculé se rapprochent
également de ce résultat. Ainsi les méthodes et protocoles qui ont servi & caractériser les nouveaux

dérivés fluorescents donnent des résultats similaires, confirmant leur pertinence.
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Augmentation de I’ECsg avec les ligands fluorescents

Les ligands fluorescents dérivés de 1’Ang I ont une augmentation de I’ECso pour activer les
récepteurs AT: du méme ordre que celle retrouvée dans d’autres études de ligands fluorescents
(Tadevosyan et al., 2015). L’ajout de I’espaceur entre le fluorophore et le peptide, permettant en théorie
d’¢éloigner le fluorophore du site de liaison du ligand, n’améliore pas 1’ECso mesurée ni en réponse
calcique ni dans le recrutement des différents effecteurs de la signalisation de AT: ou de son
internalisation. En effet, nous ne pouvons pas écarter la possibilité que cet espaceur se soit replié et
n’éloigne donc pas le fluorophore du peptide. Cette hypothese pourrait étre testée en comparant les
ligands fluorescents ayant ou non 1’espaceur dans des études de liaison récepteur/ligand par transfert
d’énergie ou I’efficacité de transfert de FRET entre les récepteurs fluorescents et les ligands fluorescents

a I’équilibre sera étudiée.

Un encombrement stérique peut donc étre présent au niveau du site de liaison expliquant cette
perte d’affinité. D autres études antérieures mettent en avant 1’altération des propriétés de liaison du
ligand aux récepteurs AT: lors d’une modification N-terminale des récepteurs AT: avec une perte
d’affinité de I’ordre de 2 log de 1’ Ang II pour le récepteur AT: (Wingler et al., 2019b; T6th et al., 2021)
illustrant I’importance de I’extrémité N-terminale du site de liaison pour le ligand (H. Zhang et al.,
2015b). La modélisation du site de liaison du récepteur AT avec les différents dérivés fluorescents
étudiés permettrait de déterminer leurs interactions, notamment les interactions potentielles de
I’espaceur ajouté dans la poche de liaison orthostérique du récepteur. Cette modélisation pourrait
¢galement étre utile dans la synthése de nouveaux ligands fluorescents afin d’éviter les potentiels

encombrements stériques et limiter en partie une perte d’affinité pour les récepteurs ATa.

Comparaison des différents fluorophores Cy3 et TAMRA utilisés

Nos dérivés fluorescents sont couplés au fluorophore Cy3 et le ligand fluorescent commercial
utilise la TAMRA. Ces deux fluorophores ont des caractéristiques proches avec une taille sesmblable, un
spectre d’excitation et un spectre d’émission proches. Ces deux fluorophores ont été étudiés avec des
parameétres d’acquisition identiques lors des expériences, cependant ils ne donnent pas exactement les
mémes résultats, bien qu’ils soient tous les deux des traceurs pour les récepteurs AT et les récepteurs

AT, de I’angiotensine.

Ces deux traceurs fluorescents ont des ECso et Emax Similaires obtenues en mesurant la réponse
calcique. lls recrutent également les mémes effecteurs des récepteurs AT avec une affinité et une

efficacité similaire.
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En cytométrie en flux le ligand TAMRA-AnNg Il induit un bruit de fond plus faible que le Cy3-
Ang II a4 la méme concentration. Ce méme constat est observé en microscopie d’épifluorescence
montrant une liaison non spécifique plus élevée de la Cy3 par rapport a la TAMRA pour ces deux
méthodes. En effet, la TAMRA a un déplacement de Stokes plus élevé, pouvant limiter la contamination
du signal d’émission, donc le bruit de fond. Cependant, la colocalisation entre la TAMRA-ANg 1l et les
récepteurs GFP-AT; est moins importante que celle observée pour la Cy3-Ang Il avec les récepteurs
GFP-AT;. De plus, la Cy3-Ang Il donne un signal de fluorescence plus intense que la TAMRA-AnNg 1l
avec les récepteurs GFP-AT- a la membrane plasmique. Peut-tre est-ce dii au fait que les propriétés de

fluorescence des fluorophores sont dépendantes de 1’environnement.

Les tests ex vivo ont montré un comportement différent des fluorophores sur les artéres cérébrales
moyennes de rat. Une contraction des artéres, AT: indépendante, est induite par la Cy3 a partir de 100nM
alors que la TAMRA ne semble pas impacter la vasomotricité d’elle-méme. Bien que le ligand TAMRA-
Ang II ait un comportement proche de 1’Ang 11, les courbes dose/réponse obtenues pour la contraction

des arteres et pour le recrutement des protéines G4 ne ressemblent pas a une courbe sigmoide.

Il serait intéressant de tester de nouveaux fluorophores, ayant de meilleures propriétés de
fluorescence, sur les peptides afin de limiter les désagréments que nous avons eu lors de ce projet. Le
changement chimique du greffage des fluorophores aux peptides peut aussi étre discuté afin de permettre
une utilisation optimale des sondes dans des techniques de fluorescence (Maujean et al., 2023a; Maujean
et al., 2023b). La modélisation moléculaire pourrait aider au choix de ces nouveaux fluorophores.
Certains fluorophores peuvent participer a la liaison du ligand dans le site de liaison du récepteur. Ainsi
la dynamique de la molécule fluorescente sur les récepteurs AT; ou AT, pourrait affiner les choix des

fluorophores.

Etudes fonctionnelles AT, envisagées

Les études de cytométrie en flux et I’observation des cellules en microscopie a épifluorescence
nous ont permis de caractériser la liaison des différents dérivés fluorescents sur les récepteurs ATo.
Ainsi, les dérivés fluorescents de 1’Ang 11, et surtout le dérivé fluorescent de TRV027, Cy3-TRV027,
pourraient étre utilisés comme outils fluorescents dans des tests de liaison sur les récepteurs AT,. Par
exemple, il pourrait étre envisagé d’étudier I'impact de donneurs de NO sur la liaison des dérivés
fluorescents aux récepteurs AT,. Ainsi nous pourrions établir si, in vitro, I’exposition a un donneur de
NO impacte les récepteurs. Ces ligands fluorescents pourront étre utilisés de maniere plus générale
comme traceur dans des mesures de liaison surtout si I’on peut détecter du FRET entre le GFP-AT et
le ligand Cy3-TRV027 ou du BRET entre AT>-Nluc et Cy3-TRV027 ce que nous n’avons pas eu le

temps de tester.
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Les voies de signalisation du récepteur AT, ne sont pas clairement établies dans la littérature et
sont complexes a étudier. Ce récepteur, appartenant a la famille des RCPG de par sa structure et sa
séquence, a une signalisation de la voie des protéines G remise en question. De plus, ce récepteur ne
recrute pas les B-arrestines et ne s’internalise pas (Johnstone et al., 2022). Comme I’identification des
effecteurs directs de ce récepteur reste un défi pour le monde scientifique, la mise en place d’études
fonctionnelles du récepteur AT, est problématique. Nos essais de tests fonctionnels sur des cellules HEK
293 surexprimant les récepteurs AT et sur des cellules PC 12, lignée cellulaire de phéochromocytome
de rat supposées exprimer les récepteurs AT,, n’ont apporté aucun résultat concluant. La libération
calcigue a été investiguée suite a I’activation des récepteurs AT, par différents agonistes ou I’activation
des récepteurs muscariniques endogenes par de I’acétylcholine, utilisée comme contréle positif. La seule
libération calcique mesurée a été obtenue aprés activation des récepteurs muscariniques avec
I’acétylcholine sur les cellules HEK 293 surexprimant les récepteurs AT,. Une étude sur cellules
endothéliales humaines est envisagée en collaboration avec I’équipe du Dr Demiot de I’'UNILIM de
I’Université de Limoges. Des études de liaison ligand/récepteur par microscopie confocale sont
¢galement envisagées pour déterminer I’affinité des ligands fluorescents pour les récepteurs ATo,

comme cela a été fait avec le Losartan-Cy3 pour les récepteurs AT;.

Des tests fonctionnels des récepteurs AT, au niveau tissulaire pourront étre réalisés en étudiant la
vasodilatation d’artéres cérébrales moyennes ex vivo. Les artéres seront préalablement contractées avec
une solution potassique, qui sera maintenue tout au long de I’expérience et les récepteurs AT, seront
blogqués avec un exces de Losartan (10°M). Ainsi nous pourront étudier I’impact des différents ligands
fluorescents dérivés de I’ Ang II et de TRV027 sur la dilatation des ACM. Cette expérience sera limitée
en termes de concentrations pour les dérivés fluorescents Cy3, car le fluorophore Cy3 induit une

contraction ATi-indépendante a partir de 200nM.

Tracer les récepteurs endogenes

Les deérivés fluorescents reconnaissent et se lient aux récepteurs AT et/ou AT, dans nos modéles
cellulaires surexprimant ces récepteurs. Le nouvel enjeu de ces ligands fluorescents serait de pouvoir
détecter les récepteurs endogénes au niveau cellulaire. Dans les tissus artériels, nos dérivés fluorescents
basés sur I’Ang II se lient aux récepteurs ATi, comme le montre la vasoconstriction des arteres
cérébrales moyennes lorsque 1’on ajoute 10nM de ces ligands, ainsi ils se lient aux récepteurs endogenes
des artéres. Cependant, dans les lignées cellulaires, I’expression endogéne des récepteurs AT: et AT, est

plus faible, donc plus difficile a détecter.
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De nouveaux modeles cellulaires pourraient étre utilisés, exprimant les récepteurs de maniére
endogene, comme des CMLV ou les lignées A-10 ou PC-12, malgré les résultats peu prometteurs que
nous avons obtenus avec ces lignées cellulaires. Avec les techniques et protocoles mis au point lors de
ce projet de thése, nous avons une bonne base pour commencer les investigations sur la liaison des

dérivés fluorescents aux récepteurs endogenes, en comparaison avec I’ Ang II non marquée.

Quantification de I’internalisation des récepteurs

La quantification de I’internalisation des récepteurs AT1 par les ligands fluorescents mesurée en
BRET n’a pas été possible avec les résultats présentés en partie a cause de la limite de détection constatée
en BRET. Cependant, il serait possible de quantifier I’internalisation par I’intermédiaire de la cytométrie
en flux en mesurant une diminution des récepteurs GFP-AT; a la surface des cellules aprés leur
activation par ces différents ligands fluorescents. Une corrélation entre la GFP et la Cy3 mesurée
pourrait nous permettre d’établir des courbes dose-réponse de I’internalisation des récepteurs. Cette
technique a été utilisée par notre équipe pour quantifier les récepteurs AT; a la surface de cellules HEK
surexprimant GFP-AT: pour montrer que le GSNO n’impacte pas I’internalisation des récepteurs AT

induite par I’Ang Il (Bouressam et al., 2019).

Utilisation de la TAMRA-ANg Il pour étudier les recepteurs AT; et AT,

Le ligand TAMRA-Ang II, dont I’ECsp est similaire a celle de la Cy3-Ang I, est déja utilisé dans
guelques études, notamment pour localiser et quantifier les récepteurs AT, dans des tissus musculaires
animaux (Deminice et al., 2020; Murase et al., 2020). En effet, I’équipe de Deminice a pu identifier les
récepteurs AT: sur des coupes histologiques de muscles squelettiques et du diaphragme de rats a 1’aide
du ligand TAMRA-ANg Il & 5uM. Cette liaison semble spécifique car les mémes expériences en

présence d’un excés de Losartan (LmM) ont été réalisées et ne montrent pas de liaison du ligand.

Deux équipes utilisent le ligand TAMRA-AnNg Il comme traceur pour des études cellulaires de
pharmacologie, celle des Dr Kevin Pfleger en collaboration avec Dr Stephen Hill et celle du Dr Laszlé
Hunyady. L’équipe de recherche du Dr Kevin Pfleger et Dr Stephen Hill utilise ce ligand TAMRA-ANg
Il comme traceur pour étudier la liaison de ligands non fluorescents au récepteur AT1, notamment des
tests de nanoBRET par compétition avec le récepteur Nluc-AT; en extracellulaire et la TAMRA-AnNg Il
comme accepteur de BRET (Stoddart et al., 2015). Cette équipe a également montré 1’utilisation
potentielle du ligand TAMRA-ANg Il dans des tests de liaison permettant de détecter les hétéromeres

dans les cellules vivantes en temps réel (Johnstone et al., 2021; Johnstone & Pfleger, 2021). Des
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expériences de BRET ont mis en évidence des roles fonctionnels di & I’hétéromérisation du récepteur

AT, avec le récepteur B2 (Johnstone et al., 2022).

En plus de prouver que I’ utilisation de ligands fluorescents comme la TAMRA-ANQ |l est possible
dans des techniques basées sur la fluorescence, ces études mettent en avant la possibilité de détecter la
formation d’hétéromeéres de RCPG. L’équipe de Karen Martinez étudie également 1’oligomérisation des
RCPG dans des systemes hétérologues en déterminant la densité de récepteurs de maniere trés précise a
la surface des membranes plasmiques (Brinkenfeldt et al., 2023). Dans la littérature, il est décrit que les
modifications fonctionnelles consécutives de la dimérisation des récepteurs AT: et AT, peuvent
impacter la physiologie de ces derniers. De nouvelles investigations avec cette technique innovante
pourraient renseigner sur 1’impact que peut avoir la dimérisation des récepteurs en situation
physiopathologique. Cela pourrait aussi contribuer a 1’étude de la signalisation générale des RCPG,
sachant que certains peptides peuvent se lier préférentiellement a leurs récepteurs lorsqu’ils sont

dimérisés ou avoir d’autres interactions encore non décrites.

L’équipe du Dr Léaszl6 Hunyady a utilisé la TAMRA-ANg Il comme traceur dans des mesures de
liaison récepteur/ligand par BRET pour quantifier la liaison des ligands aux récepteurs non modifiés en
utilisant des biocapteurs Gaussia luciferase (GLuc) comme donneur d’énergie (TOth et al., 2021). Les
biosenseurs GLuc-PM ou la NanoLuc-PM tapissent le feuillet externe de la membrane plasmique des
cellules et le BRET mesuré se fait entre GLuc-PM a la membrane plasmique et les ligands fluorescents
liés a leurs récepteurs. Ainsi des courbes de liaison compétitive avec 1uM de TAMRA-ANg Il et des
concentrations croissantes de candésartan ont été réalisées afin de déterminer des Ki. Nous avons testé
ces biosenseurs avec nos ligands fluorescents mais le signal de BRET de liaison spécifique constaté était
tres faible. Leurs résultats sont en accord avec notre étude, montrant une difficulté de déterminer des
liaisons spécifiques di a I’important bruit de fond de la liaison non spécifique, due a des collisions

aléatoires.

Avec I'utilisation de la TAMRA-ANg 1l, I’équipe de Hunyady met également en avant un biais
de la signalisation de la B-arrestine dépendant du taux de dissociation du ligand et de 1’activation des
protéines G au niveau des endosomes (T6th et al., 2023). Ces résultats, retrouvés dans BioRxiv, sont en
cours de publication mais semblent prometteurs quant a I’émergence du concept que I’endocytose est

un point clé pour la signalisation biaisée des RCPG dépendante du temps.

Ces équipes de recherche utilisent le ligand TAMRA-ANg Il pour étudier les récepteurs AT: et
AT, dans leurs expériences. Ayant des caractéristiques pharmacologiques similaires au ligand Cy3-Ang

II, cela encourage a I’utilisation de ce dérivé fluorescent aux mémes fins exploratoires.
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L’étude du ligand TAMRA-ANg Il sur la vasoconstriction des arteres cérébrales moyennes doit
se poursuivre. Bien que ’effet artéfactuel de la Cyanine 3 sur la contraction ne soit pas retrouvé avec la
TAMRA, la courbe dose-réponse du ligand TAMRA-Ang II n’a pas I’allure d’une courbe de Hill,
retrouvée pour 1’ Ang II, mais plutdt une allure linéaire. Des investigations approfondies sont envisagées
afin de déterminer les mécanismes induisants la contraction artérielle spéciale de la TAMRA mais

également de la Cya3.

Commercialisation de nouveaux outils fluorescents pour les recepteurs AT,

Trés récemment, des antagonistes fluorescents des récepteurs AT: de I’angiotensine Il ont été
commercialisés par le groupe Celtarys research, le CELT-252 et le CELT-145. 1l s’agit de 2 antagonistes
fluorescents dont la validation pharmacologique a été établie par des études de radioliaison. Leur K;, de
39nM et 160nM respectivement, sont similaires au Kp de notre ligand Losartan-Cy3 avoisinant les
30nM. Peu d’informations sont disponibles concernant ’antagoniste utilisé ou la structure de leurs
sondes. Il serait intéressant de collaborer avec cette entreprise pour caractériser entiérement leurs sondes

fluorescentes dans nos essais cellulaires et les comparer a notre traceur Losartan-Cy3.

Le développement et la commercialisation de ces sondes prouvent la demande en outils
fluorescents pour étudier AT; et la faisabilité et I’utilité des dérivés fluorescents, nous encourageant a

continuer de travailler avec nos traceurs fluorescents prometteurs.
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Effet des donneurs de NO sur la réponse fonctionnelle aux agonistes
du récepteur AT,

L’absence de corrélation entre les résultats cellulaires et tissulaires sur I’impact des donneurs de
NO sur la signalisation Gq des récepteurs AT: nous améne a de nombreuses réflexions. Bien qu’il ne
s’agisse que de premiéres expériences sur cellules, comparé aux nombreux résultats antérieurs de
I’équipe sur les artéres cérébrales moyennes, nous ne pouvons conclure de I’effet de donneurs de NO

sur la signalisation des récepteurs AT:.

Etudes in vitro de I’impact des donneurs de NO sur AT;

L’absence d’impact des donneurs de NO in vitro sur la signalisation Gq, la signalisation [3-
arrestine et I’internalisation des récepteurs, peut étre remise en question sur plusieurs points. En effet, il
s’agit de premiers tests dont la répétition des expériences n’a pas été effectuée. Il est donc possible que
pour ces expériences le GNSO et le NacNO aient été dégradés au cours de la manipulation et n’aient
pas pu S-nitroser les récepteurs AT1. La gamme de concentration de GSNO et NacNO n’était peut-étre
pas assez étendue.

D’autres études montrent la possibilité d’une inhibition de la voie des protéines G de AT; par un
prétraitement a un donneur de NO, cependant I’effet du GSNO observé dans ces études restait
relativement faible (Leclerc et al., 2006; Pinheiro et al., 2021). En mesurant la mobilisation calcique
intracellulaire, 1’équipe de Pinheiro avait observé une 1égére baisse de la libération calcique lorsque les
cellules HEK 293 surexprimant de maniére transitoire les récepteurs AT, étaient prétraitées pendant 15
minutes avec ImM de GSNO et activés par I’Ang II (Pinheiro et al., 2021). Pour cette technique, nous
nous sommes cantonnés a une seule expérience avec un prétraitement de 300uM de NacNO, montrant
un début de diminution de libération calcique. Il serait intéressant de continuer ces expériences avec une
concentration plus importante de NacNO et de tester le GSNO pour déterminer si nous retrouvons une
baisse significative de la libération calcique consécutive de la voie des protéines Gq des récepteurs AT.
Nous avons réalisé les expériences de libération calcique a 25°C, il est possible qu’a cette température
la S-nitrosation ne se produise pas. En effet, dans la littérature, les expériences décrivant I’impact de

donneurs de NO, in vitro ou ex vivo, se font a 37°C.

Afin de vérifier si, dans nos conditions expérimentales, les récepteurs AT: sont bien nitrosés, nous
pourrions réaliser ces mémes expériences avec des cellules surexprimant les récepteurs AT: mutés pour
la cystéine 289 (plasmide donné par I’équipe du Dr. Gaétan Guillemette) et comparer ces résultats avec

nos résultats obtenus sur cellules surexprimant les récepteurs AT:.
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Il est également envisagé de détecter la nitrosation du récepteur AT: par la technique du biotin
switch couplée a la spectrométrie de masse ou western blot qui permettrait d’identifier la ou les cystéines
nitrosées (Belcastro et al., 2017). Cette technique, utilisée par notre équipe, permet de purifier les
protéines nitrosées qui sont ensuite identifiées par western blot, comme cela a été le cas des récepteurs
GFP-AT; (Bouressam et al., 2019). Avec le nouvel anticorps anti-AT; prometteur, nous pourrions
essayer de suivre le récepteur endogéne dans les artéres isolées (Murphy et al., 2019; Deminice et al.,
2020).

Comme I’effet de ces donneurs de NO sur la réponse calcique en cellule hétérologue est faible,
nous ne pouvons pas conclure que le prétraitement de RSNO conserve la voie [B-arrestine et
I’internalisation des récepteurs. Il serait envisageable d’étudier et quantifier I’internalisation des
récepteurs AT; et méme AT, en cytométrie en flux pour établir si les RSNO impactent cette fonction,
comme cela avait été initié dans 1’équipe (Bouressam et al., 2019). Il est envisagé d’étudier cette
internalisation directement sur les artéres cérébrales moyennes de rats par 1’intermédiaire des dérivés
fluorescents que nous avons caractérisés. En effet, un suivi des récepteurs AT par un traceur fluorescent,
tel que le Losartan-Cy3 ou la TAMRA-AnNg |1, permettrait de constater s’il est internalisé ou non, soit
en suivi en temps réel, soit en histologie en marquant les récepteurs AT comme 1’a déja fait 1’équipe de
Deminice avec le ligand TAMRA-ANg Il (Deminice et al., 2020). Cela nous permettrait également de
confirmer sur tissus que les ligands fluorescents TAMRA-ANg 1l et Losartan-Cy3 peuvent servir de

traceurs des récepteurs AT:.

Etudes ex vivo de I’impact des donneurs de NO sur AT;

Les données observées sur artéres cérébrales confirment I’inhibition de la voie des protéines Gq
des récepteurs AT, aprés un prétraitement des artéres par du GSNO. Cela coincide avec les résultats
antérieurs de 1’équipe (Bouressam et al., 2019) et avec la littérature ot nous retrouvons une inhibition
de la contraction d’anneaux aortiques prétraités avec du nitrate de sodium SNP (Pinheiro et al., 2021).
D’aprés cette équipe 1’inhibition de cette voie Gq pourrait étre en partie due a la S-nitrosation d’une autre
cible de la signalisation des récepteurs AT, la protéine PKC, ce qui I’inhiberait (Choi et al., 2011,
Pinheiro et al., 2021).

L’impact de donneurs de NO sur les récepteurs AT, avait été discuté dans notre équipe et des
résultats non publiés montraient une abolition de la vasodilatation induite par les récepteurs AT, des
artéres cérébrales moyennes aprés un prétraitement au GSNO (BOURESSAM, 2018). Des approches
cellulaires pourraient confirmer que les récepteurs AT sont bien nitrosés, comme cela a déja été décrit
dans la littérature (Jang et al., 2015), et peut-étre préciser le(s) mécanisme(s) impliqués dans ce

phénomene.

128



Discussion générale

Développement d’un ligand AT, donneur de NO

Un nouveau ligand-dirigé donneur de NO a été synthétisé par I’équipe du Dr Michel Boisbrun du
laboratoire L2CM. Ce ligand basé sur un antagoniste des récepteurs AT; est développé dans le but
d’effectuer la nitrosation ciblée de la cystéine 289 du récepteur ATi:. Les premiers tests
pharmacologiques que j’ai effectués lors de ma thése, montrent que ce ligand conserve la méme
puissance antagoniste que le Losartan et le Losartan-Cy3 étudiés précédemment (résultats non publiés,
en vue d’un dépdt de brevet). L’étude in vitro de la libération du NO induite par ce ligand est en cours.
Ce nouveau ligand donneur de NO semble trés prometteur car s’il conserve un caractére antagoniste
comme celui du losartan et une sélectivité pour les récepteurs AT par rapport aux récepteurs AT»
comme celle du Losartan-Cy3, ce ligand pourrait cibler spécifiquement les récepteurs AT, et induire la
S-nitrosation de ce dernier. Cette approche innovante ouvre la perspective sur un nouveau potentiel

thérapeutique visant I’AVC.
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Conclusion

Les travaux présentés dans cette thése montrent les différentes étapes de caractérisation
pharmacologique effectuées pour valider de nouveaux outils fluorescents se liant aux récepteurs a
I’angiotensine 11, les récepteurs AT: et AT, dont les caractéristiques sont résumées dans le Tableau 13
ci-dessous.

Nous nous sommes d’abord intéressés a la sélectivité des différents dérivés fluorescents pour les
récepteurs AT et/ou AT et leur caractérisation fonctionnelle sur les récepteurs AT:. Nous avons montré
que les dérivés fluorescents basés sur 1I’Ang Il conservent le comportement du peptide natif. Cependant
I’augmentation de leur ECso comparée a celle de 1’ Ang I démontre que I’ajout d’un fluorophore impacte
I’affinité des ligands pour leur récepteur. Nous avons caractérisé un premier ligand fluorescent sélectif

des récepteurs AT, et un autre ligand fluorescent sélectif des récepteurs ATo.

Nous avons ensuite évalué I'impact de ces dérivés fluorescents sur les réponses vasomotrices
d’artéres cérébrales moyennes isolées. Nous avons observé une vasomotricité similaire des dérivés
fluorescents de 1’Ang II jusqu’a une concentration de 10nM, au-dela une contraction artérielle
indépendante des récepteurs AT, induite par le fluorophore Cyanine 3 est constatée.

Pour finir, nos résultats sur I’impact d’un prétraitement de donneurs de NO sur la signalisation
AT1montrent la difficulté de corréler les données obtenues sur artéres dans un modele cellulaire, a savoir
I’inhibition de la voie des protéines Gq des récepteurs AT: aprés un prétraitement par du GSNO. Il serait
nécessaire d’approfondir ces recherches pour comprendre les mécanismes cellulaires participant a

I’abolition de la contraction artérielle observée sur les modeéles ex vivo d’ACM.

Les principales perspectives de ce travail seront d’utiliser les nouveaux ligands fluorescents pour
étudier les récepteurs AT: et les récepteurs AT, exprimés de maniére endogene. Ces traceurs
fluorescents pourront étre utilisés dans de nombreuses techniques de fluorescence afin, par exemple,
d’étudier ’impact de la S-nitrosation induite par des donneurs de NO sur la signalisation des récepteurs

AT; au niveau cellulaire et tissulaire.

Ces projets pourront également aboutir a I’utilisation des dérivés fluorescents pour déterminer
I’impact des thérapeutiques émergeants sur les récepteurs AT: et/ou AT, dans des modeles

pathologiques.
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Tableau 13 : Récapitulatif des effets observés des dérivés fluorescents sur les récepteurs de I’Ang II

Conclusion

Ligands Effets attendus Effets observés )
Perspectives d’étude
fluorescents AT: AT, AT, AT,
Liaison AT: ; o
) ) o Détermination Kp pour
Cy3-Ang Il Traceur fluorescent (imagerie) + + Liaison AT,
) ) ) . ) AT./AT; au confocal
/ Agoniste Agoniste Test fonctionnel : agoniste Gq et B-arrestine ; Traceurs fluorescents ]
) o o ] ) Tests fonctionnels AT, sur
Cy3-L-Ang Il internalisation ; vasoconstriction ACM (AT: (imagerie) + + + ACM
indépendante a partir de 100nM)
Liaison AT Liaison AT, Détermination Kp pour
. ) Traceur fluorescent (imagerie) + Traceur fluorescent AT1/AT- au confocal
TAMRA-ANg 1l Agoniste Agoniste ] . ] ] ] ]
Test fonctionnel : agoniste Gq et B-arrestine ; (imagerie) + + Tests fonctionnels AT, sur
internalisation ; vasoconstriction ACM ACM
) _ Détermination Kp pour
Test fonctionnel : (> 1 uM) agoniste Gq et - o o
o o o Liaison sélective AT, par AT./AT; au confocal
) L arrestine ; internalisation ; vasoconstriction . ]
Agoniste biaisé o . ] rapport a AT Tests fonctionnels AT, sur
Cy3-TRV027 - ACM seulement AT, indépendante a partir de

B-arrestine

100nM

Perte du biais p-arrestine

Traceur fluorescent

(imagerie) + + +

ACM
Détermination liaison

AT1/AT; en imagerie

Losartan-Cy3

Antagoniste AT

Liaison sélective AT par rapport & AT;
Traceur fluorescent (imagerie) + + +
Antagoniste Gq et B-arrestine

Effet chaperon pharmacologique

Tests fonctionnels AT, et
AT, sur ACM
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Abstract: The physiological and pathophysiological relevance of the angiotensin II type 1 (AT;) G
protein-coupled receptor no longer needs to be proven in the cardiovascular system. The renin—
angiotensin system and the AT; receptor are the targets of several classes of therapeutics (such as
angiotensin converting enzyme inhibitors or angiotensin receptor blockers, ARBs) used as first-line
treatments in cardiovascular diseases. The importance of AT; in the regulation of the cerebrovas-
cular system is also acknowledged. However, despite numerous beneficial effects in preclinical
experiments, ARBs do not induce satisfactory curative results in clinical stroke studies. A better
understanding of AT; signaling and the development of biased AT; agonists, able to selectively
activate the 3-arrestin transduction pathway rather than the Gq pathway, have led to new therapeutic
strategies to target detrimental effects of AT activation. In this paper, we review the involvement
of ATy in cerebrovascular diseases as well as recent advances in the understanding of its molecular
dynamics and biased or non-biased signaling. We also describe why these alternative signaling
pathways induced by -arrestin biased AT; agonists could be considered as new therapeutic avenues
for cerebrovascular diseases.

Keywords: AT; receptor; Angiotensin II; cerebrovascular disease; biased agonism; beta-arrestin;
RAS; TRV023; TRV027; Ang-(1-7)

1. Introduction

The systemic renin-angiotensin system (RAS) is a well-known hormonal cascade
involved in many regulation processes such as the control of arterial pressure and vascular
homeostasis. Angiotensinogen, a protein produced by the liver, is turned into angiotensin
I, a decapeptide, by renin, an enzyme released by the kidney in response to various stimuli
(blood pressure decrease, sympathetic stimulation). Angiotensin II (Ang II), an octapeptide,
is generated by the cleavage of angiotensin I by the angiotensin-converting enzyme (ACE)
mainly expressed at the endothelial surface. Ang II is known as the main effector of the
RAS. Ang Il binds with a similar affinity to two receptors: the Ang II type 1 receptor (AT;)
and type 2 receptor (AT,), both belonging to the G protein-coupled receptor (GPCR) family
and sharing 50% homology and 34% identity in their amino acid sequence [1-3].

Ang Il activation of AT, is acknowledged as triggering most of the known effects of
RAS stimulation [4,5], such as vasoconstriction, water and sodium retention and aldos-
terone release by the adrenal glands. This leads to increases in blood pressure, cardio-
vascular remodeling and fibrosis [6-8]. In most physiological situations involving Ang II
release, AT activation is predominant and will blunt the opposite effects induced by AT,
stimulation, such as vasodilation, apoptosis and antiproliferative effects [9-12]. Despite
this AT; predominance in Ang II mediated effects (mostly related to a more abundant
expression of AT; compared to ATj), the concept of a “protective arm” of RAS is a subject
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of intensive research: it is composed of AT, and the Mas receptor (MasR), a GPCR activated
by an endogenous truncated form of Ang II (Ang-(1-7)). For extensive reviews on the
protective effect of AT, activation, please refer to Matavelli’s or Carey’s works [13,14] and
for the MasR, refer to Povlsen’s work [15].

Due to its wide physiological effects, ATy plays a critical role in many pathological
conditions and cardiovascular diseases, like cardiac hypertrophy, hypertension and heart
failure. For decades, treatments preventing AT; stimulation have been widely used as
first line therapies for these cardiovascular diseases. ACE inhibitors, which prevent the
cleavage of angiotensin I into Ang II, were developed in the 1980s. AT; selective antagonists,
called AT; receptor blockers (ARBs or sartans), are a biphenyl-tetrazole based family of
compounds first commercialized in the 1990s.

The involvement of AT; in the regulation of cerebral circulation is also well estab-
lished [16,17] and a cerebrovascular local production of Ang II has been shown [18]. AT;-
dependent processes have been reported in cerebrovascular diseases including ischemic
and hemorrhagic strokes, subarachnoid aneurysms, traumatic brain injury and might also
be found in neurodegenerative processes, like Alzheimer’s and Parkinson’s diseases [19,20].
To date, etiological therapeutic treatments and /or therapeutic alternatives are scarce for all
of these pathological conditions. This lack of efficient therapeutic options further justifies
the growing interest for RAS and AT as a therapeutic target in brain disorders.

AT signaling pathways have been extensively studied over the past 25 years. ATj is
coupled to the heterotrimeric G411 protein that represents the main AT, signal transduction
process involved in vasoconstriction of vascular smooth muscle cells (VSMC). However,
recent advances suggest that AT, activation also leads to 3-arrestin-dependent signaling
pathways that could exert protective effects against cardiovascular diseases.

In the present review, we first discuss the major role of AT; in cerebrovascular diseases,
before reviewing the preclinical and clinical studies showing the interest and limits of AT;
blockade with ARBs in such situations (with a particular emphasis on strokes). We analyze
the structure/function relationship of AT; with different agonists based on recent seminal
articles that have led to the demonstration that a specific alternative active conformational
state of AT almost exclusively activates (3-arrestin signaling instead of G protein signaling.
Finally, we show the therapeutic potential of promoting this exclusive AT /[3-arrestin
biased signaling in pathophysiological situations where cerebral circulation is altered.

2. Implication of AT; in Cerebrovascular Disease
2.1. Role of AT Activation in Strokes

Strokes are a major cause of death in industrialized countries and may lead to various
physical disabilities consecutive to neurological deficit [21]. Strokes may result from two
distinct etiologies: ischemia or hemorrhage. An ischemic stroke is the consequence of an
obstruction or a vasospasm of a cerebral artery or arteriole [22], whereas a hemorrhagic
stroke results from the rupture of the arterial, or arteriolar, wall. In both cases, the subse-
quent blood deprivation will lead to reduced oxygen levels, ischemia and necrosis of the
downstream brain tissue.

Numerous preclinical data suggest that an overactivation of AT; by Ang II might
contribute to the severity of cerebral ischemia and its consequences, mainly through
its vasoconstrictor effects on cerebral arteries [23]. Indeed, in a classic rodent model
of ischemic stroke, the middle cerebral artery occlusion model (MCAo, in which the
middle cerebral artery is temporarily occluded by a nylon monofilament), increases in
the local production of Ang II and in the AT;-dependent vasoconstriction of cerebral
arteries have been reported [24,25]. In the context of cerebral ischemia, Ang II and AT,
stimulation thus lead to a decreased perfusion of the penumbra and might expand the
deleterious consequences of a stroke [26]. Besides these acute post-stroke effects, chronic
AT, stimulation is the main determinant of hypertension-induced inward remodeling of
the cerebral arteriolar wall [17,27,28]. Indeed, hypertension, one of the major risk factors
for strokes, induces a structural narrowing of the cerebral arterial lumen (thus reducing
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blood perfusion in case of a stroke) that only antihypertensive treatments targeting RAS
and AT; stimulation (ACE inhibitors and/or ARBs) are able to prevent [17,28,29].

Ang II and AT; stimulation also induce a proinflammatory response [30] and increase
oxidative stress through the production of ROS, thus promoting cellular damage and
apoptosis [31,32]. These effects might also contribute to the increase in brain damage and
the enlargement of the penumbra in case of ischemia and during reperfusion.

Numerous preclinical and clinical studies have investigated the effects of ARBs, con-
firming the involvement of ATj in cerebral ischemia. These studies have been reviewed
recently [33] and are discussed in Section 3.

2.2. Role of AT; Activation in Cerebral Aneurysm

Cerebral aneurysms are an abnormal condition in which a weakness of the cerebral
arterial wall causes a localized dilation or bulge. Cerebral aneurysms can thus lead to
hemorrhagic strokes showing a high mortality rate [34]. Given their role as major deter-
minants of the cerebral arterial and arteriolar wall structure, RAS and AT; might be good
candidates to participate in the development of cerebral aneurysms.

Regarding abdominal aortic aneurysms, the involvement of Ang I and RAS stimula-
tion has been clearly demonstrated in animals, and strong evidence have been gathered
in humans [35,36]. However, when considering cerebral aneurysms, the role of RAS com-
ponents and AT; seems less obvious. In a study comparing patients with unruptured or
ruptured cerebral aneurysm to controls, a significant drop in the mRNA expressions of
ACE and AT has been observed [37]. Immunohistochemistry also revealed a decrease
in AT and Ang II expression in unruptured aneurysmal walls. This decrease was even
more pronounced in the arterial walls of patients with ruptured cerebral aneurysm [37].
Given the hypertrophic and remodeling effect of AT, the authors suggested that a de-
creased expression of RAS components could lead to a reduced wall thickness and vascular
remodeling which may result in cerebral aneurysms [37].

Preclinical data do not completely support these observations. In an experimental
model of aneurysm in rats combining a left internal carotid artery ligation with a left renal
artery ligation and a high salt diet (to increase blood pressure), no change in AT; and
ACE protein expression could be observed in cerebral aneurysmal walls. The authors
therefore excluded any implication of AT; or ACE in cerebral aneurysm formation [38,39],
as further supported by the lack of effect of an ARB treatment [38]. If not involved in
the development of cerebral aneurysms, RAS has been proposed to play a pivotal role in
their rupture. In a mouse model of cerebral aneurysm (obtained by combining induced
systemic hypertension with a single injection of elastase into the cerebrospinal fluid at the
right basal cistern), Tada et al. prevented the spontaneous aneurysmal rupture with either
an ACE inhibitor or an ARB, in a pressure-independent manner [40]. It is noteworthy
that, unlike the rat model evoked above, this particular model of intracranial aneurysm
showed an increased expression of Ang Il and AT in aneurysmal walls, as revealed by
immunohistochemistry [40].

The role of AT; in the pathogenesis of cerebral aneurysm still appears to be con-
troversial. Even if some data suggest a less consistent role of AT; compared to other
cerebrovascular diseases, further investigations are required to clarify the role of AT; and
its alternative signaling pathways in cerebral aneurysm.

2.3. Role of AT; Activation in Traumatic Brain Injury

The Ang II/AT; axis also plays a pivotal role in traumatic brain injury (TBI), another
major cause of death and disability. A direct lesion of the brain will result in neuronal
damage, increased cell death, dysfunction of the blood-brain barrier and increased inflam-
matory response. TBI may thus lead to motor and cognitive disorders. In victims of severe
TBI, the presence of the D allele of ACE genotype, leading to increased ACE activity, has
been correlated with disease mortality [41]. The subsequent excessive AT; activation might
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contribute to neuronal injury and vulnerability by inducing cerebrovascular remodeling
and inflammation [42].

Two genes encode for AT; in rodents, AT 5 and AT;p, and both share 93-94% amino-
acids identity with the unique human AT, protein [43,44]. AT;4 has been described as the
most abundant AT; isoform expressed in mouse brain [45]. A decrease in susceptibility to
traumatic injury was observed in AT knockout mice [46].

2.4. Role of AT; Activation in Neurodegenerative Diseases

AT has also been reported as key determinant in many neurodegenerative diseases
such as Alzheimer’s and Parkinson’s diseases. However, the involvement of AT; in these
pathologies appears to be mostly located at the neuronal level. Recent reviews have been
published on this matter [19,20,47] and this will not be further detailed here, as our present
review addresses the cerebrovascular renin—angiotensin system.

2.5. Limitations

It is noteworthy that most of the studies cited above evaluated AT protein expression
by means of antibodies targeting AT; (Western blot and/or immunohistochemistry). These
antibodies are notoriously unspecific [48-50] and the results obtained with these antibodies
have therefore to be interpreted with caution. Nevertheless, the involvement of ATy in
cerebrovascular diseases has been proven by many other means.

The roles of AT; in cerebrovascular diseases are summarized in Figure 1.

R

Ruptured aneurysm Traumatic brain injury
NI mRNA expression of ACE and AT, A ACE activity

N wall expression Anglland AT, AT, excessive activation
N wall thickness A neuronalinjury

N vascular remodeling A inflammation

AT, implicationsin
cerebrovascular disease

Ischemic stroke Hemorrhagic stroke

A hypertension risk

A proinflammatory response

A oxidative stress through the ROS production
N perfusion of the penumbra

A cerebralinjury and cellular damage

- Ischemic and hemorrhagic stroke
? A local production Angl! }
A AT, dependent vasoconstriction

Figure 1. Implication of AT in cerebrovascular diseases. ACE: angiotensin-converting enzyme; Ang II: angiotensin II; ATy:

angiotensin II type 1 receptor; mRINA: messenger ribonucleic acid; ROS: reactive oxygen species. The figure was prepared

using the Servier Medical Art website (Creative Commons Attribution 3.0 unported License).

3. Blocking AT; by ARBs in Cerebrovascular Disease: Success and Limitations

AT thus appears to be a first-order therapeutic target against cerebrovascular diseases,
as has previously been clearly established for cardiovascular diseases. Currently, eight
ARBs are clinically available, among which the most studied are losartan, candesartan,
telmisartan and valsartan (Figure 2). Often described as surmountable (losartan) or unsur-
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mountable (candesartan, telmisartan, valsartan) antagonists on the basis of their impact
on the Ang II concentration response curve [51], ARBs show an inverse agonistic action
by stabilizing the inactive state of AT; (see Section 4.2 below). ACE inhibitors and ARBs
have been extensively studied to assess their potential preventive and curative effects in
cerebrovascular pathologies.

Cl
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\/\/Q ) OH
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HN-N, J
f\'l::- N llf)
\ \

\",

Z

@

Losartan Valsartan Candesartan Telmisartan

Figure 2. Chemical structures of the main angiotensin receptor blockers (ARB) used in therapeutics. The biphenyltetrazole
(or the bioisosteric biphenyl carboxylic acid for telmisartan) is highlighted in blue.

Numerous preclinical studies show the beneficial effects of ARBs at the cerebrovascular
level. ARBs regulate cerebral blood flow by blocking AT; in cerebral arterial VSMC and
endothelial cells [52]. ARBs improve blood perfusion, reduce apoptosis and decrease
the infarct size after an ischemic stroke [53]. A 2-week pretreatment with candesartan
before MCAo ischemic strokes in normotensive or hypertensive rats reduces the infarct
volume and improves the lower and upper limits of cerebral blood flow autoregulation [54].
This chronic treatment also reduces vascular remodeling [55] and neuronal damage after
cerebral ischemia [56,57]. Candesartan has also been reported to reduce neuronal damage
in mice after a TBI [58] while valsartan could prevent these lesions [59]. Losartan has
shown beneficial effects to prevent aneurysmal subarachnoid hemorrhage in a murine
model [40]. Taken together, these preclinical data (which have recently been extensively
reviewed [33,60]) provide evidence for the cerebrovascular potential of ARBs.

However, the transposition to clinic does not entirely support these preclinical data.
Numerous clinical studies highlight the beneficial effect of long-term RAS blockades on
stroke prevention. Early trials were conducted with ACE inhibitors. The stroke rate
was reduced by 25% in patients receiving the ACE inhibitor captopril in the CAPPP
(CAPtopril Prevention Project) trial [61] and this reduction reached 32% in the HOPE
(Heart Outcome Prevention Evaluation) trial with the ACE inhibitor ramipril [62]. Similar
drops in stroke recurrence were recorded in patients treated with perindopril, another
ACE inhibitor, in the PROGRESS (perindopril PROtection aGainst REcurrent Stroke Study)
study [63]. Interestingly, clinical studies using ARBs show identical results, suggesting
that the beneficial effect of ACE inhibitors is mainly related to the prevention of AT;
stimulation. The LIFE (Losartan Intervention For Endpoint reduction in hypertension)
study demonstrated that treatment with losartan prevented the risk of ischemia by 25% as
compared to 3-blockers that target 3-adrenergic receptors [64]. The impact of candesartan
was examined in the SCOPE (Study on COgnition and Prognosis in the Elderly) trial in
which a risk reduction of 28% for non-fatal stroke was observed [65]. Similar results were
found in the MOSES (MOrbidity and mortality after Stroke, Eprosartan compared with
the calcium channel blocker nitrendipine for Secondary prevention) study with a 24%
reduction in the stroke incidence in people treated with eprosartan [66]. Even if some
studies failed to show such a dramatic effect (e.g.,, TRANSCEND [67] and PROFESS [68]
trials), the prevention of strokes afforded by chronic ARBs treatment is well established.
However, their efficacy in the acute and post-acute phases of strokes remains a matter
of debate. The ACCESS (Acute Candesartan Cilexetil therapy in Stroke Survivors) study,
in which candesartan therapy was initiated within 36 h after a stroke, revealed a lower
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mortality and a lower rate of vascular events after a one-year follow-up [69]. But a more
recent trial failed to confirm these results. In the SCAST (Scandinavian Candesartan Acute
Stroke Trial) study, candesartan treatment administered within 30 h after a stroke failed to
show any beneficial effect when compared to placebo after 6 months [67,70]. In addition,
ARBs act neither on cerebral lesions nor on the reduction in infarct volume, while this
was observed in preclinical models. Thus, when considering acute stroke treatment, more
in-depth studies should be carried out and the search for other therapeutic avenues that
target ATy should be considered.

4. Alternative Ligands to Target AT Signaling

AT has been a matter of intensive research over the last decades and new mechanisms
for altering AT signaling have recently emerged, related to the particular properties of

this GPCR (Figure 3).
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Figure 3. Overview of the cellular signaling pathways activated by AT; after stimulation of the renin-angiotensin system
(RAS). AA: arachidonic acid; ACE: angiotensin-converting enzyme; ACE2: angiotensin-converting enzyme 2; AKT: protein
kinase B; Ang-(1-7): angiotensin (1-7); Ang I: angiotensin I; Ang II: angiotensin II; ARHGEF1: Rho guanine nucleotide
exchange factor 1. ATj: angiotensin II type 1 receptor; AT,: angiotensin II type 2 receptor; ARBs: angiotensin receptor
blockers; CaM: calmodulin; DAG: diacylglycerol; ER: endoplasmic reticulum; ERKj /: extracellular signal regulated kinase
% ; GRK: G protein-coupled receptor kinase; GSNO: S-nitrosoglutathione; IP;3: inositol triphosphate; JAK2: Janus kinase 2;
JNK: c-Jun N-terminal Kinase; MAPK: mitogen-activated protein kinases; MasR: Mas receptor; MLC: myosin light chain;
MLCK: myosin light chain kinase; MLCP: myosin light chain phosphatase; mTOR: mammalian target of rapamycin; MYPT:
myosin phosphatase target subunit; NF«B: nuclear factor kappa B; NOX: NADPH oxidase; PA: phosphatidic acid; PC:
phosphatidylcholine; PI3K: phosphoinositide 3 kinase; PIP,: phosphatidylinositol-4, 5-diphosphate; PLA,: phospholipase
A2; PLCg: phospholipase C3; PLD: phospholipase D; PKC: protein kinase C; RhoA: RAS homolog family member A; ROCK:
Rho associated protein kinase; ROS: reactive oxygen species; TRV023 and TRV027: 3-arrestin biased AT; agonists; TRV055
and TRV056: Gq biased AT; agonists. The figure was prepared in part with the Servier Medical Art website (Creative
Commons Attribution 3.0 unported License).
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4.1. The Classical View of ATy Signaling

After Ang II binding, AT; adopts an active conformation that stimulates the
Gq/11/phospholipase Cf3 cascade [71] to induce VSMC contraction. Indeed, this pathway
generates second messengers by phosphatidylinositol-4,5-diphosphate (PIP;) hydrolysis.
The increase in inositol trisphosphate (IP3) will result in myosin light chain kinase (MLCK)
activation through Ca?*/calmodulin complexes. The increase in intracellular Ca?* has
also been reported to activate the JAK2 kinase which phosphorylates the ARHGEF1 Rho
guanine nucleotide exchange factor [72]. ARHGEF1 then activates the RhoA /Rho kinase—
mediated phosphorylation of MYPT1 (myosin phosphatase target subunit 1) and inhibition
of the myosin light chain phosphatase (MLCP) activity [72].

Recent studies have also reported that ATy coupling to G;,,, G12 and Gi3 [5,6,73-76].
Coupling of AT; to G/, leads to an inhibition of adenylyl-cyclase and a decrease in
cyclic adenosine monophosphate in kidneys, adrenal glomerula zone or liver [6]. AT,
activation, via its coupling to Giy,/13, may also trigger the RhoA /Rho kinase pathway
evoked above and thus participate to vascular contraction, remodeling and inflammation
induced by Ang II [77]. AT; has also been reported to phosphorylate and activate the
cytosolic phospholipase PLA2 [78], resulting in the release of arachidonic acid and its
derivatives which are involved in vascular tone and in p22phox-based NADH/NADPH
oxidase activation in VSMC [79]. Intracellular protein kinases, such as protein kinase C
(PKC), mitogen-activated protein kinases (MAPK) and protein kinase B (AKT), may also
stimulate NADPH oxidase and lead to the generation of reactive oxygen species (ROS)
induced by Ang II [5,80].

After Ang II stimulation, AT; also undergoes phosphorylation on its C-terminal ser-
ine and threonine residues by GPCR kinases (GRKs). This phosphorylation process is
a common feature of GPCR and increases [3-arrestinl and p-arrestin2 affinities for the
receptor [81,82]. The initial role of 3-arrestins was described to arrest the response by
interrupting the heterotrimeric G protein coupling and to induce receptor internaliza-
tion through clathrin-coated pits. But a new role of p-arrestins has now emerged for
GPCR [83,84] including ATj: once stably recruited by AT, 3-arrestins act as scaffolding
proteins that are suggested to directly promote AT, alternative signaling cascades with
potential protective effects.

4.2. Targeting Different Active Conformations of AT with Biased Agonists

Many ligands of GPCR can selectively initiate one or more distinct signaling pathways
when coupled to their receptor. This is the biased agonism theory, also known as functional
selectivity [85], that was first described more than four decades ago but not explored
until recently [86]. These biased agonists will preferentially stabilize one of the many
conformations that GPCR can adopt, thus allowing only specific interactions between
the receptor and specific downstream intracellular proteins. In addition to the receptor
conformation, cellular background and simultaneous expression of other receptors may
lead to phosphorylation changes at the C-terminus of activated receptors. This can induce
the binding of different conformations of 3-arrestins, different internalization routes and
altered signaling. It is referred to as the barcode theory [87,88].

Because the biased signaling exploration held great promise for the development
of more effective therapies, the concept became rapidly fashionable and over-simplified,
stating that for each GPCR, in addition to the classical active state that couples to both
G protein and beta-arrestin, one could find biased ligands triggering exclusive signaling
either towards heterotrimeric G coupling or towards (3-arrestin. This view of exclusive G
proteins versus [3-arrestins biased signaling has now been debated in a series of valuable
articles [89-92] but still holds for AT;.

In the case of AT}, several biased agonists have been developed and pharmacolog-
ically characterized that allow specific activation of the G protein-dependent pathway
without activating (3-arrestins (TRV055 and TRV056, Figure 3) and vice versa (TRV023 and
TRV027, Figure 3) [93]. Biased ligands that differentially activate AT; coupling among the
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various G protein subtypes have also been described [75]. Combining very precise molec-
ular and pharmacological characterizations of these biased AT; agonists (allowed by the
development of new tools, such as various biosensors based on bioluminescence resonance
energy transfer BRET [75]) together with structural information [94-96] and molecular
dynamic simulations of different categories of biased ligands/AT; pairs [71,97,98], AT;
is now demonstrated to adopt at least three conformational states: the inactive one, the
canonical active conformation that can couple to both G4 and (3-arrestin pathways, but
also an alternative active conformation coupling almost exclusively to (3-arrestins. The
following paragraph describes at the molecular level the results arising from these recent
and highly relevant studies.

The very first X-ray crystallography study of AT; consisted of the receptor co-crystallized
with an ARB [99]. The resulting inactive form of the receptor showed an H-bond between
N295 of the transmembrane domain TM7 (N29574¢) and N111 of the TM3 (N1113%). This
interaction ensures an inward positioning of the TM6, together with a slight outward
movement of TM7, precluding any contact with intracellular effectors (Figure 4, in salmon).
This conformation is stabilized by biphenyl-tetrazole ARBs, as they tightly interact with
several residues, including N29574¢. They afford a stabilization of the N'11133°-N295746
H-bond and of the network of surrounding residues in the inactive conformation [51,99].
This stabilization of AT; in an inactive state results in the pharmacologically observed
robust inverse agonism.

Figure 4. Superimposition of the three known structures of AT;. Inactive (salmon), canonical active
(green) and alternative active (cyan). TM6 and TM7 are located in the front. In the inactive structure,
TMS6 is remarkably bent inside the receptor, while TMY is slightly twisted outside. The reference
inactive structure of AT; has been chosen as PDB code 4YAY (from [99]). Canonical active and
alternative active structures have been chosen as PDB code 60S0 and 6051 respectively (from [96]).
The figure was prepared with the PyMOL software (The PyMOL Molecular Graphics System, Version
2.5.0. Schrodinger, LLC).
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In contrast, a more recent X-ray crystallography study [98] showed that in the presence
of Ang II or of the biased agonist TRV 023 (Figure 4, in green and cyan, respectively),
interaction with agonists induces an outward shift of TM6, which is a hallmark of GPCR
activation [96]. In ATj, this shift in TM6 is due to a conformational change of N295746,
Other events depend on the nature of the agonist, whether biased or not and have been
well described by Suomivuori et al. and Wingler et al. in two recent and complementary
articles published in 2020 [96,98]. The authors could decipher the following mechanisms
by molecular dynamics and X-ray crystallography, both techniques providing converging
results which are given below.

The natural agonist, Ang II, inserts itself in the ligand pocket of the receptor with its
N-terminus oriented toward the extracellular side. The C-terminus with its hydrophobic
phenylalanine will therefore position itself deeply into the core of the receptor, near the
hydrophobic L112 of TM3 (L11233¢) and pushing it towards TM2. Consequently, the
neighboring N11133 points outward from the receptor (Figure 5a in green). As a result,
instead of pointing toward TM3, Y292”43 points toward TM2, exchanging its position
with F77253. This movement of Y2927 induces a clockwise twist of TM7, such that the
N461%0 below establishes an H-bond with N29574¢ instead of C296747 [98]. It also causes
an outward shift of TM7 in the intracellular part of the receptor permitting Y302”->3 to point
up (Figure 5b in green). Such a global phenomenon, described by Suomivuori et al. as a
“long-range allosteric network”, drives the information from the ligand-binding pocket
to the intracellular side of ATj, resulting in the “canonical active conformation”. The
same pattern occurs with a greater extent when the ligand is a Gq biased agonist, allowing
sufficient space for the a5 helix of G4 to accommodate with the receptor.

Canonical R12630 Canonical Y3027-53

Canonical F77%53

Alternative
R1263.30

Alternative Y3027-53

Alternative F77%53

(a) (b)

Figure 5. Illustration of the long range allosteric network of ATy inducing its switch to canonical active conformation.

(a): Top view of the canonical (green) and alternative (cyan) active conformations of ATj. (b): Superimposition of the

intracellular part of AT; in its canonical (green) and alternative (cyan) active conformations. Canonical active and alternative

active structures are simulation data available in supplementary material from [98]. The figure was prepared with the
PyMOL software (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.5.0. Schrédinger, LLC).

Alternatively, most arrestin-biased peptide agonists do not possess a phenylalanine on
their C-terminus (Figure 6a) [94,100]. The consecutive lack of hydrophobic interaction with
111233 prevents the complete outward shift of the intracellular side of TM7, leading to the
“alternative active conformation” (Figure 6b in cyan). It includes a downward rotamer of
Y3027-%3 which then points to the intracellular side. This has a repelling effect on R126>%,
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thus also pointing down (Figure 5b, in cyan). R126> belongs to the conserved DRY motif
of GPCR that is mandatory for GPCR coupling to heterotrimeric G proteins. The models
simulated by Suomivuori et al. have established that this downward position of R126>>
induces a steric clash with the o5 helix of Gq, preventing its coupling to ATy [98]. The same
models have shown that both AT, active conformations (canonical and alternative) can
accommodate with the (3-arrestin finger loop [98].

Canonical N111335

Alternative L1123-36

(b)

Figure 6. [-arrestin biased agonists of AT; favor its alternative active conformation. (a): Comparison of the amino

acid sequences of angiotensin II (Ang II) and of the main 3-arrestin biased agonists of AT;; Ang II: angiotensin II; SII:
[Sar1 ,Ile4,Ile8] angiotensin II peptide analog; TRV023 and TRV027: 3-arrestin biased AT; agonists. (b): Superimposition
of the structure of AT bound to Ang II (green, PDB code 60S0; Ang II appears in orange) or to the 3-arrestin biased
agonist TRV023 (cyan, PDB code 60S1; TRV023 appears in purple). The phenyl group of the C-terminal part of Ang II
(highlighted in blue) goes deep into the ligand pocket, inducing a rotation of 111233 and of N1113% (yellow arrows). It

yields the canonical structure of AT; (appears in green). The C-terminal part of TRV023 comprises a less bulky alanine

residue (highlighted in grey) which does not induce such motion, yielding the alternative structure (in cyan). This panel
was prepared with the PyMOL software (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.5.0. Schrédinger, LLC).

A very seductive hypothesis has been proposed to explain why AT; can adopt such
an alternative active conformation that binds almost exclusively to 3-arrestin and not G
proteins [96]. Wingler et al. have suggested that a biased signaling switch may predispose
AT to adopt an exclusive 3-arrestin conformation. Interestingly, Ang II binding to AT,
not only induces changes at the bottom of the ligand-binding pocket but also in residues
constituting a key polar network in the transmembrane region of the receptor. In most
class A GPCR, this polar network forms a sodium-binding site stabilizing the inactive
conformation. This Na*/GPCR interaction is due to the bond established between Na* and
a highly conserved serine in TM7. However, one of the specificities of AT; among GPCR
family, is that this serine residue is replaced by the asparagine N29574¢ (involved in the
initial outward shift of TM6 evoked above), thus alleviating Na* binding and favoring the
[-arrestin alternative active conformation. Similar residue substitutions in the conserved
Na*-binding motif have been reported in several atypical chemokine receptors, such
as the decoy receptor CXCR7 [101,102], that do not signal through G protein coupling,
strengthening the hypothesis that the absence of the Na* binding site could favor an
exclusive -arrestin active conformation.
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4.3. Targeting AT by Covalent S-Nitrosation

S-nitrosation is defined as the covalent bond between nitric oxide (NO, a well-known
gaseous transmitter playing an essential role in cardiovascular homeostasis) and the thiol
moiety of cysteine residues of target proteins [103]. The so formed S-nitrosothiols are able
to induce trans-nitrosation (the transfer of NO to another target protein) and/or to release
NO, thus conferring on them potent vasodilator properties [104]. The S-nitrosation of
proteins can induce dramatic changes in their functions [105] and recent papers suggest
that AT; functions could be regulated by S-nitrosation.

Studies carried out by Leclerc et al. in 2006 showed a slight decrease in the affinity of
Ang 1II for the AT; following exposure to sodium nitroprusside (SNP), a NO donor, in a
cellular model of HEK293 cells overexpressing AT; [106]. Interestingly, it was proposed that
AT is the direct target of NO: using several AT cysteine mutants, the authors showed that
mutation of the cysteine 289 (C28974%) for a serine in human AT; was no longer sensitive
to NO, suggesting that S-nitrosation of the cysteine residue at position 289 in TM7 of AT,
was responsible for the slight loss of affinity for Ang II [106].

Based on these results, our group proposed that NO donors could directly reduce
arterial contraction induced by Ang II activation of AT;. We investigated the physiological
consequences of this phenomenon by studying the effect of NO in an ex-vivo model: iso-
lated and perfused middle cerebral arteries of normotensive rats [107]. S-nitrosation was
induced by pretreatment with S-nitrosoglutathione (GSNO), an endogenous S-nitrosothiol
previously shown as protective in different models of cerebral ischemia (MCAo) [108,109]
and autologous blood clots injected through the internal carotid artery [110]). GSNO
pretreatment of rat middle cerebral arteries specifically abolished the vasoconstriction
induced by Ang II. Other vasoconstrictors sharing the same G4 signaling pathway, such
as phenylephrine, or targeting Gi/o coupled receptors, such as serotonin, still produced
vasoconstriction after GSNO pre-treatment. GSNO therefore specifically inhibited the
vasoconstriction induced by Ang II by acting upstream of the G4 proteins, i.e. probably
on the receptor itself. In preliminary experiments, we could detect S-nitrosated AT; after
exposure of HEK293 cells overexpressing AT; to GSNO, although we did not investigate
which cysteine was targeted [107]. Similar results have just been published [111]. Using
an ex-vivo model of rat aortic rings, Pinheiro et al. have observed a decrease in vascular
contraction induced by Ang Il when arteries were pretreated with nitrite or GSNO [111].
In vivo, a decrease in the blood pressure response to Ang II was also detected after oral
administration of nitrite or GSNO [111]. Both treatments increased plasma concentrations
of S-nitrosated species and enhanced total protein S-nitrosation in the vessels. The authors
identified PKC as the target of S-nitrosation and as the underlying mechanisms of the
decreased responses to Ang II. In Leclerc’s study, a decrease in the EC50 of Ang II-induced
inositol phosphate production upon SNP treatment was reported, while Pinheiro et al.
found, in HEK293T cells expressing ATj, a Bmax decrease in the Ang Il-induced intracellu-
lar calcium mobilization after GSNO pre-treatment. Taken together, these studies suggest
that S-nitrosation promoted by GSNO reduces the physiological responses induced by Ang
II by acting directly on AT; and on other proteins such as PKC.

Interestingly, the slight decrease in Ang II affinity described by Leclerc et al. after AT;
S-nitrosation might not be the only effect of NO on the receptor. Indeed, the AT; dependent
myogenic tone (the arterial contractile response consecutive to an increase in arterial
transmural pressure and mechanical stretch [112]), which is independent of the binding
of Ang II to AT, decreases in isolated middle cerebral arteries pretreated with GSNO
(Figure 3) [107]. In addition, in preliminary experiments, GSNO pre-treatment of HEK293
cells did not impair the kinetics and amplitude of activated AT; internalization [107]. This
suggests that the AT, /3-arrestin pathway could remain unaffected by the S-nitrosation of
the receptor.

When looking at ATy structure, it is noteworthy that C28974° is one of the residues
involved in the “long-range allosteric network” (see Section 4.2). As shown in Figure 7, the
thiol function of C28974 is oriented inside the receptor in the alternative active conforma-
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Canonical C2897-40

tion (in cyan), whereas it points outward from the receptor in the inactive (in salmon) and
canonical active (in green) states. This suggests that any modification on this particular
residue could alter the process involved in conformational changes and may preclude or
stabilize one or more conformations of AT;. This hypothesis is strengthened by several
reports focusing on single nucleotide polymorphism of AT; in humans. Among the few
naturally occurring variants of ATy, one is related to C28974" where the cysteine is replaced
by a tryptophan residue (C289W variant). This variant has not been associated with a
pathology, but seems to be less expressed at the plasma membrane and decreases the po-
tency of Ang II on phosphatidylinositol hydrolysis consecutive to Gq stimulation [113]. At
least two other recent studies confirmed this reduced affinity of the C289W variant for Ang
IT but also showed that C289W is able to interact with 3-arrestin2 at the plasma membrane
upon Ang II stimulation [75,114]. However, C289W alters the 3-arrestin2 conformation
and reduces the (3-arrestin-dependent activation of ERKj/; [114]. Taken together, these
data support the idea that a modification at C289740, such as S-nitrosation, may bias AT,
signaling, but further investigations are needed.

Figure 7. Positions of the cysteine 289 residue in the three known AT structures. Superimposition of the three known
AT; structures: inactive (salmon), canonical active (green) and alternative active (cyan). TM6 and TM7 are located in the
front. C289 residue is indicated by arrows. The reference inactive structure of AT; has been chosen as PDB code 4YAY (from
Zhang et al. [99]). Canonical active and alternative active structures are simulation data available in supplementary material

from Suomivuori et al. [98].

The figure was prepared with the PyMOL software (The PyYMOL Molecular Graphics System,

Version 2.5.0. Schrédinger, LLC).

5. Promoting the (3-Arrestin Pathway of AT; to Treat Cerebrovascular Disease

Having established that AT is prone to biased agonism towards the -arrestin path-
way, we will now review the potential interests of promoting this AT; /3-arrestin signaling.
AT] recruits both 3-arrestins equally and internalizes as a stable complex, inducing a slow
recycling to the plasma membrane [115,116].

5.1. Biased Agonists towards AT1/B-Arrestins in Cardiovascular Diseases

In addition to the desensitization and internalization of AT; which reduce G4 signaling,
the activation of the -arrestin pathway induces several signaling cascades involved in
cellular processes, such as cell proliferation and growth, nutrient uptake and migration
(Figure 3). Following stimulation either by Ang II or by the Ang II peptide analog SII, the
first 3-arrestin biased AT; agonist identified (Figure 6a), the consecutive phosphoproteomes
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do not overlap, suggesting a Gq-independent phosphorylation process induced by f3-
arrestin biased agonists [117,118]. Moreover, in a very recent proteomic study, Pfeiffer
et al. showed that the dynamic recruitment of proteins in close proximity to AT; displays
a completely different pattern as a function of time, depending on whether AT; was
stimulated by full agonists, Gq biased agonists, or 3-arrestin biased agonists [119].

As previously mentioned, both 3-arrestinl and (3-arrestin2 can be recruited after the
phosphorylation of AT; by GRKs. The use of 3-arrestinl and 3-arrestin2 biosensors has
shown that a given ligand /AT pair recruits both 3-arrestins to the same extent but that
they stabilize the receptor in distinct conformations [120]. Indeed, although the primary
sequence and 3D structure of the two (3-arrestin isoforms are very similar, conformational
differences have been reported, suggesting functional differences [121]. This is illustrated at
the cardiovascular level: on the one hand, 3-arrestinl exhibits harmful effects at the cardiac
level, in particular by reducing cardiac function, promoting apoptosis and inflammation
while, on the other hand, (3-arrestin2 has been shown to have protective cardiac effects [122].
-arrestin2 mediates signaling through Src, ERK] /», AKT and PI3K activations and has been
reported to be cytoprotective, anti-apoptotic and pro-survival [93,123-126]. 3-arrestin2 has
also been reported to inhibit the inflammation process after myocardial infarction [127].
However, one study has shown conflicting results, showing that (3-arrestin2 is involved in
cell death signaling after ischemic cardiac injury [128].

The importance of the exclusive AT; /[3-arrestin pathway at the cardiovascular level
has been studied through the use of various ligands biased towards -arrestins, such
as TRV027 and TRV023 (Figures 3 and 6a) [129,130] and has been recently reviewed
by Turu et al. [92]. Only TRV027 has been studied in clinical trials for heart failure
(NCTO01187836), kidney disease (NCT01444872) and currently for COVID-19/SARS-CoV-2
infection (NCT04419610; NCT04924660).

TRV027 increases cardiac contractility in vitro and reduces blood pressure in rats [131].
In addjition, in a canine model of cardiac insufficiency, TRV027 reduces systemic and reno-
vascular resistance and promotes cardiac unloading [132,133]. Based on these promising
results, TRV027 has also been tested in humans, both in healthy subjects [134] and in
patients with acute heart failure in the BLAST-AHF (Biased Ligand of the Angiotensin
receptor STudy in Acute Heart Failure) study [135]. The beneficial effects of TRV027 were
not confirmed by this first clinical study [136]. However, the interest of such 3-arrestin-
biased agonists of AT; remains, since many other ligands with similar bias and convincing
preclinical data are still to be tested.

Hence, TRV023 is another AT; agonist that blocks G protein signaling and promotes
the recruitment of 3-arrestins (Figure 6a). In mice, TRV023 increases cardiac contractility
in a -arrestin2-dependent manner while it decreases blood pressure independently of
B-arrestin2 (most likely through inhibition of the G4 pathway) [130]. TRV023 reduces
cell death both ex vivo (intraventricular balloon-induced membrane stretch injury) and
in vivo (left ventricular ischemia-reperfusion injury) by activating the MAPK and AKT
pathways. These cytoprotective effects were not observed with losartan or in 3-arrestin2
KO mice [130]. These results are strengthened by previous works showing that mechanical
stretching in cardiac myocytes facilitates (3-arrestin2 biased pro-survival signaling via
EGEFR transactivation mediated by AT; independently of G protein or Ang II [137]. More-
over, TRV023 prevents Ang Il-induced cardiac hypertrophy while preserving contractility
more efficiently than losartan by improving the calcium response of myofilaments [138].
Finally, TRV023 also induces an increase in myocardiac contractility and in ventricular
myosin light chain-2 phosphorylation in a transgenic mouse model of familial dilated
cardiomyopathy [139].

Thus, the beneficial actions of these [3-arrestin biased AT; ligands appear promising,
although not yet fully understood. These biased agonists also seem to bind to AT,, which
could contribute to counteracting the cardiovascular harmful effects of AT;. Although AT,
does not couple to heterotrimeric G proteins and does not recruit 3-arrestins [76,140], this
receptor may play a role in the in vivo effects of these biased agonists, e.g., by modulating
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AT1 /AT, heterodimer signaling. However, to date no comprehensive study has been
conducted to support this hypothesis.

5.2. Biased Agonists towards AT7/B-Arrestins in Cerebrovascular Diseases

To the best of our knowledge, no study has focused on the impact of specific 3-arrestin
biased agonists of AT; on cerebrovascular diseases. The literature, however, supports
the idea that these drugs might represent new hope for these clinical situations in which
alternative treatments are lacking.

Interestingly, Ang-(1-7), a major component of the Ang-(1-7)/MasR/ACE2 protective
axis of the renin—angiotensin system, has also been described as a 3-arrestin biased ligand
of AT [74,141]. Numerous studies report cardioprotective effects of Ang-(1-7) [141-144]
as well as cerebroprotective effects in ischemic and hemorrhagic strokes [60,145,146]. Ang-
(1-7) protects against central nervous system damage and neurological deficits induced
by experimental ischemic strokes [145]. It reduces the infarct volume, oxidative stress, as
well as the release of pro-inflammatory cytokines through Mas receptor stimulation [147].
However, even if MasR antagonists were used to prevent Ang-(1-7) effects, this does not
completely rule out that its weak, exclusive p-arrestin biased agonist properties on AT,
together with its AT, agonistic properties might contribute to the cerebrovascular beneficial
effects of Ang-(1-7) [76,140,148,149]. The heterodimeric complexes between AT /AT, or
AT;/MasR seem to inhibit AT; signaling by Ang I, 3-arrestin recruitment and receptor
internalization [150-153]. It would be interesting to investigate how Ang-(1-7) and other
(-arrestin biased ligands affect the signaling of these heterodimers.

Unlike reports at the cardiac level, both (-arrestinl and (3-arrestin2 seem to have
neuroprotective effects on cerebrovascular diseases. The MCAo ischemic stroke model
in mouse revealed an increase in protein expression of the two (3-arrestins, suggesting
their involvement in the pathophysiological process [154]. This study also reported that
(-arrestinl deletion worsens ischemic brain damage assessed by neuronal deficits, infarct
size and mortality. These effects are correlated with the suppression of autophagy and
induced neuronal apoptosis and necrosis in vitro and in vivo [154]. These results suggest
that B-arrestinl has neuroprotective effects related to autophagy. However, we should
remain cautious, since (3-arrestinl deletion may affects a very wide variety of cellular
functions, whether beneficial or deleterious.

Studies exploring the alterations of 3-arrestin2 expression in strokes and neurovascular
disease are scarce and the role of 3-arrestin2 in neurological disorders is not yet clear. One
study showed that (3-arrestin2 plays a pivotal role in the immunodeficiency syndrome
induced by strokes [155]. In particular, 3-arrestin2 is believed to be a key intracellular
mediator of adrenergic activity in monocytes after a stroke and may therefore be implicated
in the stroke-induced adrenergic-mediated monocyte dysfunction [155]. However, these
in vitro results concluding that there is a harmful role of 3-arrestin2 after a stroke are
not supported by in vivo experiments. Indeed, a more recent study suggests that f3-
arrestin2 signaling improves endothelial function and blood-brain barrier integrity after a
stroke [156]. Using APC (activated protein C), a 3-arrestin2 biased agonist of the PAR-1
receptor (protease-activated receptor 1), the authors showed that (3-arrestin2 signaling
has protective effects in mice under ischemic conditions (MCAo0), notably as it increases
angiogenesis. A high fat diet reduced -arrestin2 expression in mice and the 3-arrestin2
levels in the penumbra were inversely correlated with the severity of ischemic lesions after
MCAo [156]. The authors identified PDFG-f3 as one of the key target molecules activated
by B-arrestin2 to promote angiogenesis [156].

6. Conclusions

The pathophysiological role of AT; in cerebrovascular diseases has been increasingly
highlighted in recent years; however, therapeutic advances in this area have not followed.
The development of new therapeutic approaches requires a better understanding of AT,
signaling pathways and its possible interactions with other components. Since 3-arrestin-
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biased AT; agonists have showed promising results in the cardiovascular disease context,
it would be interesting to study them in models of cerebrovascular diseases such as strokes.

There is still much to learn about the regulation of AT; signaling, whether through
-arrestin signaling or characterization of the potential beneficial effects of (-arrestin
biased agonists.
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ACE Angiotensin-converting enzyme
AKT protein kinase B

Ang Il angiotensin II

ARB AT receptor blocker

ATy angiotensin II type 1 receptor

AT, angiotensin II type 2 receptor;
GPCR G protein-coupled receptor

GRKs G protein-coupled receptor kinases
GSNO S-nitrosoglutathione

MAPK mitogen-activated protein kinases
MCAo middle cerebral artery occlusion
PKC protein kinase C

RAS renin—-angiotensin system

ROS reactive oxygen species

SNP sodium nitroprusside

TBI traumatic brain injury

TM (1to7) transmembrane domain (1 to 7);
VSMC vascular smooth muscle cells
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Abstract: The AT; receptor has mainly been associated with the pathological effects of the renin-
angiotensin system (RAS) (e.g., hypertension, heart and kidney diseases), and constitutes a major
therapeutic target. In contrast, the AT, receptor is presented as the protective arm of this RAS,
and its targeting via specific agonists is mainly used to counteract the effects of the AT; receptor.
The discovery of a local RAS has highlighted the importance of the balance between AT;/AT;
receptors at the tissue level. Disruption of this balance is suggested to be detrimental. The fine
tuning of this balance is not limited to the regulation of the level of expression of these two receptors.
Other mechanisms still largely unexplored, such as S-nitrosation of the AT; receptor, homo- and
heterodimerization, and the use of AT; receptor-biased agonists, may significantly contribute to
and/or interfere with the settings of this ATy /AT, equilibrium. This review will detail, through
several examples (the brain, wound healing, and the cellular cycle), the importance of the functional
balance between AT; and AT, receptors, and how new molecular pharmacological approaches may
act on its regulation to open up new therapeutic perspectives.

Keywords: AT, receptor; AT, receptor; angiotensin II; AT; /AT, balance; biased agonism; TRV120027;

S-nitrosation

1. Introduction

Over the past decades, the team of Professor Jeffrey Atkinson, who recently passed
away (1943-2023) and who taught Pharmacology at the Faculty of Pharmacy of Nancy for
over 25 years, has contributed to demonstrating the major role of the renin angiotensin sys-
tem (RAS) in the regulation of the cardiovascular system and the cerebral circulation [1-4].

The RAS is an important hormonal system involved in numerous physiological pro-
cesses, as shown by the copious literature devoted to the exploration and comprehension
of this system since the discovery of renin in the late 19th century by Robert Tigerstedt [5].
The systemic RAS is known for its involvement in vascular homeostasis, blood pressure
regulation, and sodium and water retention in the kidney [6]. Angiotensinogen, a glyco-
protein produced by the liver and released in the blood is the first element of the systemic
RAS. When blood pressure drops, the juxtaglomerular apparatus in the kidney releases
renin, an enzyme which cleaves angiotensinogen into angiotensin I (Ang I), an inactive
decapeptide. Subsequently, Ang I will be turned into angiotensin II (Ang II) by the an-
giotensin I-converting enzyme (ACE) [7], mainly expressed at the surface of endothelial
cells. Ang II, an octapeptide, is the main endogenous ligand of the RAS, and binds to
two main receptors: the angiotensin II type 1 receptor (AT;) and the angiotensin II type 2
receptor (ATy), both belonging to the G protein-coupled receptor (GPCR) family [8,9]. The
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hydrolysis of Ang II [10] by the angiotensin II-converting enzyme 2 (ACE2) produces the
heptapeptide Ang-(1-7). Ang-(1-7) mediates signaling via the Mas receptor (MasR) and the
Mas-related G protein-coupled receptor member D (MrgD receptor) (Figure 1). In addition,
decarboxylation of Ang-(1-7) transforms it into alamandin, which is also able to bind to
the MrGD receptor. These two axes have been the subject of many recent reviews, and
will not be discussed in this article [11-13]. The AT, receptor, whose ligand is Ang IV, has
been identified as a transmembrane enzyme, insulin-regulated membrane aminopeptidase
(IRAP) [14]. In addition to its vasorelaxant effect in cerebral [15] and renal [16] vascular
beds, the AT, receptor seems to be involved in memory and in Alzheimer’s disease [17,18].

. MLDAD
Renin

[ Angiotensin | ]Eb [Angiotensin (1—9)] [ Angiotensin A ]
ACE ACE lACEZ

v Decarboxylation

[ Angiotensin IlI ]ﬂ[ Angiotensin Il ]E[Angiotensin (1‘7)]—’[ Alamandin ]

APN

Angiotensin IV

AT, receptor

Hﬁnn
VAVAV)

AT, receptor AT, receptor MrgD receptor Mas receptor
| |
I
Vasoconstriction Vasodilatation
Pro-proliferative Anti-proliferative
Pro-inflammatory Anti-inflammatory

Figure 1. Overview of the different receptors and enzymes involved in the renin angiotensin system.
ACE: angiotensin I-converting enzyme; ACE2: angiotensin II-converting enzyme 2; APA: aminopep-
tidase A; APN: aminopeptidase N; AT;: angiotensin II type 1 receptor; AT,: angiotensin II type 2
receptor; MLDAD: mononuclear leukocyte-derived aspartate decarboxylase; MrgD: Mas-related G
protein-coupled receptor, member D.

The two main receptors for Ang II, the AT; and AT, receptors, share a similar affinity
for Ang II [9] but exert opposite actions [19,20]. These characteristics suggest that the
stimulation of RAS and Ang II production may lead to physiological responses that directly
reflect the functional balance between AT; and AT, receptors. From a systemic point
of view, most of the known effects of RAS activation (elevated blood pressure, water
and sodium retention, aldosterone release...) are subsequent to AT; receptor activation,
as the expression and activity of AT, receptor seem too low to counteract AT; receptor
stimulation. Apart from the systemic RAS, many studies have shown the existence of a
localized expression of RAS components in various tissues. For instance, Campbell and
Habener in 1986 measured angiotensinogen mRNA levels in 17 different organs in rats;
brain, spinal cord, aorta, and mesentery levels were similar to hepatic levels, whereas the
levels were lower in the kidney, adrenal, atria, lung, large intestine, spleen, and stomach [21].
Moreover, in humans, the expression of angiotensinogen mRNA is also found in different
organs as indicated by the Human Protein Atlas.

These results indicate that many of the tissue-specific actions of angiotensin II may be
mediated by local tissue RAS, independently of the circulating RAS. Thus, at this tissue
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level, a possible balance of these AT; /AT, receptor appears to be of major importance in
the regulation of RAS activity, and the fine tuning of this AT; /AT, balance seems critical.
The objective of this review is to emphasize the importance of this local functional
balance between AT; and AT, receptors in physiological and pathophysiological processes.
After a brief analysis of the structure and signalization of these two receptors, which
have been recently reviewed [22,23], we will highlight the importance of the AT;/AT,
equilibrium. We will not illustrate this point through a systematic review, but through
several examples chosen to emphasize the ubiquitous aspect of this major regulation of
physiological functions. As we are interested in the vascular and cerebrovascular effects of
this system, these will be described first, followed by the cell cycle/cancerization process
and wound healing. In the last chapters, we will discuss the mechanisms of this AT /AT,
balance, as well as different perspectives to be considered in order to modulate it.

2. ATq and AT, Angiotensin II Receptors
2.1. AT; Receptor

The AT, receptor is responsible for vasoconstriction, cell growth and proliferation,
oxidative stress, inflammation, and also hypertrophy and hyperplasia [24,25]. Most of these
actions result from the activation of intracellular signaling pathways involving several
phospholipases and kinases (see below).

This receptor is expressed in several organs such as artery walls (smooth muscle cells),
wherein it is highly expressed [26], but also in the heart (cardiomyocytes) [27], kidney
(glomeruli, proximal convoluted tubules) [28] and brain (neurons, microglia cells) [29].
Two isoforms, the AT; 5 and AT;p receptors [30], have been identified in rodents, showing
a sequence homology of more than 96%, and identical functions. In humans, only one
isoform has been identified.

The AT, receptor is a GPCR classically described to activate the phospholipase C (PLC)
via Gq protein, although it also interacts with G;, G2/13, and G proteins [20].

2.1.1. Structure

Advances in protein crystallization have led to the elucidation of crystalline structures
for GPCRs, providing insight into activation and signaling mechanisms. As GPCRs are
often involved in diseases, these crystalline structures also pave the way for structured
drug design. The emergence of X-ray crystallography allowed the first crystalline structure
of the AT receptor to be co-crystallized with an angiotensin II receptor blocker (ARB) [31].

AT receptor is a member of the seven transmembrane or GPCR family. Its sequence
of 359 amino acids includes three N-glycosylation sites (that enable the proper folding of
the receptor and account for its trafficking to the membrane) and four cysteine residues
at the extracellular regions [20] (Figure 2). In addition to the two cysteines involved in
a disulfide bridge between the first and second extracellular loops as for all GPCRs, the
AT receptor contains an additional pair of extracellular cysteine residues. These cysteine
residues are located on the N-terminal part and the third extracellular loop, and thus form
a second disulfide bridge responsible for maintaining the conformation of the AT; receptor
and its binding to Ang II [32]. The cytoplasmic region of the receptor, composed of three
intracellular loops and the C-terminal tail, contains sites that can be phosphorylated by
several serine/threonine kinases, such as protein kinase C (PKC), and also has four cysteine
residues which are involved in disulfide bridges [20].

The AT, receptor can adopt three different conformations that directly influence
its activity [33]. The inactive conformation is stabilized by ARBs and does not lead to
any downstream signaling. The “canonical active” conformation is observed after the
binding of the endogenous ligand (Ang II), and allows the activation of many different
signaling pathways (see below). The binding of Ang Il results in a movement of the seventh
transmembrane domain on the intracellular side, allowing the recruitment of G proteins or
of 3-arrestin. Finally, the “active alternative” conformation (incomplete movement of the
seventh transmembrane domain on the intracellular side) prevents G protein coupling to
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the DRY motif of the receptor (Figure 1), and only allows recruitment and stimulation of
the (-arrestin signaling pathway [33,34].

Extracellular

Membrane

Intracellular

O G proteins activation and/or signalization . Disulfide bridges
. B-arrestins activation and/or signalization O N-glycosylation sites

. B-arrestins/G proteins activation and/or signalization

Figure 2. Snake plot of the rat AT; A receptor (modified from [20,35,36]). Orange: amino acids for the
activation of G proteins, green: amino acids for the activation of 3-arrestins, purple: amino acids for
the activation of G proteins and (-arrestins, blue: disulfide bridges, yellow: N-glycosylation sites. A:
alanine; C: cysteine; D: aspartic acid; E: glutamic acid; F: phenylalanine; G: glycine; H: histidine; I:
isoleucine; K: lysine; L: leucine; M: methionine; N: asparagine; P: proline; Q: glutamine; R: arginine; S:
serine; T: threonine; V: valine; W: tryptophane; Y: tyrosine.

2.1.2. Signaling
G Protein Pathway

As evoked above, the AT; receptor, once activated by Ang II, adopts the canonical
active conformation, allowing its coupling to G proteins (Figure 3).

The activation of phospholipase C (PLC) is subsequent to Gaq protein activation. This
activation releases the oq and 3, subunits of the Gog protein. The g subunit activates the
PLC, leading to the hydrolysis of phosphatidyl-inositol-4,5-diphosphate (PIP;) into inositol-
1,4,5-trisphosphate (IP3) and diacylglycerol (DAG) [37]. The production of IP3 induces a
release of calcium (Ca?*) from the endoplasmic reticulum, and then Ca?* complexes with
calmodulin; this then activates myosin light-chain kinase (MLCK). Phosphorylation of
myosin light chains (MLC) leads to muscle cell contraction and thus vasoconstriction. Fol-
lowing the elevation in Ca?* induced by the PLC, the phospholipase D (PLD) is activated,
causing hydrolysis of phospholipids (mainly phosphatidylcholine) to generate phospha-
tidic acid, which is itself transformed into DAG [38]. Subsequently, DAG activates PKC,
which induces the activation of PLC; thus, this positive feedback allows the continuous
maintenance of PLC activity [39]. The Gaq subunit can also stimulate cell growth and
proliferation through the activation via phosphorylation of several downstream proteins
such as mitogen-activated protein kinases (MAPKSs), janus kinases (JAKSs), and transcription
signal transducer and activator (STAT) proteins [40].

AT, receptor stimulation also induces the activation of phospholipase A, (PLAj)
via the activation of the Goq protein. Once activated, PLA; allows the release of arachi-
donic acid from membrane phospholipids [41]. Arachidonic acid is then transformed into
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eicosanoids such as prostaglandins or thromboxane [42] by cyclooxygenases or lipooxy-
genases. Several of these eicosanoids play a role in Ang II-induced contraction, whereas
others (PGI2, PGE2) oppose it [42]. The AT; receptor may also recruit other G proteins,
such as the Gy, /13 protein, involved in the activation of the RhoA /ROCK (Rho-associated
protein kinase) signaling. These ROCKs are serine-threonine kinases with targets involved
in the regulation of contractility [43,44].

B-Arrestins

After stimulation by Ang II, the AT; receptor is phosphorylated on its intracellular
C-terminal serine and threonine residues by GPCR kinases (GRKs). This phosphorylation
increases the affinity of 3-arrestin-1 and (3-arrestin-2 equally for the AT; receptor. The
[-arrestins’ recruitment is known to inhibit G protein-induced signaling by interfering with
the conformation of the receptor; it is also known to initiate, with the help of clathrins and
AP-2 adaptor proteins, the internalization and sequestration of the AT; receptor coupled to
its ligand, as well as the membrane recycling of the receptors [34,45].

Originally, arrestins were identified as central players in the desensitization and inter-
nalization of GPCRs. In addition to modulating GPCR signaling, in 1999, Robert Lefkowitz’s
team showed that 3-arrestins can also initiate a second wave of signaling [46]. Other stud-
ies, such as that of Tohgo, have shown that overexpression of 3-arrestin-1 or 3-arrestin-2
leads to a decrease in inositol-phosphate (IP) production following AT; receptor stimula-
tion [47]. In addition to the modulation of GPCR signaling through desensitization and
internalization, 3-arrestins also act as signaling scaffolds for various signaling pathways.

For example, 3-arrestins are able to recruit at the plasma membrane proteins belonging
to the Src family (internalization of the receptor is not necessary) [48]. These Src allow the
activation of different kinases such as ERKs, leading to a decrease in the production of IP
following the stimulation of AT; receptor [47].

NADPH

Griendling et al. were the first to demonstrate the implication of nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate (NADPH) in oxidative stress mediated by the AT; receptor [49].
Using rat aortic VSMCs, they showed that treatment of VSMCs with Ang II for 4-6 h caused
a nearly threefold increase in intracellular Op” consumption. Ang II stimulates the activity
of NAD(P)H oxidase (NOX), and thus generates reactive oxygen species (ROS) [49].

NOX comprises five subunits, and in the absence of stimulation, some of its subunits
are cytosolic, while others are membrane-bound [50]. Ang II, via processes involving
several players such as c-Src, PLD, PKC, PI3K, and transactivation of EGFR (epidermal
growth factor receptor), induces phosphorylation of the p47phox subunit, which causes the
formation of a complex between cytosolic subunits, followed by transfer to the membrane,
wherein the complex associates with membrane subunits to give the active form of the
oxidase [50]. This will lead to the production of reactive oxygen species (ROS) such as
H,0O; or superoxide. These ROS are able to activate transcription factors such as activator
protein-1 (AP-1) and nuclear factor kp (NF-kf3), which will induce the expression of pro-
inflammatory genes [44].
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Figure 3. Overview of the different signaling pathways following AT; receptor activation. AA:
arachidonic acid; Ang II: angiotensin II; ARBs: angiotensin receptor blockers; AT;: angiotensin II
type 1 receptor; AT,: angiotensin II type 2 receptor; Ca?*: calcium; DAG: diacylglycerol; ERK; /»:
extracellular signal regulated kinase 1/2 ; IP3: inositol triphosphate; JNK: c-Jun N-terminal kinase;
NF«B: nuclear factor kappa B; NOX: NADPH oxidase; PLA2: phospholipase A2; PLC: phospholipase
C; PLD: phospholipase D; PKC: protein kinase; ROCK: Rho-associated protein kinase; ROS: reactive
oxygen species; TRV120027: (3-arrestin-biased AT agonists.

2.2. AT, Receptor

The AT, receptor was initially not widely studied because of its low abundance in
tissues making its study more difficult. However, it seems to play an important role in
the development of the circulatory system, in particular by allowing the differentiation of
precursor cells into smooth muscle cells during gestation, thus influencing the structure
and function of blood vessels [19]. After birth, AT, receptors are restricted to certain tissues
such as those of the brain, heart, vascular endothelium, kidney, uterus, and ovary [20].
Besides their decrease in locomotion and exploratory behavior associated with a decrease in
spontaneous movements and rearing activity, AT, receptor-KO mice suffer from impaired
drinking response to water deprivation [51,52]. Moreover, AT, receptor expression is
upregulated during inflammation, and its stimulation reduces organ damage [53].

2.2.1. Structure

The first crystalline structures of the AT, receptor were published in 2017 [54] demon-
strating commonalities such as an extracellular loop 2 (ECL2) 3-hairpin conformation.

The AT, receptor is composed of 363 amino acids and shares 34% homology with
the AT; receptor. The AT, receptor has seven transmembrane domains, an extracellular
amino terminus and an intracellular carboxy terminus (Figure 4) [9]. However the AT,
receptor seems to have unique structural and functional differences, unlike other GPCRs
(including AT receptor), the AT, receptor is not internalized after stimulation by its
endogenous agonist (Ang II) and this stimulation does not lead to the binding of stable
GTP analogues [20].

The AT, receptor also has a nanomolar affinity for Ang II, similar to that of the AT,
receptor (Table 1). At the N-terminal part AT, receptor has five n-glycosylation sites
and 14 cysteine residues [20]. The second intracellular loop consists of a potential PKC
phosphorylation site. The cytoplasmic tail contains three consensus PKC phosphorylation
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sites but also a phosphorylation site for the cyclic AMP-dependent protein kinase [55].
The third intracellular loop of the receptor is involved in coupling to G; proteins [56], and
thus is responsible for inhibiting AT receptor-dependent IP3 production. This third loop
is also essential for the signal transduction of AT, receptor via MAPK, and extracellular
signal-regulated kinase (ERK) inactivation [55].

Extracellular

Membrane

. Disulfide bridges

Intracellular

O Angiotensin Il binding sites

() N-glycosylation sites

Figure 4. Snake plot of the rat AT, receptor (modified from [57-60]). Blue: disulfide bridges; yellow:
N-glycosylation sites. Purple: Angiotensin II binding sites. A: alanine; C: cysteine; D: aspartic acid;
E: glutamic acid; F: phenylalanine; G: glycine; H: histidine; I: isoleucine; K: lysine; L: leucine; M:
methionine; N: asparagine; P: proline; Q: glutamine; R: arginine; S: serine; T: threonine; V: valine; W:
tryptophane; Y: tyrosine.

2.2.2. Signaling

The effects produced by stimulation of the AT, receptor are the result of the activation
of intracellular signaling pathways different from those of the AT receptor [61]. It is
interesting to note that unlike most other GPCRs, the AT, receptor does not associate with
-arrestins [62]. Although the AT, receptor-induced signaling pathways are not yet well
understood, they involve in particular the NO, the bradykinin (BK), and the activation of
several proteins with tyrosine phosphatase activity [63] (Figure 5).

G Protein Pathway

Before being cloned and identified, this receptor was considered independent of any
interaction with G proteins [64]. Nevertheless, several biochemical and functional studies
have indicated that the AT, receptor may recruit G; [19,56], thereby resulting in activation of
the NO-cyclic GMP (cGMP)-protein kinase G; pathway [65]. Subsequently cGMP activates
PKG;, which dephosphorylates myosin light chains via MLCK, thus preventing calcium
from leaving the endoplasmic reticulum.

Moreover, G; recruitment leads to downstream activation of various phosphatases,
such as MAPks, SH2-domain-containing phosphatase 1 (SHP-1), and serine/threonine
phosphatase 2A (PP2A), resulting in the opening of delayed rectifier K* channels and
inhibition of T-type Ca* channels [40]. The activation of G-, subunits by the AT, receptor
can induce the release of arachidonic acid via the PLA;. The metabolites produced by
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arachidonic acid (prostaglandins or thromboxane) appear to contribute to AT, receptor-
mediated vasodilation [66].

We have seen previously that AT receptor-mediated vasoconstriction is mediated by
the RhoA /ROCK pathway, among others,. Studies by Savoia have shown that the AT,
receptor decreases the activation of the RhoA /ROCK pathway [67], and that this decrease
seems to be associated with an increase in the expression of PKGI, which inactivates RhoA
by phosphorylating it [68].

Bradykinin

Siragy et al. has suggested that AT, receptor activity is mediated by stimulation
of bradykinin (BK) production [69]. This hypothesis was later confirmed by showing
that AT, receptor inhibits the activity of Na*/H" exchangers, resulting in acidification
of the cell environment, which ultimately results in the release of BK [70]. AT, receptor-
dependent stimulation of BK receptors (B, receptor) seems to activate protein kinase A
(PKA), which phosphorylates eNOS [71]. Furthermore, the proximity of the two receptors
allows heterodimerization of AT, receptors and B, receptors, increasing the production of
c¢GMP and NO [72]. In addition to these pathways, the AT, receptor is capable of inducing
NO-independent vasodilation. Indeed, AT, receptor is able to induce hyperpolarization
of smooth muscle cells by inducing vasodilation mediated by potassium channels [73].
Inhibition of these channels would abolish this vasodilation.

In conclusion, via activation of the AT, receptor, Ang II leads to vasodilation, anti-
proliferative, and pro-apoptotic effects, meaning the effects of AT; receptor activation can
be counteracted [74].

Ang Il

AT, receptor

nNOS PLA; PKC PP2A
SHP-1
NO
AA p21

cGMP
N ROS

PKG

Hypertrophy Vasodilatation Anti-Proliferative Anti-inflammatory

Apoptosis

Figure 5. Overview of the different signaling pathways following AT, receptor activation. AA:
arachidonic acid; Ang II: angiotensin II; AT,: angiotensin II type 2 receptor; cGMP: cyclic guanosine
monophosphate; NO: nitric oxide; nNOS: neuronal nitric oxide synthase; PLA2: phospholipase A2;
PKC: protein kinase; PP2A: serine/threonine phosphatase 2A; ROS: reactive oxygen species; SHP-1:
SH2-domain-containing phosphatase 1.

3. The Functional AT;/AT; Receptors Balance

We have seen previously that the RAS is expressed in several tissues. We will now
discuss, through four different examples, the physiological and pathophysiological im-
plication of the AT; /AT, functional balance [75]. Several phenomena may interfere with
this balance, such as a change in receptors’ expression, or an increase of the production
of Ang II.
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3.1. Systemic Cardiovascular Impact

Most of the known physiological and pathological actions of Ang II are mediated by
AT receptors. One of the first systemic effects of the AT; receptor to be discovered was
the regulation of blood pressure. A decrease in blood pressure will induce a decrease in
renal perfusion, leading to a release of renin. The renin will then cleave angiotensinogen
(in excess) into Ang I, which will in turn be cleaved into Ang II, which will cause vasocon-
striction of the vessels, thereby increasing peripheral resistance with the effect of increasing
blood pressure [76]. In addition, Ang II can also increase blood pressure via a decrease in
renal excretion of water and sodium [6].

In 1999, Horiuchi and his team showed that AT, receptors have opposite effects to
those of AT receptors [19]. AT, receptors also play an important role in the regulation of
renal function, particularly with respect to Na* and water excretion, leading to a reduction
in blood pressure. However, studies have shown that stimulation of the AT, receptors by
an agonist does not always lead to a reduction in blood pressure, but that it depends on the
model, as shown in this review [77].

In physiological conditions, the AT; receptor’s effects predominate during Ang II
stimulation, due to its higher abundance in tissues.

3.2. AT1/AT, Balance in the Brain and Cerebral Circulation
3.2.1. Cerebral Circulation

The discovery of the presence of cerebral Ang Il in 1971 revealed a cerebral RAS in
dogs and rats [78]. Subsequently, AT; and AT, receptors were localized in cerebral blood
vessels in rats [51], and then in the human brain [79].

In a rat cranial window model, Vincent et al. showed that Ang Il-induced vasocon-
striction of cerebral arterioles was abolished when an AT; receptor antagonist was used,
resulting in vasodilation, which was itself abolished when AT, receptor antagonists were
used [80]. In physiological conditions, the AT; receptor will allow vasoconstriction of cere-
bral arterioles while the AT, receptor has the opposite effect. Moreover, in the same cranial
window model, our team showed that the AT; receptor was involved in the structural
remodeling of cerebral arterioles in hypertensive rats [81]. This remodeling of cerebral
arterioles induces a decrease in the internal diameter of vessels that is reversed when AT;
receptor antagonists are used [82].

The ATy and AT, receptors and changes in the AT; /AT, equilibrium are particularly
important contributors to the regulation of cerebral circulation. Indeed, the vasoconstriction of
cerebral arterioles observed during Ang II stimulation is the sum of AT receptor-dependent
vasoconstriction and AT) receptor-dependent vasodilation in physiological conditions.

Importantly, under pathological conditions with deregulation of the cerebral circu-
lation, such as cerebral ischemia, altered function and expression of RAS components
in the cerebral vasculature is observed. During ischemic stroke, increased AT receptor-
dependent vasoconstriction of cerebral vessels has been shown in the presence of Ang II,
despite decreased AT; receptor gene expression [83]. To counteract this, it has been shown
that AT, receptor gene expression is increased following stroke, but AT, receptor protein
expression remains unchanged in the middle cerebral arteries, which limits the beneficial
impact that AT, receptor agonists may have [84].

3.2.2. Cardiovascular Regulation

The two receptors are expressed inside or near the medulla oblongata, the brain region
which regulates cardiac rhythm and blood pressure. They are exclusively found in the
neurons rather than the glia.

The localization of AT receptors in the brain has been determined primarily by re-
ceptor autoradiography [32,85,86]. These studies demonstrated a wide distribution of ATy
receptors’ expression in the brain, including several regions involved in cardiovascular reg-
ulation. This distribution of AT; receptors in the brain was confirmed by the development
of transgenic mice expressing the AT; receptor fused with eGFP [87]. High densities of AT,
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receptors are found in the subfornical organ (SFO), the paraventricular nucleus (PVN), the
area postrema (AP), the nucleus of the solitary tract (NTS), and the rostral ventrolateral
medulla (RVLM) [87]. ATj receptors are almost exclusively localized in neurons rather than
in microglia, or astrocytes in these cardiovascular control centers [88]. Furthermore, the
AT, receptor appears to be predominantly expressed on glutamatergic neurons [89].

Similarly, the results obtained with AT, receptor-eGFP mice demonstrate the localiza-
tion of AT, receptor-positive cells in or near brain areas that directly influence sympathetic
output and blood pressure control. For example, the use of this mouse not only confirmed
the presence of AT, receptor-containing neurons in the intermediate NTS, but also demon-
strated that these neurons are predominantly GABAergic [90]. The AT, receptor-eGFP
mouse also revealed a high concentration of AT, receptor-positive neurons in the AP, as
well as AT, receptor neuronal fibers in the RVLM and PVN [90]. Furthermore, a number of
AT, receptor-positive neuronal fibers and terminals in the PVN were found to be derived
from the AT, receptor-containing GABAergic neurons that surround this nucleus [89].

It has been shown that AT receptors can directly influence the neurons of the car-
diovascular centers to induce sympatho-excitation and increase blood pressure, indeed;
the mRNA expression levels of the AT; receptor in the RVLM and the NTS were higher in
hypertensive rats in comparison to normotensive rats [91]. Furthermore, the administration
of the AT; receptor antagonist losartan into the brain reduces blood pressure in hyper-
tensive rats [91]. The first evidence that stimulation of the brain of AT, receptors lowers
blood pressure was demonstrated by the fact that AT; receptor-mediated pressor responses
to Ang II were amplified in the presence of the AT, receptor antagonist PD123319 [92].
Furthermore, the stimulation of RVLM AT, receptor by a specific agonist (CGP42112A)
results in a drop in blood pressure [93].

3.2.3. Neuroinflammation

Inflammation is another example of the dysregulation of the AT;/AT; receptors’
balance in the brain. Cells present in the brain such as astrocytes or microglial cells are the
main sources of inflammation. In general, the activation of the AT; receptor in macrophages
leads to the activation of the pro-inflammatory axis of the RAS, while activation of the AT,
receptor promotes the activation of an anti-inflammatory axis [94,95].

In contrast, in pathological conditions such as inflammation, these receptors (and in
particular, AT; /NOX signaling) are upregulated. NOX-derived superoxides are amplified
by the activation of NF-kf3 and the RhoA /ROCK pathway, leading to the production of
ROS. In addition, through a feedback mechanism, activation of the RhoA /ROCK pathway
enables increased expression of the AT; receptor via NF-kp [96]. To compensate for
this mechanism, it was shown by Rompe et al. that the AT, receptor can induce the
dephosphorylation of I-kB (NF-«kf inhibitor), thus allowing it to bind to NF-«f3 to prevent
its nuclear translocation (and transcription of the AT; receptor) [53].

However, it has been shown that although AT, receptor expression is generally upreg-
ulated, as the ATj receptor as a compensatory mechanism, this phenomenon attenuates
during aging. For example, in young and healthy brains of rats, and as previously described,
there is a balance between the pro-oxidative and pro-inflammatory axis induced by AT
receptor, and between the protective axis mediated by the AT, receptor [97]. Aging causes
an overactivation of the pro-inflammatory axis of the RAS, while the protective axis is un-
changed. Indeed, a significant increase in NOX activity and levels of the pro-inflammatory
cytokines was observed in aged rats, which revealed a pro-oxidative and pro-inflammatory
state in the aged substantia nigra [97]. Moreover, aged rats also showed upregulation of
AT receptor expression, which was inhibited by administration of candesartan (an AT
receptor blocker), and downregulation of AT, receptor expression [98].

Through these examples, we have seen different mechanisms of deregulation of the
AT, /AT, balance in the brain. Although the upregulation of the two receptors can partly
explain this deregulation, it is certainly not the only element involved in the appearance of
pathologies, as we will see in the following example.
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3.3. Cellular Cycle

The proliferation of normal cells is regulated by kinases called cyclin-dependent
kinases (CDKs). The main actors in this cell cycle are cyclins, which regulate CDKs,
enabling cells to progress through the cell cycle [99]. We have seen previously that AT
receptors promote cell proliferation pathways, in particular via the MAPK pathway, which
allows the expression of cyclin and CDKs, itself allowing the advancement of cells in the
cell cycle (Figure 6) [100]. Diep et al. studied the expression of cell cycle proteins in Ang
Il-infused rats. A significant increase in 3H-thymidine incorporation in the mesenteric
arteries was observed, reflecting the entry of cells into DNA replication phase (S phase).
Furthermore, this incorporation was associated with high expression of cyclin D; and
CDK4 [101]. The use of losartan in these animals completely abolished 3H-thymidine
incorporation and restored the expression level of cyclin D; and CDK4.

GO (resting cells)

CDK1
Cyclin B

CDK1

: Mitosis
Cyclin A
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Y +—— AT, (hypertrophia)
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CDK2 —— P21 « p53 «——— AT, (anti-proliferative)
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Figure 6. AT; and AT receptors’ expression and their impact on cell cycle. AT receptor: angiotensin
II type 1 receptor; AT, receptor: angiotensin II type 2 receptor; CDK: cyclin-dependent kinases.

Conversely, AT, receptors are involved in the activation of anti-proliferative path-
ways [102]. In human aortic endothelial cells and after stimulation with C21 (an AT,
receptor agonist), an activation of p53 protein was observed [103]. This protein is a key
tumor suppressor which can lead either to a transient arrest of cell proliferation (to re-
pair DNA damages, for example) or to an irreversible arrest of cell proliferation called
senescence, leading to cell death [104]. When p53 is not activated, histone deacetylase-1
(HDAC1) deacetylates p53, resulting in its degradation; in contrast, HDAC1 inhibitors
(such as the vorinostat) sensitize cells to apoptosis by increasing p53 acetylation. This AT,
receptor-coupled HDAC1/p53 signaling pathway appears to have a role in physiological
apoptosis and cell turnover involving p53 [103].

The AT, receptor directly induces cell hypertrophy, notably through the MAPk path-
way, but also through the 3-catenin pathway [105,106]. Cyclin D; will enable the transition
from the Gy to the G; phase of the cell cycle. The next expected step for cells in Gy, is
the S phase, leading to cell proliferation. However, Geisterfer et al. reported that Ang II
induces hypertrophy, but not proliferation, in confluently cultured rat aortic smooth muscle
cells [107]. Subsequently, several studies revealed that Ang II stimulates the expression of
immediate early genes exclusively expressed in the G; phase (c-myc and PDGF (platelet-
derived growth factor)) [108]. Thus, these genes, once expressed after Ang II stimulation,
will allow the return of resting cells to the G; phase, and not necessarily progression to S
phase, which consists of G phase arrest and hypertrophy [109].

In esophageal adenocarcinomal cells (EACs), Fujihara et al. showed that telmisartan
induces antitumoral effects in EAC, both in vitro and in vivo. Following inhibition of
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the AT receptor by telmisartan, cell cycle arrest in the Gy/G; phase is induced via the
Akt/mTOR pathway in EAC cells [110]. Similar results were obtained in breast cancer and
cholangiocarcinoma cells [111]. Moreover, this stop in the cell cycle was accompanied by a
high decrease in cell cycle-related proteins, such as cyclin E, cyclin Dy, and their catalytic
sub-units, Cdk4 and Cdké. These experiments show that increased cell proliferation in
cancer is at least partially related to actions mediated by the AT; receptor. In contrast,
overexpression of AT, receptors in SMMC7721 cells was shown to reduce S-phase cells
and increase Gi-phase cells via suppression of CDK4 and cyclin D; expression, thereby
reducing proliferation [112].

Many studies have reported that an increase in the presence of AT and AT, receptors
is found in different types of cancer, and is directly linked to a worse prognosis in terms
of tumor aggressiveness [113-115]. The overexpression of the AT; receptor has been
demonstrated in several in vitro models, such as mammary carcinoma cells in culture,
pancreatic adenocarcinoma cells, and hepatocarcinoma cells, but also in vivo in various
tumors including estrogen receptor positive breast cancers, glioblastoma, and ovarian
cancers [116,117]. Despite its anti-proliferative effect, the AT, receptor has also been shown
to be overexpressed by several cancers such as astrocytomas [113] and lung tumors [118]
in vivo. In an astrocytoma model, it was shown that out of 133 tumors, 10% of low-grade
tumors were positive for the AT receptor, versus 67% for high-grade tumors; 17% of low-
grade tumors were positive for the AT, receptor, versus 53% for high-grade tumors [113].

It has been shown in several models of cancer cells overexpressing the AT, recep-
tor that this overexpression promotes apoptosis of these cells [112,119,120]. In addition,
the effects of C21 were studied in prostate cancer (using human LNCaP prostate cancer
cells and prostate adenocarcinoma transgenic rats) and leiomyosarcoma cells. In both
studies, the authors were able to find antiproliferative and pro-apoptotic effects of the
AT, receptor [121,122].

3.4. Wound Healing

Several studies reported dynamic changes in angiotensin receptor expression during
the different phases of wound healing [123,124].

The expression of ATy and AT, receptors in the skin of young rats was first shown in
1992 by Viswanathan and Saavedra [125]. AT; and AT} receptors are expressed in human
fibroblasts, keratinocytes, and vascular endothelial cells. Both AT; and AT, receptors are
found in myofibroblasts and keratinocytes in rodents [126]. RAS components are present in
the epidermal and dermal layers, but also in subcutaneous fat tissues, in microvessels, and
in appendages such as hair follicles [126,127]. However, expression of RAS components in
skin has also been demonstrated at the protein level, with results confirmed at the mRNA
level [128].

Regarding the functional role of the RAS in skin physiology, a recent study by Jiang
et al. reported that Ang II promotes differentiation of keratinocytes from bone marrow-
derived mesenchymal stem cells (BMdSC) under physiological conditions [129]. Moreover,
Ang II has been shown to increase vascular permeability to recruit inflammatory cells and
to induce angiogenesis [130]; the AT; receptor promotes migration, while the AT, receptor
inhibits it.

During wound healing, an organism will regulate the expression levels of AT; and
AT}, receptors, enabling a response to Ang II that is adapted to the situation. Immediately
after wounding, an increase in both AT and AT} receptor expression is observed, which
seems slightly delayed and weaker for AT, receptors [131]. In cultured keratinocytes, this
regulation is detectable at the mRNA level 1 h after wounding, but the protein expression of
AT receptor peaks at 3 h, and that of AT, receptor peaks at 12 h after wounding [126]. This
specific early increase in AT receptors could play a role in promoting blood clotting, initi-
ating the inflammatory phase and inducing re-epithelialization by stimulating keratinocyte
proliferation and migration [132,133].
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In vivo, the wound healing process leads to an increase in receptor expression; this is
higher for the AT, receptor than for the AT, receptor during the early phases of wound
closure. Subsequently, there is a decrease in the expression of both receptors during the
inflammation process, followed by an increase during re-epithelization.

Finally, during the last phase (remodeling), an increase in AT; and AT, receptors
has been demonstrated, but this time with a dominance of the AT, receptor over the AT,
receptor (Figure 7) [123,133].
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Figure 7. AT; and AT, receptors’ expression during wound healing. AT receptor: angiotensin II
type 1 receptor; AT, receptor: angiotensin II type 2 receptor.

This is consistent with what is known about both receptors, since in the early phases of
wound healing and re-epithelization, a pro-proliferative action of AT; receptors is required
to allow wound closure. Therefore, it has been shown that in mice KO for AT; receptors
and rats treated with an AT, receptor antagonist, wound closure was delayed [134,135]. In
contrast, in AT, receptor KO mice, re-epithelization was accelerated. These results support
that during the wound healing process, the antiproliferative effect of AT, receptors is com-
plementary to the pro-proliferative effects of AT} receptors under physiological conditions.

During the remodeling phase of wound healing, AT, receptor expression is stronger
than AT; receptor expression. The antifibrotic properties seem essential for the formation of
a resistant scar tissue. Indeed, in AT, receptor-KO mice, the skin breaks under lower tension
than in wild-type mice [135]. This increased expression of the two receptors contributes to
the localized Ang II action in the wounded area rather than in the unaffected skin. Thus,
the changes in the AT; /AT, receptor ratio observed in tissue repair may cause a switch in
the dominating subtype, and consequently a change in the response to Ang II [136].

The formation of hypertrophic scars or keloids is a recurrent problem resulting from
an insufficient control of proliferative and fibrotic processes in wound healing [137]. Indeed,
it has been shown that it is the overactivated cutaneous RAS that is involved in this process
via the AT; receptor [20,138]. Indeed, these receptors, once stimulated by Ang II, are
known to act in a pro-fibrotic manner. Studies have also shown that the level of Ang Il and
AT receptor expression were increased in hypertrophic scars and keloids in both rodents
and humans. As a result, several experiments were conducted to inhibit the profibrotic
effect of AT; receptor by using ARBs to prevent or treat hypertrophic scars and keloids in
preclinical models. All these studies, regardless of the species, resulted in a reduction in
scar size [139,140].

As evoked above, AT and AT, receptors have the same affinity for Ang II, but induce
opposite physiological responses. Thus, the physiological response to Ang II production
will reflect the functional balance between these two receptors. In the next section, we will
discuss the different mechanisms that may contribute to the fine tuning of this functional
AT, /AT, receptor balance.
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4. Mechanisms Regulating the AT1/AT, Functional Balance
4.1. Functional Opposition vs. Expression Level

The response to Ang II results from the balance between the effects of each of these
receptors. As we have seen previously, the effects of the AT receptor predominate because
it is the most abundant.

This functional balance was confirmed in vivo using knockout mice for either the AT;
receptor or AT, receptor. In AT, receptor KO mice, there was an absence of hypertensive
response following Ang II injection, which is normally observed in wild-type mice. In
addition, systemic blood pressure was markedly decreased in these mice [141]. In the same
AT a receptor KO mice and after treatment with an AT; receptor antagonist, a decrease
in blood pressure was observed in mice pretreated with ACE, thus showing that ATp
receptors also seem to play a role in the regulation of blood pressure. In contrast, in AT,
receptor KO mice, vasoconstriction to Ang II is more important than in wild-type mice [142].
Thus, in cerebral arteries, the effects observed are the sum of constrictor effects mediated
by the AT; receptor and dilator effects mediated by the AT, receptor.

Furthermore, as we have seen in Section 3.4, during the wound healing phenomenon,
there is a modification of the expression of the receptors according to the phase of the
process: a stronger expression of the AT, receptor at the time of re-epithelization, and a
stronger expression of the AT, receptor at the time of the remodeling phase.

The expression level of the receptors is also related to the mechanisms that regulate
them. At the AT receptor level, overexpression of ATRAP (AT; receptor-associated protein)
inhibits AT; receptor-dependent PLC activation [143], inositol phosphate production, and
cell proliferation [144], indicating that ATRAP acts as a negative regulator of AT receptor
signaling [145]. In addition, overexpression of ATRAP decreases membrane expression
of the AT receptor due to its increased internalization [146]. In contrast, expression of
ARAP-1 (ankyrin repeat and pleckstrin homology domain-containing protein 1) restores
receptor membrane expression [147]. Moreover, at the renal level, overexpression of ARAP1
in mice causes hypertension and renal hypertrophy, effects that are suppressed by an ARB,
suggesting that ARAP1 potentiates AT; receptor signaling [148].

The AT, receptor interacts with ATIP (AT, receptor interaction protein) [149]. De-
creased expression of this protein results in retention of the AT, receptor in cellular com-
partments, reducing their expression on the cell surface, and reducing AT, receptor-related
effects. Expression of the AT, receptor at the membrane induces an increase in ATIP ex-
pression, creating a positive feedback loop [149]. PARP-1 (poly(ADP-ribose) polymerase-1)
plays an important role in the regulation of AT, receptor expression. Indeed, in addition
to repressing the transcription of the gene coding for the AT, receptor, it activates the
transcription of the ATIP gene [150]. The AT); receptor also interacts with another protein:
the transcription factor PLZF (promyelocytic zinc finger protein). Once bound to the AT,
receptor, PLZF will cause its internalization, thus decreasing its membrane expression;
then, PLZF will migrate to the nucleus, allowing the transcription of PI3K [151], which is
involved in the activation of eNOS (endothelial nitric oxide synthase).

Although the level of expression may partly explain the predominance of the effects
of one receptor over the other, it turns out that in some cases, this is more complex. For
example, we have seen that after stroke, there is an increase in AT; receptor-dependent
vasoconstriction, despite a decrease in AT} receptor gene expression [83]. Furthermore,
Foulquier et al. showed that high salt intake for 4 days was associated with abolition of
AT) receptor-mediated vasodilation because of decreased aldosterone levels, but also with
decreased cerebrovascular AT, receptor protein levels without mRNA changes [152]. If
this high salt intake is maintained for 30 days, in addition to the abolition of AT, receptor-
mediated vasodilation, we observe AT, receptor-mediated vasoconstriction, although
neither the mRNA nor protein levels of the AT, receptor are altered by high salt intake.
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4.2. Direct AT1/AT, Receptors Interactions

GPCRs have the ability to form homodimers and heterodimers that can change recep-
tor properties. In this section, we will discuss the implication of these homodimers and
heterodimers on ATy and AT, receptor signaling (Figure 8).

4.2.1. AT Receptor Dimerization

Abdallah et al. showed that increased levels of AT; receptor homodimers were present
on monocytes from patients with hypertension, which is an atherogenic risk factor, and
that they were related to increased Ang II-dependent monocyte activity and adhesive-
ness [153]. This increase leads to the formation of atherosclerotic lesions. In this study, in
addition to showing that inhibition of Ang II release prevents the formation of AT; receptor
homodimers, they observed that dimerized receptors increase Gg,11-mediated inositol
phosphate signaling [153]. In addition, the constitutive formation of homodimers of the
AT receptor are formed during biosynthesis, as the receptors are trafficked through the
endoplasmic reticulum. Furthermore, the constitutive nature of receptor dimerization was
not affected by treatment with agonists or antagonists [154]. These data show that AT,
receptor homodimerization can enhance Ang II-mediated signaling, which may have a
pathological effect (e.g., arthrosclerosis), but that these homodimers are not affected by
receptor agonists and antagonists.

The AT; receptor and B; receptor can form a heterodimeric complex. This heterodimer-
ization between the AT receptor and B, receptor in HEK-293 cells increased the efficacy
and potency of Ang II, but decreased the potency and the efficacy of BK. To confirm this, the
authors compared the Ang II- or BK-stimulated increase in inositol phosphates in HEK-293
cells expressing the indicated receptors. Furthermore, AT; /B, heteromerization is also
involved in the increase in Ang II hypersensitivity in preeclampsia [155]. Preeclampsia is a
pregnancy complication characterized by high blood pressure, and it may cause serious
complications for the mother and fetus [156]. The presence of AT; /B, heterodimers has
been reported in human placental biopsies from pregnancies with preeclampsia [157].

In 2005, Kostenis et al. showed that the AT; receptor could form a heterodimer with
the MasR [158]. In their study, they transfected the human forms of Mas and AT, receptors,
individually and in combination, into CHO-K1 cells, and then assessed intracellular CaZ*
mobilization after stimulation with different doses of Ang II. The MasR alone did not
respond to Ang II stimulation, while cells expressing the AT; receptor increased their
intracellular Ca?* level. Upon coexpression of MasR with the AT; receptor, a reduction
in the potency and maximal efficiency of Ang II in increasing Ca** mobilization was
observed. In the same model, increasing concentrations of losartan induced significant
rightward shifts in Ang II concentration-response curves in cells expressing both the AT
receptor alone and the AT; /MasR heterodimer. In contrast, the Ang II-induced elevation
of intracellular Ca?* and its decrease in the presence of MasR were not affected by the
presence of Ang-(1-7). Furthermore, in vivo data corroborate the results obtained in cell
lines, as MasR-KO animals demonstrated a significant increase in the vasoactive properties
of Ang II [158].

4.2.2. AT, Receptor Dimerization

AT, receptor homodimerization was first described by Miura et al. in PC12W cells
and CHO cells transfected with AT,R [159]. They also showed that these AT, receptor
homodimers allow constitutive signaling that leads to apoptosis. Furthermore, dimer-
ization and pro-apoptotic signaling were not altered following AT, receptor stimulation,
suggesting that this homodimerization is ligand-independent, which has also been reported
in transfected HEK-293 cells [160]. Zha et al. showed in NRK-52E rat kidney epithelial cells
that AT, receptor homodimerization is observed under high-glucose conditions, which
may be a direct effect of receptor dimerization susceptibility or an indirect effect due to
increased AT, receptor expression under high-glucose conditions [161].
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Like ATj receptors, AT, receptors can form heterodimers with B, receptors. We have
already seen that AT, receptors mediate a vasodilatory cascade that includes BK, NO, and
c¢GMP. Using a KO mouse model for ByR, they showed that when AT, and B, receptors are
simultaneously activated in vivo, NO and ¢cGMP production increases [162]. In a PC12W
cell model, heterodimerization of these receptors was shown without any stimulation,
suggesting the presence of constitutive heterodimers [72]. Furthermore, the use of an AT,
receptor agonist (CGP42112A) combined with a By receptor agonist (BK) or antagonist
(icatibant) allows for an increase in receptor expression alone, but also for the formation of
heterodimers [72]. Thus, the maximal increase in cGMP and NO production is observed
when AT} receptor is stimulated and the B, receptor is blocked; this result is in agreement
with another study showing that B, receptor blockade increases the effect of AT, receptors
on cGMP and NO production [163]. Since the rate of heterodimer formation depends on the
expression level of AT, and B, receptors, controlling the expression level of these receptors
would influence the formation of dimers, thus increasing (or not) the AT, receptors’ effects.

The AT receptors is also able to form a heterodimeric complex with MasR [164]. This
dimerization influences the RAS-protective Ang 11/AT); axis, resulting in increased NO
production and promoting diuretic—natriuretic response in obese Zucker rats [164]. Several
studies suggest that these receptors may be functionally interdependent; indeed, the AT,
receptor antagonist (PD123319) reduced the vasodepressor effects of the MasR agonist
Ang-(1-7) [165]. Similarly, Ang-(1-7) mediated endothelium-dependent vasodilation in the
cerebral arteries [166] and aortic rings of salt-fed animals [167] was inhibited by PD123319
as well as the MasR antagonist (A-779). In mouse astrocytes isolated from AT, receptor
KO, MasR was not responsive to Ang-(1-7), and in astrocytes isolated from MasR KO,
AT, receptors were not responsive to C21, suggesting that in murine astrocytes in primary
culture, AT, and MasR are functionally dependent on each other [168]. In contrast, another
study showed that the vasoconstriction effect induced by Ang II was slightly increased,
and the vasodilation induced by the AT, receptor agonist CGP42112A was not altered in
mice KO for MasR [169].

Furthermore, using bioluminescence resonance energy transfer (BRET), the AT, recep-
tor was found to form a heterodimer with the relaxin family peptide receptor 1 (RXFP1).
Relaxin, by binding to RXFP1, is known to be antifibrotic by interfering with transforming
growth factor 1 (TGF-$1). Ang II is also known to in-hibit TGF-f1 via the AT, recep-
tor. Chow et al. investigated the potential interactions of relaxin with the AT, receptor.
The antifibrotic action of relaxin in primary rat kidney myofibroblasts was reduced when
combined with an AT, receptor antagonist (PD123319). This heterodimerization results in
the activation of the NO-cGMP-dependent pathway. Although relaxin does not interact
directly with the AT, receptor, AT, /RXFP1 heterodimerization results in the activation of
the NO-cGMP-dependent pathway, leading to the disruption of TGF-31 signaling and thus
the latter’s pro-fibrotic effect.

Last but not least, AT,/ AT; heterodimerization was first described by AbdAlla et al. in
PC-12 cells, rat fetal fibroblasts, and human myometrial tissue samples [170]. They showed
that AT,/AT; dimerization was constitutive and led to inhibition of the AT receptor-
mediated G protein pathway. This inhibition of AT; receptor signaling does not require AT,
receptor activation, as shown by the fact that AT, /AT; heterodimerization is not affected
by AT, receptor antagonists such as PD123319, and by the persistence of the effect in cells
with dimers containing an AT, receptor mutant that is unable to bind agonists or to initiate
AT, signaling. The authors concluded that the AT, receptor acts as a kind of reverse agonist
of the AT receptor by constitutively preventing the conformational changes necessary to
initiate ATy receptor signaling [170].

Attenuation of AT; receptor signaling by the AT, receptor (via calcium signaling,
ERK1/2 MAPK activation) as well as constitutive AT, /AT dimerization has been confirmed
in studies by other groups in HeLa cells [171] or HEK-293 transfected with AT, /AT [172].
AT, /AT, dimerization also appears to impact AT, intracellular trafficking, as AT,/AT;
dimers internalize upon Ang II stimulation (whereas AT, alone is unable to do so) [171].
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More recently, a study demonstrated that ATy and AT, receptors form heterodimers
that are expressed in the cells of the central nervous system (striatal neurons and microglia).
These dimers are new functional units with specific signaling properties, because on the
one hand, coactivation of the two receptors reduces Ang II signaling, and on the other
hand, they exhibit cross-potentiation: i.e., candesartan (AT; receptor antagonist), increases
the effect of AT, receptor agonists [172].

In a model of Parkinson’s disease (6-OH-dopamine hemi-lesioned rat), the authors
wanted to quantify the quantity of AT,/AT; dimers in striatal sections of naive and 6-OH-
dopamine hemi-lesioned rats, treated or not with L-DOPA and divided into two groups:
those that are dyskinetic and those that are resistant to L-DOPA-induced dyskinesia. First,
they demonstrated that the quantity of AT, /AT, dimers found in the non-lesioned striatum
was negligible compared to the lesioned striatum. Furthermore, dyskinetic animals on
L-DOPA showed an approximately 2-fold increase in AT, /AT; dimers (compared to the
lesioned rat hemisphere), and dyskinesia-resistant animals showed an approximately 10-
fold increase (compared to the non-lesioned control hemisphere) [172]. In this context of
Parkinson’s disease, the use of AT; receptor antagonists coupled to AT, receptor agonists
could potentiate the neuroprotective effects via the AT, receptor.
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Figure 8. Overview of the different dimerizations of AT; and AT, receptors and their functional
impact. Ang II: angiotensin II; AT R: angiotensin type 1 receptor; AT;R: angiotensin type 2 receptor;
B,R: bradikynin receptor B2; Ca?*: calcium; IP: inositol phosphate; MasR: Mas receptor; NO: nitric
oxide; RXPF1: relaxin family peptide receptor 1.

In conclusion, the different dimerizations of ATy or AT, receptors, depending on the
tissue and the co-expressed receptor (AT, AT, BoR, MasR), cause a functional change
in the activity of the receptors, modifying the AT;/AT, balance without changing the
expression of these receptors.

4.3. Post-Translational Modifications

Post-translational modifications are also mechanisms to modulate GPCR functions,
AT, and AT, receptors being no exception.
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4.3.1. N-Glycosylation

AT receptor function is regulated by various post-translational modifications such as
N-glycosylation [173]. To study the effects of N-glycosylation on extracellular loops (ECL),
artificial N-glycosylation sequences were incorporated into ECL1, ECL2 and ECL3 [174]. In
ECL1, N-glycosylation causes a very significant decrease in the ligand affinity and surface
expression of the receptor; in ECL2, it leads to the synthesis of a misfolded receptor, and
in ECL3 N-glycosylation produces mutant receptors with normal affinity and low surface
expression. These results show that N-glycosylation sites alter many properties of the AT
receptor, such as targeting, folding, affinity, and surface expression [174].

Like the AT receptor, the AT, receptor contains multiple glycosylation sites. The
variability in AT, receptor molecular weight has been shown to be due to different degrees
of N-glycosylation [175]. However, this glycosylation does not appear to be involved in
AT) receptor binding and membrane addressing [176]. On the other hand, glycosylation of
AT); receptor could nevertheless play a role in the stability of the receptor and its coupling
with its intracellular effectors [176].

4.3.2. Phosphorylation

Phosphorylation is another post-translational modification that can occur on the ATy
receptor [177]. Phosphorylation of AT receptor serine/threonine residues is required for
[3-arrestin recruitment and receptor internalization [178]. In contrast, in the kidneys and
arteries, GRK4 has been shown to exacerbate urinary sodium retention and vasoconstriction
by increasing AT; receptor expression [179].

The AT, receptor is rapidly phosphorylated on a serine by PKC after activation by
Ang II. The functional role of AT, receptor phosphorylation is not known. When triggered
by AT receptor activation, it appears to modulate the AT, receptor’s effects, as opposed to
ATq’s effects [180].

A more recent study showed that GRK4, by increasing AT, receptor phosphorylation,
impairs AT, receptor-mediated diuresis and natriuresis without decreasing mRNA or
protein levels [181]

4.3.3. S-Nitrosation

S-nitrosation is a mode of post-translational modification that allows the addition of a
NO group to the sulfur atom of specific cysteine residues.

The AT; receptor contains ten cysteine residues. Four of these cysteines are involved
in disulfide bridges at the extracellular loops, one is located on the cytoplasmic tail, and the
other five are distributed in the transmembrane domains of the receptor (see Section 2.1.1).
The affinity of the AT, receptor for Ang II is decreased in the presence of sodium nitro-
prusside (SNP), an NO donor. An assessment of the affinity of different mutated AT,
receptors for each of five cysteines revealed the cysteine involved in sensitivity to sodium
nitroprusside, cysteine residue 289 [182].

The AT, receptor has 14 cysteine residues. We have seen that the four cysteines in
the extracellular loops are engaged in disulfide bridges. The remaining ten cysteines are
distributed on the transmembrane domains and the cytoplasmic tail.

In 2015, Jang showed that the AT; receptor, AT, receptor, and ROS appear to be in-
volved in increasing nNOS (neuronal nitric oxide synthase) activity [183]. After stimulation
with Ang II, membrane expression of the AT; receptor decreases, while that of the AT,
receptor increases. In addition, losartan and L-NAME (eNOS inhibitor) inhibit transloca-
tion to the membrane of AT, receptor, suggesting that AT, receptor translocation may be
NO-dependent. The SNP allows for the S-nitrosation of the AT, receptor, as it does for the
AT receptor. In addition, a mutation in cysteine 349 induces increased surface expression
of the AT}, receptor, suggesting that it plays a role in the translocation of the receptor to the
membrane [183].
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5. Possible Ways to Tune the AT{/AT, Functional Balance
5.1. Pushing the Balance Using Agonist/Antagonist Ligands

One of the most obvious means to act on the AT, /AT, functional balance is to use
agonists or antagonists towards one or the other receptor.

In order to rebalance the AT; /AT, balance, the use of specific molecules targeting our
receptors seems to be an interesting avenue. Indeed, this would make it possible to block or
activate one specific receptor, which cannot be achieved with ACE inhibitors, for example,
as they prevent both receptors’ activation by inhibiting Ang I cleavage.

AT, receptor antagonists were the first molecules discovered in this sense (Table 1).
In the case of pathologies associated with AT; receptor, the ideal is to be able to abolish
the overexpression of the receptor responsible for the imbalance in order to orient it in
favor of the AT, receptor. AT; receptor antagonists are widely used to treat hypertension
as well as cardiac diseases (heart failure or myocardial infarction). In vitro and in vivo,
losartan is a reversible competitive AT receptor antagonist that inhibits the Ang II-induced
vasoconstriction of blood [184]. However, complete blockade of the receptor then amounts
to promoting activation of the AT, receptor, which will tip the balance in the other direction
instead of bringing it back to equilibrium.

Another method would be to act on the AT, receptor itself by using an agonist of
the latter. For this, molecules capable of specifically activating the receptor have been
developed, such as CGP42112A, which is a peptide, or C21, which is a synthetic compound.
A study on the effects of CGP42112A in the same SHR model was performed, and the
authors tested CGP42112A in the presence or absence of candesartan. The results showed
that the use of candesartan alone at a high concentration lowered blood pressure in SHR rats,
and that CGP42112A only provided a depressant effect in the presence of candesartan [185].
Another study on CGP42112A showed that intravenous infusion of the molecule increased
NO production in pigs [186]. Wan et al. showed that the use of C21 in hypertensive rats
reduced blood pressure [187]; however Foulquier et al. showed that this reduction in blood
pressure was dependent on the experimental model used [77].

These studies show that the use of an AT, receptor agonist alone would not be suffi-
cient to regulate the balance given the predominance of the AT; receptor in the pathological
context. However, it would appear that combining the effects of an AT receptor antago-
nist and an AT, receptor agonist would be more effective in certain pathologies such as
hypertension [188,189].

We have seen that the AT, receptor has a rather protective role in case of pathology,
but a study has shown that the use of PD123319 can reduce the inflammatory response and
oxidative stress in rats with induced colitis [190]. In this same study and another one, it
was demonstrated that PD123319 may have partial agonistic properties in relation to the
AT), receptor, thus biasing the interpretation of functional data [190,191]. Another study
conducted by our group showed that in an SHR model, the combination of the effects
of an ARB with an ACE inhibitor induced an exacerbated decrease in middle cerebral
artery contraction in SHR [192]. In this specific case, by blocking the AT; receptor, the AT,
receptor will become dominant, thereby reversing the balance. This phenomenon has been
described by Budzyn et al. [193].
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Table 1. Angiotensin receptor ligands.
Agonists

Compounds AT affinity AT; affinity References
Ang Il plCsp =81 pICsp=9.2 [194]
Al’lg III pIC50 =7.6 pIC50 =9.2 []94]
Ang IV N.A. pICs50 =73 [194]

Ang-(1-7) pKi=6.66 pICs0 = 6.6 [194,195]
SII pKd=6.5 N.A. [196]
TRV120023 pPECs0 =74 N.A. [197]
TRV120026 PECs50=7.6 N.A. [197]
TRV120027 pPECs0 =77 Ki=7nM [197]
CGP42112A N.A. pICs0 =9.6 [194]
C21 N.A. pICs0 = 8.6 [194]
Antagonists

Compounds AT affinity AT; affinity References
Losartan pICs0 =7.4-8.7 N.A. [198]
Candesartan pICs0 =9.5-9.7 N.A. [199]
Valsartan pICs0 = 8.6 N.A. [200]
Telmisartan plCsp =8.4 N.A. [201]
PD123177 N.A. pICsg =8.5-9.5 [202]
PD123319 N.A. pICsp =8.25 [194]

N.A.: non-applicable. ECsy: half maximum effective concentration; ICsy: half maximum inhibitory concentration;
Kd: dissociation constant. Ki: inhibition constant.

5.2. Selective Activation of the B-Arrestin Pathway

The use of biased agonists is another strategy to regulate the AT;/AT, receptors’
balance. A biased agonist is a receptor-specific ligand capable of selectively activating a
single signaling pathway by preferentially stabilizing one of the receptor conformations.
This phenomenon is also called “functional selectivity”. In the case of the AT receptor,
several biased agonists have been developed that allow AT receptor to adopt an alternative
active conformation [45]. For example SII, TRV120027, and TRV120023 selectively activate
the 3-arrestin pathway while inhibiting the G protein pathway [197].

SIl is a modified Ang II peptide, which can trigger the phosphorylation of the AT;
receptor, and thus (3-arrestin recruitment [203]. SII elicits GRK6 and (3-arrestin 2-dependent
ERK activation, and promotes (3-arrestin-regulated Akt activity and mTOR phosphorylation
to stimulate protein synthesis [204]. TRV120023 has been reported to only recruit 3-arrestin
while blocking G protein activation, enhancing myocyte contractility but without promoting
hypertrophy, as seen with Ang II [205]. For example, an acute infusion of Ang II increased
mean arterial pressure in male SHR, accompanied by a reduction in glomerular filtration
rate, whereas TRV120023 blocked the acute infusion of an Ang Il-induced hypertensive
state in a dose-dependent manner [205].

TRV120027 has been studied in several preclinical studies in a heart failure model,
and has shown promising results [206]. A recent study just demonstrated that 3-arrestin
signaling, mediated by the PAR-1 receptor, produces prolonged activation of MAPK 42/44,
which increases PDGEF-f3 secretion. It has been shown that after ischemic stroke, PDGF-f3
secretion can provide increased protection of endothelial function and barrier integrity [207].
Similarly, there are biased agonists that selectively activate the G protein pathway, such as
TRV120055 or TRV120056 [33].

The use of biased agonists could be interesting in a pathological setting. Indeed,
unlike ARBs, which completely inhibit the effects of the AT receptor, 3-arrestin-biased
agonists will allow the activation of the (3-arrestin pathway, with potentially protective
effects. Activation of the 3-arrestin pathway to mediate internalization could furthermore
reduce the number of AT; receptors present at the surface. On the other hand, if ATy
receptors are already occupied by a biased agonist, Ang II could then be able to bind to the
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AT, receptor. These combined effects could restore the functional balance without blocking
the AT receptor. In addition to this internalization, 3-arrestin may activate beneficial
secondary signaling pathways [207].

Although TRV120027 is able to bind to the AT, receptor with an affinity comparable
to that of the AT; receptor [197], no functional studies have been carried out. Furthermore,
as the receptor is unable to interact with (-arrestin and be internalized, most signaling
pathways function through the stimulation of the G protein pathway.

5.3. Post-Translational Regulation

We have previously shown that AT; and AT, receptors can undergo different post-
translation changes (see Section 4.3).

Regarding phosphorylation, we have already established that the AT, receptor was
not able to recruit 3-arrestins as would classically be the case for GPCRs, including the AT,
receptor. On the other hand, intervention on certain GRKs, such as GRK4, could have an
effect on the AT; /AT, balance because it would allow, on the one hand, the inhibition of
the overexpression of AT receptors at the membrane, and on the other hand, a decrease in
the phosphorylation of the AT, receptor and thus the restoration of AT, receptor signaling.

Although the glycosylations of the AT; receptor are very important for its membrane
addressing and ligand binding, for the AT, receptor, the role of these glycosylations
remains unknown.

AT; and AT, receptors both have four cysteines involved in disulfide bridges. It
has been shown that reduction of these disulfide bridges by dithiothreitol (DTT) strongly
decreases Ang II binding for the AT; receptor, but not for the AT, receptor [32].

AT, and AT receptors can undergo S-nitrosation. In a study of our group, rat middle
cerebral arteries were pretreated with an NO donor, S-nitrosoglutathione (GSNO), and this
led to abolition of Ang II-induced vasoconstriction [208]. The following results were found
in an ex vivo rat aortic ring model. A decrease in Ang II-induced vascular contraction
was observed when arteries were pretreated with GSNO. In vivo, a decrease in blood
pressure response to Ang II was also detected after oral administration of GSNO [209].
In vitro experiments showed that pretreatment of HEK293 cells with GSNO seems not
to alter the internalization of activated AT; receptors [208]. Similar to biased agonists,
S-nitrosation disrupts AT receptor G protein signaling, the advantage here being that NO
is an endogenous product.

This post-translational modification seems to be an interesting tool for directing a
rather protective response by not altering the AT /AT, balance as antagonists and/or
agonists can. Indeed, we have seen that NO is one of the main second messengers of
AT) receptors. We can envisage that the NO produced by the AT, receptor, which is even
more important when the AT, receptor and B; receptor form a dimer, could S-nitrosate the
AT receptor.

In general, the use of biased agonists of the 3-arrestin pathway and S-nitrosation of
the AT receptor allow for the interruption of the G-protein pathway. In addition, biased
agonists allow the activation of signaling pathways with protective effects similar to those
of the AT, receptor.

6. Conclusions

In summary, we have seen through several examples that the AT; /AT, balance is
very important from a physiological point of view, and that the disturbance of this balance
leads to the appearance of pathologies, most often as a result of the dominance of the AT,
receptor over the AT, receptor. However, emerging studies have shown that secondary
signaling of -arrestins could have beneficial effects. This is why a finer regulation of
this balance via S-nitrosation of the receptors or the use of biased agonists seems to be
interesting, and could open new therapeutic perspectives.
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ACE Angiotensin-converting enzyme
AnglIl  angiotensin II
ARB ATj receptor blocker

AT, angiotensin II type 1 receptor
AT, angiotensin II type 2 receptor
B2 bradykinin receptor

BK bradykinin

C21 compound 21

GPCR G protein-coupled receptor

GRKs G protein-coupled receptor kinases
KO knock-out

MAPK mitogen-activated protein kinases
MasR  Mas receptor

NF-k  nuclear factor kf3

PKC protein kinase C

PLA2  phospholipase A;

PLC phospholipase C

RAS renin-angiotensin system

ROS reactive oxygen species

VSMC  vascular smooth muscle cells
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ABSTRACT: Angiotensin II (Angll) regulates cerebral circulation and binds with a similar affinity to AT1 and AT receptors.
Biased AT: agonists, such as TRV027, able to selectively activate $-arrestin while blocking Gq pathway, appears promising as
new therapeutics. New pharmacological tools are needed to further explore biased AT1 agonists impact on cells or tissues,
such as the cerebral circulation. We designed and synthesized new fluorescent derivatives based on Angll, TRV027 or the AT:
antagonist losartan. We conducted pharmacological characterization to determine their selectivity, potency and ability to
activate or not specific AT: transduction pathways in cells and cerebral arteries. We report the first highly ATi-selective
ligand, based on losartan, that keeps its antagonist activity with high affinity. Fluorescent derivatives of TRV027 become AT2-
selective at low concentration and lose their AT1 3-arrestin bias at high concentration. These new ligands can be applied to

trace ATi or ATz in vitro and ex vivo.

INTRODUCTION

The angiotensin Il receptors (AT receptors) belong to the
class A of the G protein-coupled receptor (GPCR)
superfamily, a protein family targeted by one-third of the
currently marketed drugs.! The angiotensin II (Angll)
peptide agonist targets two AT receptors, AT: and ATz, with
the same affinity but with opposing effects.2 By activating
AT, Angll triggers most of the known physiological effects
of the renin-angiotensin system, such as vasoconstriction,
cardiovascular remodeling, fibrosis, water and sodium
retention, and aldosterone release by the adrenal glands,3->
whereas AT2 activation produces vasodilatation, apoptosis
and antiproliferative effects.>” The vasoconstriction
induced by AT: occurs via the activation of the Gg/11
signaling pathway. In addition, AT: activation induces (-
arrestin recruitment, leading to its internalization® and to
alternative signaling pathways, the latter being expected to
have potential beneficial effects in pathophysiological
conditions.? Much less is known about AT> signaling, as this
receptor does not seem to activate any heterotrimeric G
protein, neither recruit -arrestins, nor get internalized
upon ligand binding in heterologous expression cell
system.10

Overactivation of the renin angiotensin system and the
consecutive AT:1 overstimulation are involved in many
cardiovascular pathophysiological processes including
cerebrovascular diseases such as strokes, subarachnoid
aneurysms and traumatic brain injury.!! This system is
therefore considered as a therapeutic target of choice for

both cardiac and cerebrovascular pathologies and several
families of compounds, such as Angiotensin-converting
enzyme (ACE) inhibitors or AT: receptor antagonists
(angiotensin receptors blockers, ARBs, such as losartan),
are commonly used as first line therapies in many
cardiovascular diseases.!’? However, despite their
acknowledged benefits for stroke primary prevention,!?
their use in the acute / post-acute phases of stroke
displayed more mixed results.1* This limitation as a curative
treatment, despite numerous encouraging preclinical data,
emphasizes the need to further study alternative
therapeutic pathways targeting AT:.

Interestingly, novel AT1 receptor ligands have shown
biased agonist properties towards f-arrestin. Some of these
ligands, such as TRV027, have even been reported to be
strict B-arrestin biased agonist, completely devoid of any
Gq/11 stimulation. These strict biased (-arrestin-agonists
stabilize an alternative active conformation of the AT:
receptor and appear promising as cardiovascular
therapeutics in several studies.’>'¢ Their potential in
cerebrovascular diseases remains to be explored in
preventive and curative pre-clinical models. It is important
to note that although TRV027 biased [B-arrestin-agonist
showed similar affinities for both AT: and AT: receptors
when it was first reported,” its impact on AT: signaling has
not been characterized yet.

Assessing the interest of these new compounds in
cerebrovascular diseases requires an understanding of how
they activate the different pathways consecutive to AT:



and/or AT: stimulation and to track these receptors in
cerebrovascular tissues ex vivo or in vivo. To study the
cellular distribution, localization, and pharmacology of AT1
and AT: receptors, several tracers have been previously
used, including radiolabeled-ligands and antibodies. The
specificity of anti-AT:1 receptor antibodies has been
seriously called into question,'81° although a recent anti-
AT: seems promising.2021 As an alternative, there is an
increasing interest in fluorescently-labeled ligands because
the same probe can be applied in a growing number of in
vitro techniques. Indeed, fluorescent ligands allow to
monitor internalization of their untagged or even
endogenously expressed receptors by imaging techniques.
This application will be soon extended to in vivo approaches
due to the continuous development of sensitive microscopy
technologies and the optimization of fluorophores.?223
Fluorescentligands can also be used in living cells as tracers
in receptor/ligand binding experiments both in equilibrium
assays, for example for compound library screening of new
ligands, or in ligand-binding kinetic studies.?3-28¢ However,
the fluorophore grafting on a given ligand can change its
affinity, selectivity and/or activity.

With regards to AT: and AT: receptors, commercially
fluorescent probes have been developed by linking the
Angll peptide to fluorescein,?® to BODIPY or TAMRA.30
TAMRA-Angll is currently used as a tracer in cellular
pharmacological studies,10-26:31-33 glthough it has not been
fully pharmacologically characterized yet. In particular, the
ability of the fluorescent Angll to distinguish between the
two active conformations of the AT1 receptor (the canonical
conformation triggering both Gq and B-arrestin activations
and the alternative active conformation only recruiting -
arrestins) has not been investigated, whereas it should be
assessed before any interpretation of experiments can be
made.

In the present study, we report the synthesis and
pharmacological evaluation of cyanine 3 (Cy3)-labeled AT
receptors ligands derived from the Angll agonist, the
TRVO027 B-arrestin-biased agonist and the AT1 selective
antagonist losartan as compared to their non-fluorescent
counterparts. We included TAMRA-Angll as a fluorescent
ligand of reference and took the opportunity to complete its
pharmacological characterization. We assessed the
selectivity of these ligands between AT:and AT2 receptors,
their ability to activate AT1 Gq and B-arrestin pathways and
their potential as tracers for these receptors in vitro and ex
vivo.

RESULTS AND DISCUSSION

Design and Synthesis of the fluorescent peptidic
ligands derived from Angll and TRV027

Cy3 was chosen as a small fluorophore with
photostability and size similar to TAMRA, but with a
different chemical structure and better fluorescent
properties. According to the manufactured product sheets,
Cy3 appears to have better brilliance (extinction coefficient
€ 150000 cmLM'1; quantum yield: 0.31) than TAMRA
(extinction coefficient € 84000 cm-1.M-1; quantum yield:
0.10). We decided to conjugate Cy3 at the N-terminal
extremity of Angll (DRVYIHPF sequence), as the C-terminal
part of the peptide is involved in the major recognition

pattern with the receptor.!! Besides, commercial TAMRA-
Angll seems to be a direct conjugation of TAMRA on the N-
terminal extremity of Angll without a spacer. A control
peptidic-based probe (Scramble Peptide, ScP) was designed
by scrambling the Angll amino-acid sequence (YFHPDVIR
sequence that does not correspond to any known ligand).

First, direct and indirect conjugation strategies (ie.,
conjugation without or with a spacer) were investigated to
study the possible steric hindrance interference of the
fluorophore with the peptide target recognition. As a
spacer, we chose a polar ethylenedioxy-derived structure
(PEG-like derivative) since such kind of moieties already
gave good results in terms of improving hydrophilicity and
minimizing a possible loss of affinity.3* Thus, commercial
Fmoc-N-amido-PEG2-COOH spacer was chosen. The
synthesis of the peptides (Angll and ScP), and of the
resulting fluorescent probes 1-4 was made using an
automated Fmoc/tBu solid phase peptide synthesis (SPPS)
on 4-benzyloxybenzyl alcohol (Wang) resin (Scheme 1). As
a first step, Fmoc-Angll-Wang resin and Fmoc-ScP-Wang
resin with protected lateral chains were synthesized. These
peptides on resin, gave access to i) Angll and ScP, ii) the
agonist-based probes 1 and its corresponding negative
control analogue 3 (both without linker) by direct
fluorophore conjugation, and iii) the agonist-based probes
2 and its corresponding negative control analogue 4 (both
with linker) via an indirect fluorophore conjugation (i.e.,
linker conjugation prior to the fluorophore conjugation).
The Angll and ScP peptides and the resulted probes 1-4
were obtained, after a final peptide cleavage reaction, in 23-
55% overall yield, with an LC-MS purity of >95% except 2
(Cy3-L-Angll 94%) and 3 (Cy3-ScP 92%) (see Supporting
Information, Figures S1 to S24, Table S1 and S2).

The probes 5-6 based on the -arrestin biased agonist
TRV027 peptide (Sar-RVYIHPa sequence) with and without
spacer were also prepared using strictly the same previous
strategies (ie., direct and indirect conjugation strategies).
As depicted in Scheme 1, the TRV027 peptide and
fluorescent TRV027-based probes 5-6 were obtained in 25-
50% overall yield, with an LC-MS purity of 97% and 93%,
respectively (see Supporting Information, Figures S25 to
$36, Table S1 and S3).

Design and Synthesis of the fluorescent ligand derived
from ARB

Since no fluorescently-labeled AT: antagonist has been
described so far, we decided to link a specific, selective, and
clinically-used antagonist to Cy3. Losartan was chosen as an
antagonist since we already reported that it can be
conjugated to diverse chemical structures without major
loss of receptor affinity.?> Once again, in order to keep its
affinity towards AT1, we intended to separate both parts by
an adequate spacer. In a previous study, we noticed that
linking losartan to an apolar hydrocarbon chain afforded
the less active of our compounds.3> Therefore, as for the
peptidic series, we used a polar ethylenedioxy-derived
structure. As depicted in Scheme 2, we prepared the
carboxylic acid-derived losartan 7,3%3¢ permitting its

linkage to monoprotected 2,2'-
ethylenedioxybis(ethylamine) 8.37 Classical coupling
conditions afforded intermediate 9 which was
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Scheme 1: Synthesis of Angll, ScP and TRV027 peptides, agonist-based probes 1-2, negative control agonist-based
probes 3-4, and biased agonist-based probes 5-6. Reagents and conditions: (a) Fmoc deprotection: Piperidine, DMF, rt,
12 min (3 times); (b) Coupling reaction: Fmoc-AA-OH, HBTU, NMP, NMM, DMF, rt, 18 min (2 or 3 times); (c) Capping: Acz0,
DMEF, rt, 5 min; (d) Peptide cleavage: TFA, TIPS, water, rt, 2 h; (e) Linker conjugation: Fmoc-N-amido-PEG2-COOH, HBTU,

NMP, NMM, DMF, rt, 2 hours (2 times); (f) Cy3 conjugation

: Cy3 NHS ester, DIPEA, DMF, rt, 2 hours (2 times).
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Scheme 2: Synthesis of antagonist-based probe 11. Reagents and conditions: (a) EDC, HOBt, DIPEA, CHzCly, rt,, 2 h; (b)
1M HCl in EtOAc, CH2Cl, rt,, 4 h, 40% over two steps; (c) Cy3 NHS ester, TEA, DMF, rt., 24 h, 75%.

subsequently deprotected to give pure compound 10. It
must be noted that Boc removal by trifluoroacetic acid
(TFA) induced a complete decomposition of 9.
Alternatively, treatment of a CH2Clz solution of this

compound with gaseous HCI afforded a smooth
deprotection and 10 was recovered from the medium by
precipitation in 40% yield over two steps. Simple
decantation and washings gave high purity.
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Figure 1: Representative image of selectivity of the new fluorescent ligands on cells overexpressing or not AT: or
AT: receptors. Measurement of cell labeling with TAMRA-AngII or Cy3 derived ligands by flow cytometry on a population
of HEK 293 cells (Control), or cells overexpressing Flag-AT: receptor (AT1) or cells overexpressing GFP-AT2 receptor (AT2).
The cells were treated for 15 min at 37°C in HEPES buffer (no BSA), with 300 nM of TAMRA-Ang II (A), 300 nM of Cy3-Angll
(1) (B), 300 nM of Cy3-L-AngllI (2) (C), 100 nM of Cy3-TRV027 (5) (D), 100 nM of Cy3-L-TRV027 (6) (E) or 30nM of Cy3-L-
Losartan (11) (F) then rinsed on ice before analysis with cytometer. The percentage of fluorescently labeled cells was
determined after excitation with laser (561 nm) and the emission filter (586/15), detecting TAMRA or Cy3 fluorescence.
Representative results from 3 separate experiments. (Kaluza 2.2.1)

Finally, coupling of 10 with commercial NHS ester of Cy3
afforded the desired antagonist-based probe Cy3-L-
Losartan 11 in 75% yield and pure form (>99% see
Supporting Information, Figures S37 to S47).

Fluorescent ligands interactions with AT: and AT:
receptors

Selectivity between AT: and ATz assessed by flow cytometry

Assessing AT: versus AT: receptors selectivity of the
fluorescent probes represents one of the main objectives of
this paper, as this will determine their potential use as
tracers on different tissues and animal models
endogenously expressing these receptors. Ligand
selectivity was first measured by flow cytometry on HEK
293 cell stably overexpressing AT1 or AT: at similar levels
and on parental HEK 293 cells that do not express AT
receptors as negative control (Figure 1 and see
Supporting Information, Figure S52).

The fluorescent ligands based on ScP (3-4) did not induce
any specificlabeling on cells overexpressing AT1 or ATz (see
Supporting Information, Figure S48). For the same
concentration of TAMRA-Angll, AT: and ATz expressing
cells were fluorescently labelled to the same extent (around
50%) with almost no fluorescent background on negative
control cells (Figure 1A).

At 300 nM, the fluorescent probes of AnglI coupled to Cy3
(1-2) could bind specifically to AT: or ATz expressing cells

as compared with HEK 293 parental cells (Figure 1B, C).
There were no significant differences of binding between
the fluorescent ligands with or without the linker (Figure
1B, C). The TAMRA-Angll fluorescent ligand showed a
lower non-specific fluorescent signal than the Cy3-Angll
fluorescent ligands (1-2) on HEK 293 parental cells. Thus,
the presence of a fluorophore (Cy3 or TAMRA) with or
without a linker does not alter Angll specific binding, as
Cy3-Angll (1), Cy3-L-Ang II (2) and TAMRA-Angll could
bind to both angiotensin receptors. Interestingly, TAMRA-
Angll has been previously used for semi-quantification of
AT by fluorescence staining on muscle tissues.?! Even if the
authors included a control with losartan (loss of staining
using high concentration of losartan), this remains
questionable, as our data suggests that AT, would also
require to be saturated (with a selective agonist or
antagonist) to prevent misinterpretation.

Surprisingly, Cy3-TRV027 tracers (5-6) (without or with
linker) were selective for AT: over AT: expressing cells at
100 nM (Figure 1D, E). The presence of the linker induced
a decrease in AT: expressing cells labeling but Cy3-L-
TRVO027 (6) remained selective for AT: (Figure 1E).
TRV027 peptide was described as having nanomolar
affinity for both AT: and ATz (Ki of 12 nM and 7 nM,
respectively).1” Thus, the addition of the fluorophore seems
to modify the binding properties of this peptide in favor of
AT: while the linker seems to mitigate this effect. To our
knowledge, these are the first described selective
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Figure 2: Specific binding of new fluorescent ligands on AT1 or AT: receptors determined by flow cytometry.
Measurement of cell surface labeling of Cyanine 3 or TAMRA by flow cytometry on a population of HEK 293 cells, a population
of HEK 293 cells overexpressing Flag-AT1 receptor (A) and a population overexpressing GFP-AT2 receptor (B). The cells were
treated for 15 minutes at 37°C in HEPES buffer (0.2% BSA) with increasing concentrations of TAMRA-Ang II, Cy3-Angll (1),
Cy3-TRVO027 (5) or Cy3-L-Losartan (11) then rinsed before reading with the cytometer. The Cy3 and TAMRA median
fluorescence intensity of the cell populations were determined after excitation with the laser (561 nm) and the emission filter
(586/15), detecting TAMRA or Cy3 fluorescence. The specific binding corresponds to the total binding subtracted from the
non-specific labeling on HEK 293 parental cells of the ligand at the same concentration. Graphs shown are representative of
n = 3 separate experiments. Each data point represents mean values + SEM (Kaluza 2.2.1)

fluorescent ligands for ATz vs AT1.

Cy3-L-Losartan (11) had selectivity towards AT:
expressing cells, just like native Losartan and specific
binding could be detected at 30 nM (Figure 1F) This
selective ligand could thus be very useful to independently
and directly trace the AT: receptor, without the need to
saturate the AT receptor.

We tried to determine the affinities of the best fluorescent
ligands for their receptors by flow cytometry. For both AT:
or ATz overexpressing cells, increases in the percentage of
fluorescently-labeled cells and in the median red
fluorescence intensity of the cell population were observed
as a function of increasing ligand concentrations (see
Supporting Information, Figure S53). Specific binding of
the fluorescent ligands could be detected (Figure 2), with
Cy3-L-Losartan being the best fluorescent ligand to detect
AT1 at low concentration (1 nM Figure 2A) and in a
selective manner (Figure 2A, B) and inversely Cy3-TRV027
being a selective AT: fluorescent ligand already at low
concentration (1 nM Figure 2B as compared with Figure
24).

Determination of the Kp of Cy3-L-Losartan for AT: at the
plasma membrane by quantitative fluorescence confocal
microscopy

Since the high non-specific signal for ligand
concentrations above 100 nM did not allow its accurate
determination using flow cytometry, we chose confocal
fluorescence microscopy to determine the affinity of Cy3-L-
Losartan (11) for ATi, using HEK293 cells transiently
expressing GFP-AT1 or GFP-AT?>, as a negative control.

We measured the fluorescence intensities of GFP-tagged
receptors and of Cy3-L-Losartan directly at the cell
membrane. This allowed us to discard the non-specific
signal of the fluorescent ligand inside the cell. We applied a
method we recently established for high-throughput
analysis of the images taken at optical resolution to

generate datasets representing more than 1,000 individual
measurements of cell membrane segments per condition
(see Supporting Information, Figure S54 for
representative confocal images). Each of the fluorescence
intensities corresponded to the average density of
receptors present and ligands bound in a plasma membrane
segment of around 200 nm.38 Non-specific binding of Cy3-L-
losartan at the plasma membrane (NSB) was detected in
presence of a large excess of non-fluorescent losartan (10
uM). After quantitative analysis of the images, the total and
non-specific binding (NSB) curves of Cy3-L-Losartan at the
plasma membrane confirmed that Cy3-L-Losartan (11) did
not bind to GFP-AT: (Figure 3A). The global fits of the Cy3-
L-Losartan binding curves obtained in the case of GFP-AT1
revealed an approximative Kp of 29.7nM, the accuracy of the
fit being limited due to the high non-specific signal for
concentration above 100 nM (Figure 3B).

The large datasets obtained by the image analysis method
provided additional information as it gave access to
quantitative analysis beyond single cell resolution and
revealed signals variations along the cell membrane (both
for receptors and bound ligands) between cells and within
a cell. As previously done in the case of another GPCR,38 the
statistical analysis of this dataset was exploited to study the
specific interaction between Cy3-L-Losartan and GFP-AT:
for 18 ranges of GFP-AT1 receptor expression levels that are
up to 20 times more homogenous than the initial cell sample
(Figure 3C). The global fits of each of the binding curves
established revealed significant changes of affinity
depending on receptor expression levels, with a better
affinity of Cy3-L-Losartan for AT:1 when present at high
density (Figure 3D).

These results provide valuable insights for future
applications of Cy3-L-Losartan, which will enable the
specific study of AT1. It shows that the ligand can be used for
ligand binding assays (saturation and competition). Having
access to a fluorescently labeled antagonist has several
advantages compared to fluorescent agonists (like the
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Figure 3: Measurement of Cy3-L-Losartan (11) binding to GFP-AT1 and GFP-AT: receptors by confocal fluorescence
microscopy. Total ligand binding was performed in HEPES buffer (0.2% BSA) at 20°C for 15 min before cell fixation and
nonspecific binding (NSB) was assessed after 15 min pretreatment at 37°C with an excess of non-fluorescent losartan (10-°
M). (A) Independent measurements of total and nonspecific binding (NSB) at the membrane of HEK 293 cells transiently
overexpressing GFP-AT2 receptor showing that there is no specific binding of Cy3-L-Losartan (11). (B) Independent
measurements of total and nonspecific binding (NSB) at the membrane of HEK 293 cells transiently overexpressing GFP-AT:
receptor showing that there is specific binding of Cy3-L-Losartan (11). Error bars correspond to SEM among 3 independent
samples. Plain lines show the results of the global fit (R?=0.92) with Kp of 29.7 + 89.2nM. (C) Saturation binding curves of Cy3-
L-Losartan (11) to GFP-AT: receptor for homogenous receptor expression ranges. Error bars correspond to SEM among 3
independent samples. Plain lines correspond to the fits considering only specific binding. (D) Results of the fitted curves in C,
with Kp and Bmax for 18 ranges of GFP-AT1 receptor expression levels. A/B/C, AU: Cy3 fluorescence intensity in arbitrary units;
D, AU: GFP receptor intensity in arbitrary units and Bmax Cy3 intensity in arbitrary units. The plain lines correspond to a linear
fit showing the tendency of both Kp and Bmax. Statistical comparison of the slope confirms that the Kp is dependent on the
expression level (**** p<0.0091)

commercially available TAMRA-Angll), such as access to
information about the constitutive activity of AT1. The study
of this constitutive activity is hindered by its low intensity
and is mainly based on engineered constitutively active
mutants of AT1.3° By blocking AT1 signaling, our fluorescent
probe could help determining the mechanisms involved in
more physiologically relevant conditions. In the same idea,
our probe could help deciphering the involvement of AT1 in
the setting of myogenic tone, another situation which does
not require ligand binding to activate AT: signaling
pathways.*® One can also anticipate that this fluorescent
ligand will be compatible with assays done on membrane
fragments and on isolated receptors (detergent, stabilized
in nanodiscs, SMALPs, amphipols, etc.).#! In addition to the
affinity, information regarding NSB at the membrane and
inside the cell depending on the concentrations is very
valuable to determine optimum conditions for ex vivo
studies.

Functional responses on AT receptor: Activation of the
Gq pathway

In vitro experiments: calcium mobilization and Gq
recruitment

The intracellular calcium response induced by the
binding of increasing concentrations of the different

fluorescent ligands to cells stably overexpressing Flag-AT1
receptors were investigated (Figure 4).

The ECso of calcium responses were similar between
TAMRA-Angll and Cy3-Angll with or without linker (1-2).
These probes appeared as full agonists for AT1 with an Emax
similar to Angll, but their ECso values (around 100 nM) were
two logs higher than that of non-fluorescent Angll (Table
1). In addition, via bioluminescence resonance energy
transfer (BRET), we could decipher the direct interaction
between AT: fused on its intracellular C-terminus to the
nanoluciferase (NLuc) and the mini-Gq protein fluorescently
labeled with the Venus fluorophore*? (Figure 4). An
increase in the Angll modulated BRET signal indicating
recruitment of the mini-Gq protein after activation of AT:
was observed in a dose dependent manner (Figure 4). The
ECso of BRET signal of the Angll was of the order of the
nanomolar. Both fluorescent probes based on Angll (1-2)
also produced an increase in BRET signal illustrating the
recruitment of the mini-Gq protein (Figure 4B). A limitation
of the BRET technique using the Cy3 and TAMRA
fluorescent probes occurred at 10 pM concentration
onwards which induced an artifactual decrease in the BRET
signal. We found that this decrease was due to a direct
quenching of the fluorescence of the acceptor fluorophore
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Figure 4: Effects of the new fluorescent ligands on the G4 pathway in cells expressing AT: receptor. Calcium
responses of the cells were recorded at 25°C in HEPES buffer (no BSA). Curves of the peaks of the calcium responses as a
function of increasing concentrations of Angll and its fluorescent derivatives (1-2) (A) or TRV027 and its fluorescent
derivatives (5-6) (C) measured in HEK 293 cells stably overexpressing AT1 receptor. Effects of increasing concentrations of
the antagonists Losartan (E) or Cy3-L-Losartan (11) (F) on the calcium dose/responses of Angll. Graphs shown are
representative of n = 7 (Angll), n = 4 (Cy3-Angll), or n = 3 separate experiments. Each data point represents mean values +
SEM (KaleidaGraph 4.0). (B/D/G) Recruitment of Gq protein by the AT1 receptor measured in HEK 293 cells transiently
overexpressing AT:-NLuc and Venus-miniGq. AT1 receptor was activated by (B) Angll and its fluorescent derivatives (1-2),
(D) TRVO027 and its fluorescent derivatives (5-6) or (G) pretreated for 30 min with Cy3-L-Losartan (11) and activated by 1
uM Angll. Since the BRET signal was stable after 10 min of activation, the dose-response was performed 15 min after
activation at 37°C in HEPES buffer (0.2% BSA). Graphs shown are representative of n = 4, or n = 2 (Cy3-L-Losatran) separate
experiments. Each data point represents mean values * SEM. Fitting to Hill’s logistic equation was used (Graphpad Prism
8.0.2).

at 530 nm (here the Venus protein). Therefore, all the BRET
experiments were performed with up to 1 pM of fluorescent
peptidic ligands probes. As for the calcium responses, a
right shift of the curves of approximately two logs as
compared to the Angll was observed, suggesting an increase
in ECso consecutive to the graft of the fluorophores either
Cy3 or TAMRA on Angll. Again, the linker in Cy3-L-AnglI (2)
failed to improve the ECso of the fluorescent-based Angll.

The fitting of the curve with Hill’s equation was better for
Cy3-Angll (1) and Cy3-L-AnglI (2) with R? = 0,99 than for
TAMRA-Angll with R? = 0,97. Neither calcium response, nor
recruitment of Gq proteins were significantly affected by ScP
and ScP-based fluorescent probes 3-4 (see Supporting
Information, Figures $49).



Table 1: ECso values of the agonists and biased
agonists ligands on calcium response in HEK 293 cells
overexpressing AT receptor.

Compound ECso (M)
Angll 1.07 £ 0.20x 10-°
TAMRA-Angll 232+1x107

1.17 £ 0.18 x10°7
1.26 £ 0.26 x10°7

no response

Cy3-Angll (1)
Cy3-L-Angll (2)
TRV027
Cy3-TRV027 (5)
Cy3-L-TRV027 (6)

Not determined

Wl Wl w|lw| |l w3

Not determined

In conclusion both methods (calcium response and direct
mini-Gq activation) showed a roughly two logs shift in the
ECso probably due to a loss in affinity of the fluorescent
Angll for ATi:. This suggests that the grafting of the
fluorophores on the N-terminal extremity of Angll hinders
the interaction of the peptide within the binding pocket of
the receptor as previously observed for a number of
peptidic ligands of GPCRs.#3

TRV027 did not induce any calcium response, as expected
from an AT: agonist strictly biased towards the B-arrestin
pathway (Figure 4C). The lack of recruitment of the miniGq-
Venus protein confirmed that TRV027 does not activate the
Gq pathway when binding to AT: (Figure 4D, light blue
curve). The new fluorescent probe based on TRV027, Cy3-
TRV027 (5) did not induce any calcium response up to 1 uM.
At higher concentrations, an increase in intracellular
calcium could be observed. This increase in calcium was
ATi-dependent as a pretreatment with losartan could
prevent it (see Supporting Information, Figure S55).
Likewise, Cy3-TRV027 (5) and Cy3-L-TRV027 (6) were not
able to activate the mini-Gg-Venus protein except at the
highest tested concentrations. Taken together, these results
suggesta loss of B-arrestin bias on AT: at high concentration
when Cy3 is grafted on TRV027. A loss of bias with other
specific AT: B-arrestin-biased agonists including TRV027
has already been reported, but it was found dependent on
the density of AT1 expression: a high density of AT1 resulted
in calcium release after treatment with TRV027 or other
biased agonists.** This mechanism seems unlikely to arise
in our settings, as no Gq pathway activation was detected
with TRV027. Thus, increasing the size of biased agonist
peptides can easily change their interaction with AT:
receptor and lead to a loss of bias. Our results also indicate
that Cy3-TRV027 (5), and to a lesser extent Cy3-L-TRV027
(6), can bind to AT1 receptor, although we could not detect
their binding with flow cytometry (see above), probably
consecutive to an excessive non-specific binding of the
fluorescent probes at 1 pM.

The antagonistic potency (pAz) of Cy3-L-Losartan (11)
was investigated by calcium response curves induced by
Angll after a 30 min pretreatment with Cy3-L-Losartan (11)
at different concentrations (Figure 4F). The observed
concentration-dependent rightward shift of the AnglI curve
confirms that Cy3-L-Losartan (11) retained the
antagonistic character of the native losartan towards AT:
(Figure 4E), with a similar pA:z (Table 2). However, unlike

losartan, two distinct phases could be observed for the
antagonistic action of Cy3-L-Losartan. Indeed, losartan
induced a dose-dependent decrease in Emax concomitant to
the rightward shift of the curves whereas Cy3-L-Losartan
induced a complete abolition of the calcium response from
1 pM and above. This stronger effect of Cy3-L-Losartan
compared to losartan probably reflects a change in the
interaction between losartan and AT1 receptor after the Cy3
grafting, as it seems to turn losartan into an
unsurmountable antagonist. In addition, this probe (11)
inhibited the G-protein recruitment induced by Angll.
Indeed, a dose-dependent decrease in the Angll-modulated
BRET signal between AT:-NLuc and the mini-G¢-Venus was
observed with Cy3-L-Losartan pretreatment (Figure 4G).
This confirmed that Cy3-L-Losartan is an antagonist for AT1
on the Gq pathway.

Table 2: pA:z values of the Cy3-L-Losartan fluorescent
ligand on calcium response in HEK 293 cells
overexpressing AT receptor.

Compound PA:
Losartan 8.806
Cy3-L-Losartan (11) | 8.531

Ki (M) n
156x10° | 3
295x10° | 4

Ex vivo experiments: middle cerebral

vasoconstriction

artery

The fluorescent agonist ligands were tested ex vivo on rat
middle cerebral arteries in order to establish
vasoconstriction dose-response curves (Figure 5).

Angll induced arterial contraction with an ECso of 1.2.10-
9 M and an Emax of -10% while ScP did not produce any
arterial response (Figure 5A). As expected, TRV027, which
does not activate the Gq-pathway, did not induce arterial
contraction either in our assay. TAMRA-Angll produced a
vasoconstriction similar to that of Angll in terms of Emax and
ECso. However, as for the mini-Gq recruitment, the shape of
the curve did not fit well to Hill's equation (r? = 0.5249) and
shows a biphasic response (Figure 5B). As this effect is
blunted by losartan (Figure 5C), this suggests that this
biphasic response is directly related to the impact of
TAMRA-Angll on AT: receptor. One explanation could be
related to a lack of stability of TAMRA-AnglI at 37°C. Partial
cleavage of TAMRA-Angll at 37°C and the subsequent
release of Angll, which is active at lower concentration,
could resultin a biphasic response, due to the integration of
both Angll and TAMRA-Angll stimulation, and explain the
resulting curve. This could not be observed for calcium
response as the lower temperature used for these settings
(25°C) might prevent or slow down the degradation of
TAMRA-Angll. The Cy3-derived ligands based on Angl],
Cy3-Angll and Cy3-L-Angll (1-2), induced a very different
arterial response: a right shit of the contraction dose-
response curves started to be detected but with a stronger
maximal contraction than Angll at 1 pM (Figure 5B). Such
a strong arterial contraction was observed at 1 uM for all
peptidic fluorescent probes carrying Cy3, including Cy3-
TRV027 (5) and Cy3-L-TRV027 (6) (Figure 5D and see
Supporting Information, Figure S51). This contraction
induced by TRV027-derived peptidic probes could be the
direct consequence of the loss of bias observed at the
cellular level. However, this seems unlikely since i) similar
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Figure 5: Measurements of the contractile responses of isolated and perfused rat middle cerebral arteries to the
new fluorescent ligands with or without AT: antagonist pretreatment. The concentration-response curves of the non-
fluorescent Angll, TRV027 and ScP peptides (A), Angll_fluorescent derivatives (1-2) (B/C), TRV027 fluorescent derivatives
(5-6) (D/E) were obtained at 37°C after exposure (30 min) to physiological saline solution (no BSA) (A/B/D) or to losartan
(10-5M) (C/E). Changes in internal diameter (%) are expressed as mean + SEM. The graphs shown are representative of a
minimum of n = 6 separate experiments. Fitting to Hill's equation was used (Graphpad Prism 8.0.2). Measurements of
contractile responses of isolated and perfused rat middle cerebral arteries to different ligands at 10-8 M. The AnglI fluorescent
derivatives (1-2) are compared to Angll (F) and Angll and the Cyanine 3 fluorescent peptides are compared to each other (G).
Changes in internal diameter (%) are expressed as mean = SEM. (F) A one-way Anova and (G) a two-way Anova (nature of

the peptide, presence of the fluorophore) are used to calculate the P values, *P < 0.05 (Tukey post-hoc test) (Graphpad Prism
8.0.2)
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Figure 6: Effects of the new fluorescent ligands on the B-arrestin pathway in cells overexpressing AT: receptor.
Protein recruitment by AT: is measured in HEK 293 cells transiently overexpressing AT:-NLuc and YPET-ARRB1 (A/C) or
YPET-ARRB2 (B/D). AT: receptors were activated for 15 min at 37°C in HEPES buffer (0.2% BSA) by AnglI or its fluorescent
derivatives (1-2) (A/B), TRV027 or its fluorescent derivatives (5-6) (C/D) or were pretreated for 30 min with Cy3-L-Losartan
(11) and activated or not by 1 uM AnglI (E). Graphs shown are representative of n = 4 or n = 2 (Cy3-L-Losartan, 11) separate
experiments. Each data point represents mean values + SEM. Fitting to Hill’s logistic equation was used (Graphpad Prism

8.0.2).

amplitudes of contraction were observed on arteries
pretreated with an excess of losartan (10-5 M) (Figure 5C,
E) and ii) even ScP coupled to Cy3 (3-4) produced this effect
(see Supporting Information, Figure S51) while it had no
impact on calcium response nor on Gq recruitment.

Therefore, the use of our fluorescent ligands on cerebral
arteries seems limited to concentration lower than 1uM to
avoid this AT1-independent effect of the Cy3 fluorophore. At
10 nM, Angll and the three fluorescent-Angll derived
ligands (1-2Z and TAMRA-Angll) produced a similar
contractile response (Figure 5F), which was significantly
different from the strict B-arrestins biased agonist of ATj,
TRVO027 and its Cy3-derived ligands (5-6) (Figure 5G). No
ECso could be established due to the limitation in the
concentrations of fluorescent ligands and the impossibility
to reach a plateau.

Functional responses on AT1 receptor: Activation of the
p-arrestin pathway

[B-arrestin 1 and B-arrestin 2 recruitment

The recruitment of the p-arrestins following AT:
activation was assessed by BRET between AT: fused on its

intracellular C-terminus to the nanoluciferase NLuc and the
YPET-labeled [-arrestinl or [-arrestin2. First, Angll
induced an increase in the BRET signal in a concentration
dependent manner, indicating the recruitment of (-
arrestins 1 or 2 after AT: activation (Figure 6A, B, blue
curve) whereas ScP and its fluorescent derivatives (3-4)
had no impact (see Supporting Information, Figure S50).
The recruitment of -arrestin 2 gave a higher agonist-
modulated BRET signal than for B-arrestin 1, consistent
with previous reports.*> The fluorescent probes based on
Angll (1-2) also induced the recruitment of B-arrestin 1
(Figure 6A) and [-arrestin 2 (Figure 6B). Again, a
rightward shift of the dose-response curves could be
observed versus Angll, illustrating an increase in ECso and
probably a loss in affinity for the fluorescent ligands.
Interestingly, the Emax was also lowered suggesting that the
fluorescent probes are partial agonist for the recruitment of
[B-arrestins.

As expected for a strict B-arrestin biased agonist of ATj,
TRVO027 induced the recruitment of both types of (-
arrestins in a dose-dependent manner (Figure 6C, D, light
blue curve). The shift to the right versus Angll illustrates a
lower affinity for AT: receptor and the maximal response
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Figure 7: Effects of the new fluorescent ligands on AT: internalization in cells overexpressing AT1 receptor. AT:
internalization is measured in HEK 293 cells transiently overexpressing Venus-MP. AT1 receptors were activated 15 min at
37°C in HEPES buffer (0.2% BSA) by Angll or its fluorescent derivatives (1-2) (A), TRV027 or its fluorescent derivatives (5-
6) (B) or were pretreated for 30 min with Cy3-L-Losartan (11) and activated or not by 1 uM Ang II (C). Graphs shown are
representative of n =4 or n = 2 (Cy3-L-Losartan) separate experiments. Each data point represents mean values + SEM. Fitting

to Hill’s logistic equation was used (Graphpad Prism 8.0.2).

induced by TRV027 is weaker than for Angll. These lower
affinity and Emax for 3-arrestin recruitment has already been
reported for TRV027 as compared to Angll.4#* With Cy3-
TRV027 (5) the recruitment of B-arrestins started to occur
only at the highest concentrations (Figure 6C, D). The
presence of the linker (6) abolished the [-arrestin
recruitment. Thus, as for fluorescent-Angll derivatives, a
loss of potency and efficacy was observed when
fluorophore was added to TRV027, which was consistent
with our previous findings.

Cy3-L-Losartan (11) retained its AT: antagonistic
properties on 3-arrestin recruitment since a decrease in the
Angll modulated BRET signal of (-arrestin 2 recruitment
following a 1 pM AngllI stimulation could be observed as a
function of increasing concentrations of Cy3-L-Losartan
used to pretreat the cells (Figure 6E).

ATi internalization following activation

We also studied the activation of the (-arrestin pathway
of AT1 receptor by following AT1 internalization consecutive
to its activation by the fluorescent ligands by BRET where
the localization of the ATi-NLuc receptor at the plasma
membrane is detected by a collision BRET signal with a
fluorescent tracer, PM-Venus, expressed in excess to cover
the entire inner leaflet of the plasma membrane#246. Upon
internalization of the activated receptor, the initial high
BRET signal diminishes due to the increase in the distance
between the PM-Venus that remains at the plasma
membrane and the receptor that enters in the endocytic
pathway (Figure 7).

A decrease in the BRET signal was thus observed when
AT1 was activated by Angll, until a plateau was reached
from 10 nM onwards (Figure 7A, blue curve). ScP and its
fluorescent derivatives (3-4) had no impact on AT:
internalization (see Supporting Information, Figure
$50). When AT1 was activated by fluorescent-Angll ligands
(1-2), a similar decrease in BRET signal was observed with
a right shift of the dose-response curves of approximately
two logs for AT internalization, as observed for the direct
BRET measurements of $-arrestins recruitment.

When TRV027 was applied, the internalization of AT:
occurred with a lower potency than for Angll (Figure 7B).
When Cy3 was grafted on TRV027 (5-6), AT1 internalization
could be detected only for the highest concentration of 1
uM. The already mentioned limitation of the BRET
technique (quenching) did not allow to study higher
concentrations of fluorescent ligands and thus precluded to
reach a plateau and to conclude on the maximum
internalization induced by the fluorescent ligands with this
test. However, the recruitment of B-arrestins and the
internalization of AT: were confirmed for both fluorescent
derivatives of Angll and TRV027.

Regarding the impact of Cy3-L-Losartan (11) on
internalization of the receptor: an effect of Cy3-L-Losartan
alone was observed in absence of Angll. The BRET signal of
ATi localization to the plasma membrane was increasing
with increasing concentrations of Cy3-L-Losartan used to
pretreat the cells (Figure 7C). This increase in the BRET
signal without activation of the receptors by Angll could be
consecutive to a pharmacological chaperone effect of
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Figure 8: Epifluorescence microscopy images representative of the new fluorescent ligands binding to GFP-AT: or
GFP-AT: receptors. Epifluorescence microscopy images of fixed HEK 293 cells overexpressing GFP-AT: or GFP-AT: before
(control) or after a 30 min activation at 37°C in HEPES buffer (0.1% BSA) with either AnglI (30 nM), AnglI-derived fluorescent
ligands (1-2) (300 nM), TRV027 (100 nM) or TRV027-derived fluorescent ligands (5-6) (100 nM). Green channel measured
GFP and red channel measured Cy3 or TAMRA. Representative images from 3 separate experiments. White arrow: endosomal
vesicles. Scale bar in images: 10 pm.
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Figure 9: Epifluorescence microscopy images representative of the antagonist fluorescent ligands binding to GFP-
AT1 or GFP-AT: receptors. Epifluorescence microscopy images of HEK293 cells overexpressing GFP-AT1 or GFP-AT: fixed
after 30 min at 37°C in HEPES buffer (0.1% BSA) of treatment with Cy3-L-Losartan (11) (20 nM). Green channel measured
GFP and red channel measured Cy3. Representative images from 3 separate experiments. Scale bar in images: 10 pm.

Cy3-L-Losartan as observed for other antagonists on others
GPCRs.*7 This effect would help the folding of AT1 receptor
thus potentiating its delivery to the cell surface hence
increasing the BRET signal. This effect reached a plateau at
10 nM of Cy3-L-Losartan (Figure 7C, black curve). A higher
increase in BRET signal was found when cells pretreated
with Cy3-L-Losatran were activated by 1 uM Angll (Figure
7C, green curve). Indeed, in these conditions, no plateau
could be reached, as the BRET signal continued to raise
above 100 nM of Cy3-L-Losartan. The specific effect on the
inhibition of internalization (Figure 7C, dashed curve) was
calculated by subtracting the chaperone effect: it showed
that Cy3-L-Losartan can dose-dependently inhibit the
Angll-induced AT: internalization. These results illustrate
that, in addition to an antagonist potency similar to losartan
on the Gq pathway, Cy3-L-Losartan is also an antagonist on
the B-arrestin pathway.

Evaluation of the new fluorescent ligands as tracers of
AT: and ATz receptors by epifluorescence microscopy

To assess the potential of our ligands to trace AT1 and/or
AT2 receptors, we performed epifluorescence microscopy
experiments on the stable HEK 293 cell lines
overexpressing either GFP-AT: or GFP-AT: fixed before or
after 30 minutes stimulation at 37°C with the different
ligands.

AT:1 and AT: receptors detected by direct EGFP
fluorescence were localized at the plasma membrane in the
absence of activation, with an intracellular signal probably
due to receptors trafficking to the cell surface through the
exocytic pathway (Figure 8). 30 min after activation by 30
nM Angll, AT: was found in endocytic vesicles in the
cytoplasm while AT, remained at the plasma membrane.
This is supported by the literature, as activated AT: has
been reported not to internalize.’® Similar results were
obtained with the fluorescent probes based on Angll (1-2)
at a concentration of 300 nM. Colocalization of the green
fluorescence of GFP-AT:1 or GFP-AT: with the red
fluorescence of Cy3 or TAMRA could be detected in
endosomes for AT: (Figure 8, white arrows) and at the
plasma membrane for AT2. The TAMRA-Angll displayed less
background signal than the Cy3-derived Angll probes (1-2),
thus confirming our flow cytometry data. This could be
related to a higher nonspecific binding of Cy3 compared to

TAMRA. The signal intensity at the plasma membrane of
Cy3-ligands was higher than that of TAMRA-Angll on AT>
expressing cells. As evoked above, this could be related to a
lower stability of TAMRA-Angll versus Cy3-ligands at 37°C.
As ATz does not internalize, the ligands were more exposed
to extracellular enzymes and TAMRA-Angll could be
degraded faster, leading to a loss of fluorescence. Inversely,
the intensity of Cy3 was lower than TAMRA in endosomes
on AT: expressing cells. TAMRA could also, in some
experiments, be detected in endocytic vesicles with no
colocalized GFP-AT1. Again, if TAMRA-Angll is degraded at
37°C, some TAMRA fluorophores could follow a distinct
endocytic route than GFP-AT1. These results could also be
due to different fluorescence properties of the fluorophores
Cy3 and TAMRA depending on the chemical environment of
the different extracellular and intracellular compartments,
although the cells were fixed before image acquisition.
Thus, the fluorescent derivatives with Cy3 (1-2) seem
better for tracing plasma membrane localized receptors.

ATi receptor was found in endocytic vesicles after its
activation by 100 nM of TRV027 while AT remained at the
cell membrane (Figure 8). The addition of Cy3 without the
linker to TRV027 (5) did not modify the impact of TRV027
on ATz receptor, with a colocalization of the ligand with the
receptor at the plasma membrane and a Cy3 signal intensity
equivalent to the Cy3-Angll-derived fluorescent ligands (1-
2). The colocalization of Cy3-TRV027 (5) ligand with AT:
coupled to GFP was scarce in agreement with the selectivity
of Cy3-TRV027 for ATz receptor: AT: receptor was localized
at the plasma membrane and intracellularly while traces of
Cy3-TRVO027 ligand were detectable intracellularly. With
the presence of the linker, no colocalization of Cy3-L-
TRV027 (6) (100 nM) with AT: or AT: receptors could be
found. Together with the decrease in ATz receptor labeling
observed in flow cytometry, this suggested that only the
Cy3-TRV027 will be a good tracer for AT receptor (Figure
1E and see Supporting Information, Figure S52).

Cy3-L-Losartan (11) was found selectively colocalized
with GFP-AT: at the plasma membrane (Figure 8).
Interestingly, it also colocalized with the receptors inside
the cell. This suggests that Cy3-L-Losartan can cross the
plasma membrane probably by passive diffusion. This
supports the internalization assay based on BRET (Figure
7C), where the Cy3-L-Losartan (11) seemed to display a
pharmacological chaperone activity on AT1, increasing the



plasma membrane localization of the receptors. Cy3-L-
Losartan did not stain GFP-AT: overexpressing cells
(Figure 9). This further confirmed all our results. Thus,
given its high selectivity and high potency, Cy3-L-Losartan
(11) appears as a promising tracer for AT1 receptor.

CONCLUSION

In the present study, we designed, synthetized and
characterized five original fluorescent ligands targeting AT1
and AT: receptors. These ligands were compared to a
commercially available ligand whose pharmacological
characterization was lacunar. All the effects of these
fluorescent ligands have been summarized in Table 3.

The agonist ligands TAMRA-Angll, Cy3-Angll (1) and
Cy3-linker-Angll (2) retain the specificity of Angll for both
ATi1 and AT2 receptors and induce the same signaling on
AT1, namely 1) the Gq protein pathway, allowing the release
of intracellular calcium and ultimately arterial contraction,
and 2) the f-arrestin pathway allowing receptor
internalization. Despite a higher ECso of the order of 100 nM,
these agonist ligands can be used to trace AT: and AT:
receptors in cells overexpressing them. Further studies will
have to address this loss of affinities to generate AT1 probes
for its canonical active conformation. Modifying the linker
used between the peptide and the fluorophore using
different size and/or design could reduce the impact of the
fluorophore on the interaction with the receptor. In
addition, the design and synthesis used to produce our
ligands can be applied to other more brilliant fluorophores
that could help improving their efficiency and avoid
quenching and artefactual responses.*8-50 Considering their
limitations, these newly developed and characterized
fluorescent agonists can be applied in a series of
fluorescence-based techniques to study Angll receptors
signaling and localization. These ligands could be used to
study the impact of the B-arrestin pathway of ATj, in vitro
but also ex vivo. As they induce functional responses and
signaling similar to the native peptides, their use to
decipher cerebrovascular pathophysiological models could
also be considered.

The first selective fluorescent ligand for ATz vs AT: has
been identified: Cy3-TRV027 (5). Up to 100 nM this ligand
binds selectively to ATz compared to AT1and is a powerful
tracer for AT2. Its function on AT: remains to be explored, as
the function of the initial TRV027 itself. This tracer of AT:
has also potential for investigating AT2/AT: heterodimer
functions.5! From 1 pM, the Cy3-TRV027 (5) ligand starts to
show both weak Gq and weak (-arrestin activity on ATi.
Thus, the Cy3-TR027 (5) ligand appears to have lost its
strictly [B-arrestin bias on AT:i receptor. Further
development will have to address this loss of bias and the
loss in affinities to generate AT1 probes selective for its
alternative active conformation leading to a strict $-arrestin
activation. First, the structure of the peptide can be
optimized to maintain or improve its original interactions
with the alternative active conformation of AT receptors.
This would require extensive docking studies.

Finally, we also designed and synthesized the first AT:-
selective fluorescent ligand vs. AT, the antagonist Cy3-L-
Losartan (11). In addition to its selective binding to AT
receptor, with a low Kp (around 30 nM), this ligand retains

the character of an AT: antagonist and appears as a
promising selective tracer for AT: in vitro. Its
pharmacological characteristics enable to consider its use
as a specific tracer for AT1 ex vivo and in vivo.

EXPERIMENTAL SECTION
Chemistry: Materials and Methods.

Chemicals and solvents of analytical and HPLC grade were
purchased from commercial suppliers and used without
further purification. Cy3 NHS ester was purchased from
Lumiprobe. All reactions involving cyanine3 compounds
were performed in the dark. For antagonist-based probe
synthesis, all reactions were performed under argon
atmosphere. Reaction completion was checked by TLC
using 60 F254 (Merck) plates and were revealed with UV
light (254 nm). Flash column chromatography were
achieved on a Grace Reveleris® equipped with 40 pm silica
or C18-grafted silica cartridges. For the agonist and biased
agonist peptides and peptide-based probes synthesis, an
automated ResPepXL peptide synthesizer (Intavis AG,
Bioanalytical Instruments), operated with a Multiple-
Parallel Peptide Synthesis Program, was used. Purifications
were performed on a Shimadzu LC-20A prominence HPLC
system (LC-20AT pumps, CTO-20A column oven, SPD-M20A
PDA detector) using preparative RP-C18 columns
[Nucleosil (5 pm, 21 x 250 mm, Macherey-Nagel) for
peptides, and Pursuit (5 pm, 21 x 150 mm, Agilent) for
peptide-based probes]. The UV detection was performed at
280 nm. Purities were analyzed by LC-MS using similar
HPLC system (LC-20AB pumps, CTO-20AC column oven,
SPD-M20A PDA detector) coupled to a single quadrupole
mass spectrometer (LCMS-2020) detector, with analytical
RP-C18 columns [Nucleosil (5 pm, 4.6 x 250 mm, Macherey-
Nagel) for peptides, and Pursuit (5 pm, 4.6 x 150 mm,
Agilent) for peptide-based probes]. 1D and 2D (H, 13C, COSY
and TOCSY) NMR spectra were recorded on a Brucker
Advance I11400 MHz spectrophotometer in DMSO-ds at 298
K. 'H NMR spectra were recorded at 400.13 MHz, and 13C
NMR were recorded at 101.62 MHz. Chemical shifts (6)
were recorded in parts per million (ppm) with reference to
residual peak of DMSO (6 = 2.50 ppm),5? and coupling
constants (/) were recorded in Hz. The following
abbreviations were used to describe the signal shape and
multiplicities: singlet (s), doublet (d), triplet (t), quadruplet
(q), broad (br), doublet of doublets (dd), doublet of triplets
(dt), triplet of doublets (td), and multiplet (m). Harom and
CHarom refer to aromatic protons and carbons, respectively,
and Cquar refers to quaternary carbons. Processing of the
NMR data was carried out using Brucker Topspin 4.1.3.
software. High-resolution mass spectra (HRMS) were
recorded on a Bruker MicrOTOFq ESI/QqTOF apparatus. All
compounds are >95% pure by HPLC analysis except when
indicated.

Peptides and fluorescent peptides synthesis

All the peptides (Angll, ScP and TRV027) and peptide-based
probes 1-6 (with or without linker) were synthesized using
the automated ResPepXL peptide synthesizer, according to
a classical Fmoc/tBu solid phase methodology at 50 pmol
scale. The side chains of aspartic acid (Asp, D), arginine
(Arg, R), tyrosine (Tyr, Y) and histidine (His, H) were
protected by Pbf, Trt, tBu or Boc groups, respectively.



Table 3: Summary of the pharmacological characterization of the fluorescent derivatives on AT: / ATz receptors

Fluorescent

Pharmacological properties

. : Conclusion
Ligands Selectivity AT calcium AT1 Gq recruitment vaf():c‘gr‘i‘s)tl:‘/[igﬁon AT, B-arrestins Expression and localization
AT1/AT: response (ECso) (ECs0) (ECs0) recruitment (ECso) of AT1 or ATz
Full agonist
NA Full Agonist Full Agonist Full agonist .
Angll (AT1 = AT2)? (1.07 x 109 M) (1.01 x 109 M) (1.2x10°M) B-arrestin 1 (1x 10 M) NA Full agonist on AT,
B-arrestin 2 (1.01 x 10-°M)
AT; + + + (endosomes) Tracer AT, = AT,
) _ Full Agonist Full Agonist Full agonist . . ! Agonist AT,
TAMRA-Angll AT1=AT> (2.32 x 107 M) (1.22 x 10 M) (~1.13 x 10M) Partial Agonist ATz + + (PM)
(BRET artefact >1 pM)
Tracer AT1 = AT:
Cy3-Angll ATL 2 AT Full Agonist Full Agonist i AT pastial Asonist AT} + + (endosomes) Agonist AT
€3 1=t (1.17x107M) (1.14x107M) penden’ 8 AT PM BRET artefact >1 uM
Vasoconstriction 2+++(PM) ( artefact >1 uM)
(ex vivo artefact >0.1 uM)
Cy3-L-Angll AT, = AT Full Agonist Full Agonist <é20errlllge?1'{1 Partial Aconist AT: + + (endosomes) Tracer AT1 = AT,
(2) 1At (1.26 x 107 M) (2.59x 107M) penden® 8 AT, + + + (PM Noi ith link
Vasoconstriction 2 (PM) o improvement with linker
Partial agonist
NA AT strict B-arrestins biased
TRV027 (AT: = ATV No response No response No response B-arrestin 1 (9.19 x 10-¢M) NA partial agonist
B-arrestin 2 (9.45 x 10-8 M)
Selective tracer for AT:
Cy3-TRV027 <1 puM No response <1 uM No response <100 nM <1 uM No response >1 uM Weak agonist on AT,
5 ATz ATz + + (PM) Loss of AT:1 f arrestins biased
(5) >1 uM Weak agonist >1 uM Weak agonist No response >1 uM Weak agonist
(BRET artefact >1 pM)
(ex vivo artefact > 0.1 uM)
R <1 puM No response <100 nM
2 o0 response o response o detection o tracer
Cy31;£RV027 AT N N No detecti N
(6) >1 uM Weak agonist no response
Losartan NA Antagonist ND Antagonist ND NA Antagonist on AT
-L- Selective tracer for AT
Cy3-L-Losartan ATy Antagonist Antagonist ND Antagonist AT1 + + (PM)

(11)

Antagonist on AT

NA

: not applicable; ND: not determined; PM: plasma membrane




A Fmoc-L-Phe-Wang resin, Fmoc-L-Arg(Pbf)-Wang
resin or Fmoc-D-Ala-Wang resin was used as the starting
material and swelled in CH2Clz (3 x 10 sec). The Fmoc
groups were removed by piperidine (20 % in DMF). This
step was performed three times during 12 min. The next
amino acid was then grafted with the coupling step by
adding an excess of Fmoc-aminoacid-OH (5.5 eq), HBTU
(5 eq), NMP (0.00196 eq) and NMM (10 eq) in DMF. The
amino acid coupling step was repeated two or three times
for 18 min depending on the peptide sequence (i.e., for
Angll and Scramble peptides, only the coupling step of
Asp, Ile, Pro and Sar were repeated three times, while for
TRVO027 peptide the coupling step of each amino acid was
repeated three time). A last step of capping, using a
solution of acetic anhydride (5 % in DMF), was performed
for 5 min, to trap all functions that did not react. The
process of deprotection, coupling and capping were
repeated until the desired sequences of amino acids were
grafted on the resin. At the end of each step, all soluble
reagents on the resin and the protecting group at the N-
terminus of the peptide were removed by filtration and
washing process with CHzClz (x 3), EtOH (x 3) and DMF (x
3). Regarding the N-terminal coupling of the PEG linker,
this step was repeated two time for 2h00 using Fmoc-N-
amido-PEG2-COOH (1.2 eq) and the same reagents as
those used with amino acids (i.e.,, HBTU (3 eq), NMP (3 eq)
and NMM (9 eq) in DMF) and the final Fmoc protection
was removed using piperidine (20 % in DMF) for 20 min
then 3 times for 15 min. The N-terminal coupling of Cy3
NHS ester (1 eq) was performed using DIPEA (3 eq) in
DMF 2 times for 2 h. The various obtained resins were
dried under vacuum and then each compound was
cleaved off from the resin (together with side chains
deprotection) using a mixture of TFA/TIPS/water
(92.5/5/2.5) for 2 h. The resin was filtered and washed
with TFA and CH:Clz and the resulting filtrate was co-
evaporated with CH2Clz and dried under vacuum. The
crude compounds were precipitated in cold diethyl ether
and purified by reversed phase HPLC (RP-HPLC) (see
Supporting Information, Table $1) and lyophilized. The
purified peptides and peptide-based probes (with or
without a PEG linker) were obtained as white (ie,
compounds without Cyanine3) or pink (ie, Cy3-based
compounds) powders with a yield from 23 to 55% and an
LC-MS purity of >95%, except 2 (94%), 3 (92%) and 6
(93%) (see Supporting Information, Table S1). Each
compound was characterized by NMR ('H, COSY and
TOCSY), see Supporting Information, Tables S2-S3 and
Figures S1 to S47) and positive ion electrospray high
resolution mass spectroscopy (ESI-HRMS).
Characterization data are given in Supporting
Information (Table S1).

Antagonist-based probe synthesis

2-(2-(2-(1-((2'-(2H-tetrazol-5-yl)-[1,1"-biphenyl]-4-
yl)methyl)-2-butyl-4-chloro-1H-imidazole-5-carboxami-

do)ethoxy)ethoxy)ethan-1-aminium  (10). Coupling
reaction: To a solution of 73¢ (450 mg, 1.03 mmol) in 20
CH:Cl2 was added 837 (256 mg, 1.03 mmol), EDC (217 mg,
1.13 mmol), HOBt (153 mg, 1.13 mmol) and DIPEA (197
pL, 1.13 mmol) under argon. The reaction was stirred at
room temperature for 2 hours and the solvent was
evaporated. The residue was dissolved in EtOAc (40 mL)
and washed with 5% aqueous KHCOs solution (2 x 20
mL), 5% aqueous citric acid solution (2 x 20 mL) and
distilled water (2x 20 mL). The organic phase was dried

(MgS04), and the solvent was removed under vacuum.
The residue was purified by column chromatography
(normal phase, eluent: CH2Cl2/MeOH 100/0 to 95/5, v/v)
to afford 378 mg of 9 as a white solid which was used
without further purification. Deprotection: To a stirred
solution of 9 in CHz2Clz (15 mL) was added dropwise a
solution of 1M HCI in EtOAc (8.5 mL) under argon. The
reaction was stirred at room temperature for 4 h. The
supernatant was removed from the precipitate, which
was washed twice with CHzCl: by sonication, decantation
and removal of the supernatant. The residual solvent was
removed under vacuum. The residue was dissolved in a
1/1 (v/v) mixture of EtOAc/MeOH (15 mL), and Et20 was
added until precipitation occurs. The solvent mixture was
carefully removed under vacuum to afford a colorless
solid (249 mg, 0.41 mmol, 40% yield). 'H NMR (400 MHz,
DMSO0-ds) 6 0.80 (t,J = 7.3 Hz, 3H, Bu CH3), 1.19 - 1.28 (m,
2H, Bu CH2), 1.43 - 1.50 (m, 2H, Bu CHz), 2.53 (t,/ = 7.6 Hz,
2H, Bu CHz), 2.94 (m, 2H, CH2NH3*), 3.37 (t,/ = 6.0 Hz, 2H,
NHCH:), 3.47 (t, ] = 6.0 Hz, 2H, NHCH2CHz), 3.55 (s, 4H,
OCH2CH20), 3.58 (t, ] = 5.3 Hz, 2H, CH2 CH2NH3+), 5.45 (s,
2H, NCH2), 7.01 (d, ] = 8.1 Hz, 2H, Harom), 7.06 (d, ] = 8.1 Hz,
2H, Harom), 7.50 (d, J = 7.7 Hz, 1H, Harom), 7.57 (td, ] = 7.5,
1.3 Hz, 1H, Harom), 7.64 - 7.69 (m, 2H, Harom), 7.79 (br's, 3H,
NH;3%),8.02 (t,] = 5.6 Hz, 1H, CONH). 13C NMR (100.6 MHz,
DMSO0-ds): 6 13.5 (Bu CHzs), 21.5 (Bu CHz), 25.6 (Bu CHz),
28.7 (BuCHz), 38.5 (CH2NH3+), 38.6 (CH2NH), 47.0 (NCHz2),
66.6 (CH2CH2NH3*), 68.6 (NHCH2CH2), 69.4 (OCH2CH:0),
69.6 (OCH2CH20), 121.2 (Cquat), 123.4 (Cquat), 126.5
(CHarom), 127.8 (CHarom), 127.9 (Cquat), 129.0 (CHarom),
130.5 (CHarom), 130.6 (CHarom), 131.0 (CHarom), 136.1
(Cquat), 138.5 (Cquat), 141.0 (Cquat), 149.7 (Cqua), 154.7
(Cquat), 158.9 (C=0). HRMS (ESI) for C2sH3sCINsO3 [M]*:
caled 567.2593, found 567.2599. 1D and 2D NMR spectra
are given in Supporting Information, Figures S37 to S41.
1-(1-(1-((2'-(2H-tetrazol-5-yl)-[1,1'-biphenyl]-4-

yl)methyl)-2-butyl-4-chloro-1H-imidazol-5-yl)-1,12-dioxo-
5,8-dioxa-2,11-diazaheptadecan-17-yl)-3,3-dimethyl-2-
((E)-3-((Z)-1,3,3-trimethylindolin-2-ylidene)prop-1-en-1-
yl)-3H-indol-1-ium tetrafluoroborate (11). To a solution of
10 (22 mg, 0.04 mmol) in 4 mL of DMF were added EtsN
(15 pL, 0.11 mmol) and Cy 3 NHS ester (25 mg, 0.04
mmol) under argon. The reaction mixture was protected
from the light with an aluminum foil. The solution was
stirred at room temperature for 24 hours and the solvent
was removed under vacuum. The residue was purified by
column chromatography (reversed phase, eluent:
H20/MeOH (1/1000 TFA) 7/3, v/v) to afford 11 (32 mg,
0.03 mmol, 75% yield) as a dark red solid. 'H NMR (400
MHz, DMSO-de): 6 0.79 (t, J = 7.3 Hz, 3H, Bu CHs), 1.17 -
1.28 (m, 2H, Bu CHz), 1.33 - 1.41 (m, 2H, Cy CHz), 1.41 -
1.50 (m, 2H, Bu CHz), 1.50 - 1.61 (m, 2H, Cy CH2), 1.69 (s,
12H, Cy CH3), 1,67 - 1,76 (m, 2H, Cy CH2), 2.07 (t,J = 7.2
Hz, 2H, Cy CH2), 2.51 - 2.56 (m, 2H, Bu CHz), 3.10 - 3.19 (m,
2H, CH:NH), 3.29 - 3.39 (m, 4H, CH2NH and CH:0), 3.41 -
3.52 (m, 6H, CH20CH2CH20), 3.65 (s, 3H, NCHz3), 4.09 (t,J
= 7.6 Hz, 2H, CH2N*), 5.44 (s, 2H, CH2N), 6.47 (d, ] = 13.5
Hz, 2H, 2x-CH=), 6.97 - 7.09 (m, 4H, Harom), 7.24 - 7.33 (m,
ZH, HArom), 7.39 - 747 (m, 4H, HArom), 7.49 (d,] =77 HZ,
1H, Harom), 7.56 (t,J = 7.7 Hz, 1H, Harom), 7.60 - 7.70 (m, 4H,
Harom), 7.81 (t, J = 5.7 Hz, 1H, NH), 7.98 (t, ] = 5.6 Hz, 1H,
NH), 8.34 (t,/ = 13.5 Hz, 1H, -CH=). 13C NMR (100.6 MHz,
DMSO0-ds): 6 13.5 (Bu CH3), 21.5 (Bu CHz), 24.9 (Cy CHz),
25.6 (Bu CHz), 25.7 (Cy CH2), 26.7 (Cy CHz), 27.2 (Cy CH3),
27.4 (Cy CHs), 28.7 (Bu CH2), 31.4 (Cy CHs), 35.0 (Cy
C=0CHz2), 38.4 (NHCHz), 38.7 (NHCH3), 43.7 (CH2N*), 47.0



(CH2N), 48.8 (Cy Cquat), 68.6 (CH20), 69.1 (CH20), 69.5
(CH20), 69.6 (CH:0), 102.3 (Cy CH=), 102.9 (Cy CH=),
111.4 (Cy CHarom), 111.5 (Cy cHarom), 121.1 (imidazole
Cquat), 122.4 (Cy CHarom), 122.5 (Cy CHarom), 125.1 (Cy
CHarom), 125.2 (Cy CHarom), 126.5 (losartan CHarom), 127.8
(losartan CHarom), 128.1 (imidazole Cgquat), 128.5 (Cy
CHarom), 128.6 (Cy CHarom), 129.0 (losartan CHarom), 130.5
(losartan CHarom), 130.6 (losartan CHarom), 131.1 (losartan
CHarom), 136.2 (lmldazole Cquat), 140.6 (ZC, Cy Cquat), 141.0
(Cquat), 141.9 (Cy Cquat), 142.6 (Cy Cquat), 149.7 (Cy CH=),
149.8 (losartan Cgquat), 157.8 (Cquat), 158.1 (Cquat), 158.9
(losartan C=0), 172.0 (Cy Cquat), 173.6 (Cy Cquat), 174.5 (Cy
Cquat). HRMS (ESI) for CsgH70CIN100s4 [M]*: calcd
1005.5270, found: 1005.5275. 1D and 2D NMR spectra,
along with LC-MS analysis are given in Supporting
Information, Figures S42 to S47.

Cellular pharmacology

All reagents were purchased from Sigma-Aldrich (Saint
Quentin Fallavier, France) except TAMRA-Angll from
Euogentec (Seraing, Belgium). Angll from Sigma-Aldrich
had a purity of 97% with a peptide content of 86%.
TAMRA-AngII had a purity of 95%.

Cell lines

A single cell line was used, immortalized human kidney
embryonic cells HEK 293 (ATCC Cat# CRL-1573, RRID:
CVCL_0045), but genetically modified with different
plasmids according to the different experiments.

Expression vectors available

The pcDNA3 vector encoding the human Flag-AT:
tagged receptor was a gift from department of
pharmacology (Sherbrooke university).535* The pIRES
expression vectors (Clontech) encoding the human
fluorescent receptor EGFP-AT1 or the human fluorescent
receptor EGFP-AT2 were a gift from Pr. Haiech and Pr.
Kilhoffer (University of Strasbourg) and PCBIS
(UMS3286, CNRS, University of Strasbourg).5* Briefly, the
receptors are expressed with, at their N-terminal
extremity, the fluorophore preceded by a signal peptide
for the translocation of the fusion protein through the
endoplasmic reticulum membrane.55

Other plasmids encoding proteins of interest used for
BRET experiments are: pcDNA3-YPET-ARRB2; pcDNA3-
YPET-ARRB1; pcDNA3-Venus-miniG; pcDNA3-Venus-MP
and pcDNA3-hindIII-FlagAT1Rh-Nluc.

The pcDNA3-YPET-ARRB2 vector encodes (3-arrestin 2
coupled to the fluorescent protein YPET (gift from Dr.
Morisset).5¢ The pcDNA3-YPET-ARRB1 vector encoding
[-arrestin 1 coupled to the fluorescent protein YPET was
cloned in the laboratory. The pcDNA3-Venus-miniGq
vectors encode miniGq proteins coupled to the Venus
fluorescent protein derived from YFP (yellow fluorescent
protein). These miniG are modified Ga proteins, lacking
membrane anchoring and binding sites for By subunits
and not allowing the release of GDP, thus increasing the
stability of the complex formed with the receptor.
Plasmids for miniG were kindly provided by Dr.
Lambert*? (Augusta University, USA) and are fused with
the Venus fluorophore. The pcDNA3-Venus-MP vector
encodes a fluorescent tracer of the inner face of the cell
membrane also provided by Dr. Lambert. The fluorescent
protein Venus was fused with the positively charged C-

terminal fragment of KRas4B that encodes 25 lysine-rich
amino acids RKHKEKMSKDGKKKKKKSKTKCVIM.5? The
pcDNA3-NLuc encoding the nano luciferase from
oplophorus species was a gift from Dr. Perroy. All the
vectors were controlled for their correct DNA inserts by
DNA sequencing before transfection.

cDNA Cloning

For the cloning of the pcDNA3-AT:i-NLuc plasmid used
in BRET experiments, the Takara In-fusion cloning system
was used. The oligonucleotide sequences of the primers
were determined using the Takara Bio website and
synthesized by Eurofins Genomics. The insert Flag-AT:
without a stop-codon was amplified by PCR with the
primers GCTTACCACCATGAAGACGATCATCGCCC and
TCTTCGAGTGTGAAGACCATCTCGTTCTCGTTGGACAACT
CAACCTCAAAACATGGTGC using the pcDNA3- Flag-AT1as
a bait. The recipient vector pcDNA3-NLuc was PCR
amplified with the primers
ATGGTCTTCACACTCGAAGATTTCG and
TCGTCTTCATGGTGGTAAGCTTGGGTCTCCCTATAGTGAG.
The resulting vector allows the expression of AT1 with, at
its N-terminal end, a Flag-tag (DYKDDDDK), the NLuc is
fused on the intracellular C-terminus of the receptor
preceded by a 6 amino acid linker (LSNENE).

Cell culture

HEK 293 cells were cultured in a humid atmosphere in
an incubator (20% Oz, 5% CO2, 37°C) in 75 cm? flasks in
MEM medium (Minimum Essential Medium, reference
P30-3306 NGlowBiotech) supplemented with 10% of
fetal bovine serum (FBS) (reference P30-3306 PAN
Biotech), 2 mM glutamine (reference 25030-024 GIBCO)
and 1% antibiotics (penicillin at 100 units/mL and
streptomycin 100 pg/mL, reference 15140-122 GIBCO).
Cells were re-plated twice a week. HEK 293 stable clones
overexpressing either human AT: fused on its
extracellular N-terminus either with a Flag-tag or with the
fluorescent protein GFP or overexpressing AT receptor
fused on its extracellular N-terminus with the fluorescent
protein GFP were, in addition, cultured with 600 pg/mL
G418 (Invitrogen).

For stable transfection of the EGFP-AT2 receptor, the
cells were plated on 10 cm culture dishes for one day, then
transfected with 18 pg of plasmids using the calcium
phosphate precipitation method.>s Selection with
antibiotics began two days later with 600 pg/mL of G418
(Invitrogen). Isolated cell clones were collected after 3
weeks of selection.

Measurement of the selectivity of fluorescent ligands for
ATi by flow cytometry

HEK 293 cells stably expressing GFP-AT1 or GFP-AT2 or
HEK 293 cells, serving as a negative control, were
cultured in a humid atmosphere in an incubator (20% O-,
5% COz2, 37°C) in complete MEM medium for two days at
T10. Cells were then rinsed in phosphate-buffered saline
(PBS) and collected in PBS-5mM EDTA. After
centrifugation of the cells at 1000 g for 5 min, they were
resuspended in HEPES buffer (10 mM HEPES pH 7.4,
137.5 mM NacCl, 1.25 mM MgClz, 1.25 mM CaClz, 6 mM KCl,
5.6 mM glucose, 0.4 mM NaH2P0s4, 0.2% BSA).

The cells were then preincubated for 15 min at 37°C
with 6 different concentrations of the different ligands in



order to obtain a concentration-response curve. After a
first centrifugation at 2000 g at 4°C for 5 min, the
supernatant was removed and the cells were suspended
in 200 pL of HEPES buffer, then a second centrifugation
was carried out under the same conditions. The
supernatant was removed again, the cells were
resuspended in 750 pL of PBS-EDTA and kept on ice until
cytometer analysis. In order to separate any cell
aggregates, the cell suspension was filtered (80 um NITEX
cloth, reference 074008 Dutscher) before being analyzed.
GFP fluorescence and Cy3 or TAMRA fluorescence were
detected by analysis of 10,000 cells per sample on a
Celesta Sorp cytometer including 4 lasers for fluorescence
(BD, Biosciences, San Diego, CA, USA).

Confocal microscopy and Kp determination

Classical methods based on overall fluorescence
measurements, such as measuring the total fluorescence
intensity of a cell (in flow cytometry), of an image (in
microscopy) or measuring the total fluorescence intensity
of a well for microplate studies, provide an average
reading of the fluorescence signal. We decided to exploit
a new method that we developed based on the analysis of
confocal images of fluorescent ligand binding to their
plasma membrane receptors to investigate the Kp of our
new Cy3-L-Losartan tracer. Here, this method allows the
acquisition of signals from only the membrane segment
covered by pixel-wide individual line profiles. This
method is currently being published (Ma. et al, in
progress).3® The new technique enables to determine the
fluorescence intensity at the plasma membrane
automatically at a number of distinct locations in each
cell.5859 Quantitative analysis of the raw confocal
microscopy images allows accurate estimation of the
fluorescent signals originating from the plasma
membrane in the confocal volume. In cells that express a
fluorescent receptor at the membrane, this allows us to
study the density of receptors. Using this new technique,
we measured the fluorescence intensity of Cy3-L-
Losartan and GFP-AT: directly at the cell membrane.

HEK 293 cells were seeded at 50,000 cells/well for 24
hours in DMEM medium (DMEM/F-12(1:1)1X +
GlutaMAX, reference 31331-028 Gibco) supplemented
with 10% FCS and 1% antibiotics (penicillin and
streptomycin) in 8-well coverslips of ibidi pre-coated
with poly-L-lysine (0.01%; CAS 25988-63-0, Sigma).
Transient transfection of cells was carried out the next
day.

The quantity of plasmid used per well for transfection
was 2 pg GFP-AT1/6 pL Lipofectamine or 2 ug GFP-AT2/4
uL Lipofectamine. This quantity was diluted in 200 pL of
OptiMem medium then Lipofectamine 2000 (reference
11668-027 Invitrogen) was added. After homogenization,
the mixture was incubated for 15 min at room
temperature. Finally, 200 pL of the mixture (plasmids +
Lipofectamine) were added per ibidi well where the
medium had previously been eliminated. The plate was
incubated again for 24 hours at 37°C, 5% COx.

24 hours after transfection, the cells were incubated for
15 min at 20°C with different concentrations of the
ligands of interest (0.1 nM to 100 nM) in HEPES buffer
(0.2% BSA). The antagonists used in excess (Losartan or
PD123319 at 10->M) were pre-incubated at 37°C with the
cells for 15 min before activation by the compound tested.
After incubation, cells were rinsed with HEPES buffer

(0.2% BSA) before being fixed in PBS containing 4%
paraformaldehyde for 5 min, then rinsed twice with
HEPES buffer (0.2% BSA) and stored in PBS at 4°C until
images were acquired, at the latest the day after the
experiment.

Samples were imaged with an Olympus IX81 confocal
laser scanning microscope using a x100 1.4 NA oil
immersion objective. The samples were illuminated
simultaneously with a 480 nm laser and a 559 nm laser,
and 3 channels were acquired in parallel: emission light
at 500-545 nm for GFP; light emission at 570-670 nm for
Cy3; and transmitting light. Each sample was captured in
five different fields of view.

Cell membrane Cy3 fluorescence intensity was
measured for all images of each sample and analyzed
using the in-house developed MATLAB automatic script,
HIiTIAN and RevCell software. Succinctly, perpendicular
line scans along the cell membrane were automatically
drawn and the bound signal was extracted from the
corresponding channel via Gaussian fitting of the
intensity profile. All measurements within the same
sample were grouped into a single point describing that
sample.

Data were fitted in Graphpad Prism 10 using a “One Site
- Full and Non-Specific Binding” model in a common fit:
full binding on cells overexpressing receptors then non-
specific binding with excess antagonist receptors. The
curves obtained for the different expression ranges were
fit with a “One Site - Specific binding model” model.

Intracellular calcium release measurement

HEK 293 cells stably overexpressing Flag-AT: were
cultured at 600,000 cells/mL for two days in complete
MEM medium in a humidified atmosphere in an incubator
(20% 02, 5% COz, 37°C) in T10. They were then loaded
with 2.5 uM of Fluo-4-AM (Molecular Probes, Invitrogen,
Cergy Pontoise, France) in the presence of 2.5 mM of
probenecid (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier,
France) for one hour. Cells were then rinsed and collected
in PBS and suspended in 12 mL of HEPES buffer (no BSA).
The cells were distributed in a 96-well plate (Greiner
655090, 100 pL/well) and centrifuged for 5 min at 800
rpm. The tested compounds were serially diluted in
HEPES buffer. The antagonists used were pre-incubated
with the cells for 30 min before activation by the test
compound.

Increases in intracellular calcium caused by the
agonists, injected after 30 seconds of measurement, were
recorded using a Flexstation III microplate reader
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) with
measurement every 3 seconds for 220 seconds at 25°C, by
fluorescence emission at 520 nm (excitation at 485 nm).
Peak response amplitudes were normalized to the
baseline fluorescence level. For each concentration of the
agonist, the maximum value of the increase in calcium
concentration was determined in order to construct
concentration-response curves. The analysis software
used is KaleidaGraph 4.0.

Measurement of receptor/effector interactions by
bioluminescence (BRET)

HEK 293 cells were seeded at 500,000 cells/mL for 24
hours in 6-well plates (reference 353046, Falcon)
containing 5 mL of complete MEM medium. Transient



transfection of cells was carried out the next day. 2 hours
before transfection, the complete MEM medium was
eliminated and replaced with 3 mL of MEM medium
supplemented with 10% FCS and 2 mM glutamine. The
quantity of plasmid used per well for transfection was 3
pg of DNA in total from the different plasmids 0.1 pg Flag-
AT1-NLuc + either (0.8 ug Venus-miniG and 2.1 pg empty
plasmid pcDNA3) or (0.4 ug YPET ARRB and 2.5 pg empty
plasmid pcDNA3) or (0.5 ug Venus-MP and 2.4 pg empty
plasmid pcDNA3). This quantity was diluted in 300 pL of
MEM medium then the transfectant agent containing 120
uL of MEM medium and 9 pL of Polyethyleneimine (PEI-
Max concentration 1 mg/mL (Reference 24765-2,
Polysciences) was added to the solution. After
homogenization, the mixture was incubated for 30 min at
room temperature. Finally, 430 pL of the mixture
(plasmids + PEI-Max) were added per well. The plate was
incubated again for 24 hours at 37°C, 5% CO2.

Day one after transfection, a white 96-well plate with
an opaque white background (reference 655073, Greiner)
was pre-coated with 100 pL of rat type I collagen (60
pg/mL) for 15 min at room temperature. Excess collagen
was sucked out and the plaque dried for 10 min. In the
meantime, the transfected cells in the 6-well plate were
resuspended in 1.3 mL/well of fresh complete MEM
medium. The cells were detached by a series of gentle
suctions/discharges with the pipette then 100 pL of
transfected cells/well were added to the collagen pre-
coated 96-well plate. The cells were incubated further for
24 hours.

Day two after transfection, the cell culture medium was
replaced with 80 pL/well of HEPES buffer (0.2% BSA).
The tested compounds were serially diluted in HEPES
buffer (0.2% BSA). The antagonists used were pre-
incubated with the cells for 30 min before activation by
the test compound at 37°C. In the 96-well plate, 10 pL of
the compounds to be tested were added followed by the
NanoGlow substrate (diluted 1/80 in HEPES buffer (0.2%
BSA); Interchim, Montlucon, France) 10 min before
recording the BRET end point. The signals were acquired
in a VictorLight device (Pekin Elmer) at 37°C. For each
well, the emitted light was measured 1 sec at the donor
emission wavelength (NLuc, 435-385 nm emission filter)
followed by 1 second at the acceptor emission wavelength
(YPET or Venus, emission filter at 510-560 nm).

A “BRET ratio” corresponding to the signal in the
“acceptor channel” divided by the signal in the “donor
channel” was calculated. The “netBRET” value was then
calculated by subtracting the “BRET ratio” of the cells
expressing AT1-NLuc alone from the “BRET ratio” of the
cells expressing ATi-NLuc together with the different
BRET acceptor fluorescent proteins (for the same
activation time). Finally, agonist-modulated BRET signals
were calculated by subtracting the netBRET signal
obtained without receptor activation from the netBRET
signals obtained after activation by ligands.

A minimum of 3 independent experiments were
performed in duplicates and data were analyzed using
GraphPad Prism 8.0.2 software.

In order to determine half of the maximum effective
concentration (ECso), Emin and Emax, each individual
peptide concentration-response curve was fitted to Hill's
equation:

(Emin + Emax)

Agonist modulated BRET = Epn + 1 + 10009ECso—Tog (concentration) < Hill slope)

Subcellular localization by epifluorescence imaging

HEK 293 cells stably overexpressing the human GFP-
AT: or GFP-AT: were cultured on 12 mm diameter
coverslips pre-coated with rat type I collagen (60 pg/mL,
reference 11179179001) in 24-well plates containing
complete MEM medium. The different ligands tested were
diluted in HEPES buffer (0.1% BSA) and added to the cells
for 30 min at 37°C. After incubation, the cells on
coverslips were fixed in PBS containing 4%
paraformaldehyde for 15 min, rinsed twice with PBS and
exposed for 15 min to 50 mM NH4Cl in order to quench
the remaining paraformaldehyde fluorescence. After two
more rinses in PBS, the coverslips were glued onto slides
using a mounting agent (Mowiol, Calbiochem). Image
acquisition was carried out with a LEICA epifluorescence
microscope (LEICA DM5500B motorized microscope
with Leica CTR 6000 cold camera). Figures were created
with Image] software.

Ex vivo pharmacology
Animals

The experiments were conducted on 4- to 5-month-old
male normotensive outbred Wistar rats (HanRj:WI,
Janvier, Le Genest-Saint-Isles, France, RGD Cat#
13792727, RRID: RGD_13792727), a commonly used
physiological model. Only male rats were used to avoid
any gender parameters that could influence Angll
response.® Animals were housed in the ACBS animal
facility (agreement number C54-547-30), in a rodent-
specific pathogen-free area. Environmental variables
such as temperature, humidity, ventilation, pressure
gradient and light exposure are controlled independently
for each room. Rats ate standard rat chow (A04, Safe,
Villemoison-Epinay sur Orge, France) and drank water
(Aqua-clear®, Culligan, Nortbrook, USA) ad libitum. All
experiments were performed in accordance with the
European Community guidelines (2010/63/EU) for the
use of experimental animals in the respect of the 3Rs’
requirements for Animal Welfare. The experimental
protocols and procedures were approved by the regional
ethics committee on animal experimentation
(BisNitroVivo APAFIS referral #15598) and the out-of-
field experimental procedures were controlled by the
ACBS animal facility.

Vasoactive response

Preparation of MCA

Rats were anaesthetized with 4% isoflurane and killed
by decapitation. The brain was placed in a physiological
salt solution (PSS) (NaCl 119 mM, NaHCOs 24 mM, KC1 4.7
mM, MgS04 1.17 mM, KH2PO4 1.18 mM, CaClz 1.6 mM, and
glucose 6 mM) at 4°C. Middle cerebral arteries (MCA)
were chosen as a classical model of isolated cerebral
vessels. The first branch-free segment of the MCA
immediately proximal to the circle of Willis was dissected
out and mounted on two glass micropipettes (diameter of
125-150 pm) in a small vessel arteriography (model CH-
1-LIN-SH, Living System Instrumentation, Burlington, VT,
USA) and secured with silk thread (diameter of 20 pm, 2-
0,48 mm, 2540, Ethicon, Issy-les-Moulineaux, France).
The artery was then pressurized (intraluminal pressure
of 80 mmHg) and perfused (intraluminal flow rate of 100



puL/min) with PSS at 37°C. Arteries were placed in an
organ bath with PSS at 37°C gassed with 5% C02/95% O:
(extraluminal flow rate of 10 mL/min) for measurement
of isotonic vasoconstriction and assessment of viability.

The arteriograph was placed under an inverted
fluorescence microscope (Axio Vert A1, Zeiss) connected
to a computer by a camera (Jenoptik, Optical Systems
GmbH, D-07729 Jena) thus allowing the artery to be
observed in real time in contrast phase with the ProgRes
Capture software.

Following initial pressurization, arteries were allowed
to recover their basal myogenic tone for 60 min. Baseline
internal diameter (ID) was measured using the ProgRes
Capture software; signals were digitized and stored with
WinDataq DI 720 data acquisition software (Dataq
Instruments, Akron, OH, USA). Viability of the MCA was
then assessed with potassium chloride (KCI, 4.10-2 M)
added to the extraluminal bath. The contractile response
rapidly reached a steady state and was measured after a
5 min exposure. Perfusion with KCI was followed by a 5
min washout period to let ID returned to baseline.

To ensure the viability of the MCA throughout the
experiment, a solution of serotonin at two different
concentrations (108 M and 10¢ M) was added to the
extraluminal bath at the end of the experiment. The
contractile response was measured after a 5 min
exposure for each concentration and expressed as a
percentage of change of ID from baseline. Arteries
showing less than 20% contraction for these three
conditions (KCl and two concentrations of serotonin)
were excluded from the results as their integrity is called
into question.

Pretreatment with losartan

After KCl viability assessment, MCA were exposed for
30 min to losartan (10-> M) or PSS. This condition will
ensure that the observed variations in diameter are AT1-
dependent.

Response of different peptides

Concentration-response curves to peptides (5 min per
concentration, from 10-12 to 10-® M) were constructed.
Exposure times were carried out in the dark when the
peptides tested showed fluorescence.

The concentration-response curves for the native
peptides (Angll, TRV027, and ScP) were compared to the
concentration-response curves for the fluorescent
peptides. All these curves were compared with or without
pretreatment with losartan. The different conditions
were carried out in random order to exclude any time- or
age-dependent effects.

Statistical analyses

The ID values were measured by two different
operators blind to treatment, ensuring reliable and
objective measurements. Statistical analysis was
performed using Graphpad Prism version 8.0.2 (RRID:
SCR_002798).

Vasoactive responses of the MCA were expressed as
percentage of change in ID relative to the value measured
during pretreatment (PSS or losartan). This
normalization reduced undesirable sources of variation
such as anatomical differences in the arteries. For each
condition, the sample size was at least n = 4, except for the

MCA pretreated with losartan as the low variability in
these control groups allowed a smaller sample size and
thus avoided unnecessary deaths of animals.

In order to determine half of the maximum effective
concentration (ECso), Emin and Ema, each individual
peptide concentration-response curve was fitted to Hill's
equation:

(EmintEmax)
1+10(logECs0-log (concentration)xHill slope)

%ID change = Epn +

Differences in vasoactive responses were determined
by two statistical tests: a two-way ANOVA (nature of
peptide and presence of the fluorophore) followed by a
Tukey post hoc test (P < 0.05). With TAMRA-AnglI probe,
the difference in vasoactive response was determined by
a one-way ANOVA test (nature of peptide) followed by a
Bonferroni post-hoc test (P < 0.05).
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1. Data for peptides and peptide-based probes 1-6 (with or without linker)

Table S1: HPLC, LC-MS and HRMS data

Compounds RP-C18 Preparative HPLC (Purification)® Analytical LC-MS (Purity)® HRMS'
P Columns Gradient Elution® Yield Gradient Elution® Retention Time | Purity Calcd Obs
1) 10-100% B over 25 min o .
Angll 2) 100% B over 10 min 239, | 10-100%B over 25 min 8.3 95.3% | 523.7750 | 523.7964
. Flow rate of 0.8 mL/min
Flow rate of 7 mL/min
Nucleosil® 5-100% B over 25 min o 0-100% B over 25 min o
Scramble (Macherey-Nagel) | Flow rate of 7 mL/min >3% Flow rate of 0.8 mL/min 14.3 99.2% | 523.7750 | 523.7853
1) 5-100% B over 25 min o .
TRV027 2) 100% B over 5 min 349 | 2-100% B over 25 min 1.5 96.5% | 463.7644 | 463.7730
. Flow rate of 0.8 mL/min
Flow rate of 7 mL/min
Cy3glA)ngH 42% 11.4 95.2% | 495.6108 | 495.6203
Cy?:;)ScP 50% 11.7 92.5% | 495.6108 | 495.6189
Cy3 -3\1027 Pursuit® 1) 5-100% B over 15min | 50% | 1) 5-100% B over 15 min 11.8 96.9% | 455.6013 | 455.6175
0 1 0 3
Cy3-L-Angll (Agilent) 2) 100% B over 10 min . 2) 100% B over 10 min .
2) Flow rate of 8 mL/min 36% Flow rate of 0.8 mL/min 11.3 94.0% | 548.6407 | 548.6446
Cy3 (i) Scp 22% 11.6 95.2% | 548.6407 | 548.6583
Cy3'LEg)I{V027 25% 1.7 93.0% | 508.6311 | 508.6387

A Preparative (5 um, 21 x 250 mm) and analytical (5 pm, 4.6 x 250 mm); ® Preparative (5 um, 21 x 150 mm) and analytical (5 um, 4.6 x 150 mm); ¢ UV detection at
280 nm; 9 Mobile-phases: A (H20 + 0.1% TFA) and B (CH;CN + 0.1% TFA); ¢ Mobile-phases: A (H20/ CH3CN (95/5) + 0.1% HCO,H) and B (CH;CN + 0.1% HCO,H);
T Exact mass of the major peak [M+2H]" for peptides and [M+3H]" for 1-6.
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2. Proton chemical shifts of peptides (AnglI and ScP) and their related peptide-

based probes 1-4 (with or without linker)

Table S2: '"H NMR chemicals shifts (DMSO-ds, 400 MHz)

Angll Cy3-Angll | Cy3-L-Angll ScP Cy3-ScP | Cy3-L-ScP
(DRVYIHPF) (1) (2) (YFHPDVIR) 3) 4)
Asp NH - 8.17 8.22 8.43 8.03 7.95
oCH 4.20 4.58 4.58 4.59 441 438
BCH, 2.78/2.68 2.80/2.63 2.80/2.66 2.72/2.55 2.77/2.54 2.77/2.53
COOH 12.40 12.41 12.41 12.55 12.49 12.48
Arg NH 8.57 7.98 7.99 8.18 8.18 8.17
oCH 4.42 4.27 4.26 4.18 4.17 4.13
BCH, 1.67 1.68 1.68 1.72/1.58 1.73/1.58 1.72/1.58
yCH, 1.45 1.46 1.46 1.47 1.46 1.48
6CH, 3.09 3.06 3.06 3.09 3.09 3.08
eNH 7.62 7.55 7.54 7.67 7.66 7.67
Val NH 7.86 7.68 7.68 7.50 7.45 7.47
oCH 4.15 4.15 4.14 422 420 421
BCH 1.94 1.91 1.93 1.95 1.94 1.93
2 yCH; 0.79/0.77 0.74 0.74 0.79/0.77 0.79/0.77 0.79/0.77
Tyr NH 8.71 8.20 8.22 8.42 8.04 8.04
oCH 4.55 4.58 4.57 3.93 4.52 4.49
BCH, 2.96/2.88 2.65/2.49 2.66/2.50 2.96/2.69 2.95/2.79 2.96/2.78
2,6H 7.02 7.00 7.00 7.04 7.00 6.95
3,5H 6.61 6.60 6.61 6.68 6.65 6.60
OH 9.21 9.22 9.23 9.39 9.19 9.19
Ile NH 7.82 7.83 7.82 7.88 7.90 7.86
oCH 4.11 4.10 4.12 4.18 4.18 4.16
BCH 1.64 1.65 1.64 1.75 1.74 1.72
yCH, 1.36/1.05 1.37/1.05 1.37/1.05 1.45/1.08 1.44/1.07 1.41/1.07
yCH; 0.74 0.74 0.74 0.81 0.82 0.83
6CH; 0.75 0.74 0.74 0.83 0.84 0.85
His NH 8.31 8.17 8.22 8.68 8.48 8.45
oCH 4.76 4.60 4.58 4.83 4.83 4.82
BCH, 3.01/2.94 2.66/2.50 2.66/2.50 3.09/2.95 3.09/2.97 3.08/2.95
4H 7.26 7.25 7.26 7.37 7.36 7.36
2H 8.29 8.38 8.36 8.92 8.92 8.93
1H (NH) 14.13 14.15 14.15 14.23 14.19 14.20
Pro oCH 434 438 436 432 432 431
BCH, 2.01/1.80 2.00/1.78 2.02/1.78 2.02/1.84 2.02/1.83 2.05/1/84
yCH, 1.78 1.78 1.78 1.75 1.77 1.79
6CH, 3.65/3.49 3.67/3.52 3.66/3.52 3.51/3.46 3.49/3.43 3.51/3.42
Phe NH 8.01 8.01 8.00 8.77 8.40 8.39
oCH 4.49 4.49 4.48 4.62 4.53 4.57
BCH, 2.78/2.66 2.82/2.63 2.82/2.66 2.99/2.83 2.72/2.56 2.71/2.54
ArH 7.26-7.20 7.33-7.17 7.35-7.20 7.32-7.19 7.31-7.17 7.32-7.16
Cy3 oaCH, 2.12 2.08 2.12 2.10
BCH, 1.62-1.53 1.62-1.52 1.57-1.39 1.62-1.48
yCH, 1.48 -1.39 1.47-1.37 1.33-1.18 1.45-1.31
6CH, 1.79 1.77 1.76 1.77
eCH, 4.12 4.11 4.03 4.09
4 CH; 1.69 1.68 1.69 1.68
NCH; 3.64 3.65 3.64 3.65
1H/3H 6.48/6.46 6.49/6.46 6.49/6.46 6.49/6.46
2H 8.35 8.34 8.33 8.33
4H/4H 7.63 7.63 7.63 7.63
5H/5’H 7.28 7.28 7.30 7.30
6H/6’H 7.50-7.44 7.47-7.43 7.48-7.43 7.48-7.41
7H/TH 7.33 7.32 7.32 7.31
Linker | NH 7.85 791
oCH, 2.35 225
BCH, 3.57 3.55
YCH; 3.46 345
6CH, 3.46 3.45
eCH, 3.57 3.55
ECH, 3.18 3.29
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3. Proton chemical shifts of TRV027 peptide and their related peptide-based

probes 5-6 (with or without linker)

Table S3: 'H NMR chemicals shifts (DMSO-ds, 400 MHz)

TRV027 Cy3-TRV027 | Cy3-L-TRV027
(Sar-RVYIHPa) ) (6)
Sar oCH, 2.69 2.73 2.74
NCH; 2.89 291 2.93
Arg NH 8.62 8.11 8.09
oCH 442 4.33 4.35
BCH, 1.61/1.50 1.62/1.52 1.64/1.53
yCH; 1.42 1.45 1.46
OCH, 3.07 3.10 3.08
eNH 7.56 7.66 7.63
Val NH 7.89 7.75 7.70
oCH 4.18 4.12 4.17
BCH 1.96 1.90 1.93
2 yCH; 0.78 0.75/0.74 0.75/0.74
Tyr NH 8.01 8.01 8.02
oCH 4.51 451 451
BCH, 2.81/2.67 2.82/2.63 2.81/2.64
2,6H 7.02 7.00 7.01
3,5H 6.61 6.60 6.61
OH 9.19 9.21 9.22
Ile NH 791 7.87 7.86
Ach 4.14 4.08 4.13
BCH 1.64 1.72 1.65
yCH, 1.38/1.06 1.39/1.05 1.38/1.07
yCH; 0.78 0.78 0.77
dCH; 0.78 0.77 0.79
His NH 8.34 8.42 8.39
oCH 4.70 4.79 4.81
BCH, 3.06/2.91 3.07/2.93 3.08/2.89
4H 7.29 7.38 7.38
2H 8.72 8.93 8.93
1H (NH) 14.19 14.20 14.23
Pro oCH 4.28 432 432
BCH, 2:03/1.80 2.05/1.85 2.05/1.87
vyCH, 1.80 1.78 1.78
OCH, 3.55 3.63/3.51 3.62/3.53
Ala NH 7.92 8.19 8.19
oCH 4.22 4.25 426
BCH; 1;23 1.24 1.24
Cy3 oCH, 2.19 2.08
BCH, 1.59-1.49 1.59-1.48
vyCH, 1.47-1.29 1.44-1.31
3CH, 1.72 1.72
gCH, 4.11 4.11
4 CH; 1.68 1.69
NCH; 3.64 3.65
1H/3H 6.49/6.46 6.49/6.46
2H 8.34 8.34
4H/4’H 7.63 7.63
5H/5’H 7.30 7.28
6H/6’H 7.48-7.39 7.4787.39
TH/TH 7.33 7.31
Linker | NH 7.85
oCH, 245
BCH, 3.57
yCH, 3.35
8CH, 3.37
eCH,; 3.59
ECH, 3.16

S5



4. NMR spectra and LC-MS analysis of Angll (DRVYIHPF sequence)
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Figure S1: 'H NMR spectrum of Angll (DMSO-ds, 400 MHz)
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Figure S2: 'H-'H COSY NMR spectrum of Angll (DMSO-ds, 400 MHz)
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Figure S3: 'H-'H TOCSY NMR spectrum of Angll (DMSO-ds, 400 MHz)
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Figure S4: LC-MS analysis of Angll (see Table S1). 1) Upper part: HPLC
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5. NMR spectra and LC-MS analysis of Cy3-AnglI (1)
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Figure S6: '"H-'H COSY NMR spectrum of Cy3-Angll 1 (DMSO-ds, 400 MHz)
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Figure S7: '"H-'TH TOCSY NMR spectrum of Cy3-AngIl 1 (DMSO-ds, 400 MHz)
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6. NMR spectra and LC-MS analysis of Cy3-L-AnglII (2)
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Figure S9: '"H NMR spectrum of Cy3-L-AnglIlI 2 (DMSO-ds, 400 MHz)
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Figure S10: 'H-'H COSY NMR spectrum of Cy3-L-Angll 2 (DMSO-ds, 400 MHz)
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Figure S14: 'H-'"H COSY NMR spectrum of ScP (DMSO-ds, 400 MHz)
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Figure S15: 'H-'H TOCSY NMR spectrum of ScP (DMSO-ds, 400 MHz)
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Figure S16: LC-MS analysis of ScP (see Table S1). 1) Upper part: HPLC
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8. NMR spectra and LC-MS analysis of Cy3-ScP (3)
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Figure S19: 'H-'H TOCSY NMR spectrum of Cy3-ScP 3 (DMSO-ds, 400 MHz)
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Figure S20: LC-MS analysis of Cy3-ScP 3 (see Table S1). 1) Upper part: HPLC

chromatogram. 2) Down part: Mass spectrum of the main peak, ESI mode (LCMS-
2020 detector).
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9. NMR spectra and LC-MS analysis of Cy3-L-ScP (4)
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Figure S21: 'H NMR spectrum of Cy3-L-ScP 4 (DMSO-ds, 400 MHz)

526



- ppm

mem_

9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Figure S22: 'H-'H COSY NMR spectrum of Cy3-L-ScP 4 (DMSO-ds, 400 MHz)
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Figure S23: '"H-'H TOCSY NMR spectrum of Cy3-L-ScP 4 (DMSO-ds, 400 MHz)
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Figure S24: LC-MS analysis of Cy3-L-ScP 4 (see Table S1). 1) Upper part: HPLC
chromatogram. 2) Down part: Mass spectrum of the main peak, ESI mode (LCMS-

2020 detector).
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10. NMR spectra and LC-MS analysis of TRV027 (Sar-RVYIHPa sequence)
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Figure S25: 'H NMR spectrum of TRV027 (DMSO-ds, 400 MHz)
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Figure S26: 'H-'H COSY NMR spectrum of TRV027 (DMSO-ds, 400 MHz)
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Figure S27: 'H-'TH TOCSY NMR spectrum of TRV027 (DMSO-ds, 400 MHz)
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Figure S28: LC-MS analysis of TRV027 (see Table S1). 1) Upper part: HPLC
chromatogram. 2) Down part: Mass spectrum of the main peak, ESI mode (LCMS-
2020 detector).
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11. NMR spectra and LC-MS analysis of Cy3-TRV027 (5)
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Figure S29: 'H NMR spectrum of Cy3-TRV027 5 (DMSO
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Figure S30: 'H-'H COSY NMR spectrum of Cy3-TRV027 5 (DMSO-ds, 400 MHz)
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Figure S31: 'H-'H TOCSY NMR spectrum of Cy3-TRV027 5 (DMSO-ds, 400 MHz)
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Figure S32: LC-MS analysis of Cy3-TRV027 § (see Table S1). 1) Upper part: HPLC

chromatogram. 2) Down part: Mass spectrum of the main peak, ESI mode (LCMS-
2020 detector).
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12. NMR spectra and LC-MS analysis of Cy3-L-TRV027 (6)
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Figure S33: 'H NMR spectrum of Cy3-L-TRV027 6 (DMSO-ds,
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Figure S34: '"H-'"H COSY NMR spectrum of Cy3-L-TRV027 6 (DMSO-ds, 400 MHz)
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Figure S35: 'H-'H TOCSY NMR spectrum of Cy3-L-TRV027 6 (DMSO-ds, 400
MHz)
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Figure S36: LC-MS analysis of Cy3-L-TRV027 6 (see Table S1). 1) Upper part: HPLC

chromatogram. 2) Down part: Mass spectrum of the main peak, ESI mode (LCMS-
2020 detector).
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13. NMR spectra of antagonist-based molecule 10

| JUUUUU N JJL

T T 1
9.0 85 8.0 7.5 7.0 65 6.0 55 50 45 4.0 35 3.0 2.0 1. 0 05 ppm
L J
RG] ¢ L f T f 8
S| || [~ o - 5 -

Figure S37: 'H NMR spectrum of 10 (DMSO-ds, 400 MHz)
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Figure S38: 13C{'H! APT NMR spectrum of 10 (DMSO-ds, 100.6 MHz)
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Figure S40: 'H-3C HSQC NMR spectrum of 10 (DMSO-ds, 400 MHz)
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14. NMR spectra and LC-MS analysis of Cy3-L-Losartan (11)

LL”®
6L"
18"
cz”
£€Z°
sz°
LE"
6E"
£V°
S¥°

Ly

=N
§6°
697
50°
Lo
60°
05°
06°
FS*"
FT°
A
£e”
o
ge”
£V°
2
i
i

Ly

8%
59°
60"
A

Ei

6%°
00"
z0°
¥0°
90"
8z’
62"
og”
og-
4
Fe-
SP°
9%
%"
0s”
96"
85"
z9°
£9°
59"
L9’
18"
86"
Fe”

OO NN NNNNNNAAATAAAA A A A OO O

S e N e s 2 o=

[ e e L

-~ -

© -~

ppim

8.0

|

6.5

2.5 2.0 15 1.0 0.5 ppm

3.0

3.5

\

5.5 5.0 4.5 4.0

6.0

8.0 7.5 7.0

8.5

9.0

80c

o
]
L

Figure S42: '"H NMR spectrum of 11 (DMSO-ds, 400 MHz)
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Figure S44: 'H-'"H COSY NMR spectrum of 11 (DMSO-ds, 400 MHz)
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Figure S45: 'H-3C HSQC NMR spectrum of 11 (DMSO-ds, 400 MHz)
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Figure S46: 'H-3C HMQC NMR spectrum of 11 (DMSO-ds, 400 MHz)

547



1114-MSE-210517911BG TOF MS ES+
100 7.82 TIC

1.94e7
-
1017
I |
0 rrrJrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr T '|""||""|"' Ty [ime
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
1114-MSE-210517911 852 (7.863) Cm (852:855-(871:880+834:842)) 1: TOF MS ES+
100+ 503.2658 7.09e5
Low energie spectra
503.7673
1005.5275
1504.2661
= 1006.5303
1007.5276
504.7663
304.2985
T71.4365 1008.5287
5052675 772.4390
361.1400 774.4%66 1009.5311
365.1372 005.7689 ) 977.5250 )
o 207.0800 J l/ _ _577.1364 775.4535 N | 10105312 ”35-9934’{
T T T T e e T T o e T T T T v MIZ

100 ' 200 300 = 400 500 600 700 = 800 . 900 1000 1100
Figure S47: LC-MS analysis of 11. 1) Upper part: HPLC analysis. Analytical RP-C18
HPLC column: Hypersil gold (1.9 uM, 2.1 x 20 mm). Mobile-phase A: H,O + 0.1%
HCO,H. Mobile-phase B: CH3CN. Flow rate: 500 pL/min. Gradient: 5% B isocratic
for 2 minutes then 5% to 99% B in 10 minutes, 99% B isocratic for 1 minute, then 99%
to 5% B in 1 minute, then 5% B isocratic for 1 minute. Detection mode: Total Ionisation
Current (TIC). 2) Down part: Mass spectrum of the main peak, ESI mode. 1005.5275

[M]*, 771.4365 [M-CH,PhPh(tetrazole)]", 503.2658 [M]?".
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15. Pharmacological characterization of scramble peptide (ScP)
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Figure S48: Binding of fluorescent scramble peptide (3-4) on cells overexpressing

or not AT or AT receptors. Measurement of cell surface labeling of Cyanine 3 by flow
cytometry on a population of HEK 293 cells (A/D/G/J), a population of HEK 293 cells overexpressing
Flag-AT, receptor (B/E/H/K) and a population overexpressing GFP-AT> receptor (C/F/I/L). The cells
were treated for 15 minutes at 37°C in HEPES buffer (no BSA) with 100 nM or 300 nM of Cy3-ScP
(3) (A/B/C/D/E/F) or 100 nM or 300 nM of Cy3-L-ScP (4) (G/H/I/J/K/L) then rinsed before reading
with the cytometer. The percentage of fluorescently labeled cells was determined after excitation with
laser (561 nm) and the emission filter (586/15), detecting TAMRA or Cy3 fluorescence. (Labeled
cells in red and unlabeled ones in black). Representative results from 3 separate experiments (Kaluza
2.2.1)
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Figure S49: Effects of the scramble peptide and its fluorescent derivatives (3-4)

on the G, pathway in cells overexpressing AT receptors. Calcium responses of the cells
were recorded at 25°C in HEPES buffer (0.1% BSA). (A) Curves of the peaks of the calcium
responses as a function of increasing concentrations of Angll or scramble peptide and its fluorescent
derivatives (3-4) measured in HEK 293 cells overexpressing AT receptor. Graphs shown are
representative of n = 7 (Angll) or n = 1 (in duplicates, ScP) separate experiments. Each data point
represents mean values (KaleidaGraph 4.0). (B) Recruitment of G4 protein by the AT; measured in
HEK cells transiently overexpressing AT1-NLuc and Venus-miniGq. AT was activated by Angll or
scramble peptide and its fluorescent derivatives (3-4). Since the BRET signal was stable after 10 min
of activation, the dose-response was performed 15 min after activation at 37°C in HEPES buffer
(0.2% BSA). Graphs shown are representative of n = 4, or n = 1 (in duplicates, ScP) separate
experiments. Each data point represents mean values + SD. Fitting to Hill’s logistic equation was
used (Graphpad Prism 8.0.2).
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Figure S50: Effects of the scramble peptide and its fluorescent derivatives (3-4)
on the B-arrestin pathway and on AT, internalization in cells overexpressing AT
receptor. Protein recruitment by AT is measured in HEK 293 cells transiently overexpressing AT-
NLuc and YPET-ARRBI1 (A) or YPET-ARRB?2 (B). AT internalization was measured in HEK 293
cells transiently overexpressing Venus-MP (C). AT, receptors were activated for 15 min at 37°C in
HEPES buffer (0.2% BSA) by Angll or scramble peptide and its fluorescent derivatives (3-4). Graphs
shown are representative of n = 4 or n = 1 (ScP) separate experiments. Each data point represents
mean values + SD. Fitting to Hill’s logistic equation was used (Graphpad Prism 8.0.2).
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Figure S51: Measurements of the contractile responses of isolated and perfused
rat middle cerebral arteries to the scramble peptide and its fluorescent derivatives

(3-4) with or without AT antagonist pretreatment. The concentration-response curves of
the scramble peptide and its fluorescent derivatives (3-4) (A/B) were obtained after exposure (30 min)
to (A) physiological saline solution or to (B) Losartan (10~ M). Changes in internal diameter (%) are
expressed as mean £ SEM. The graphs shown are representative of a minimum of n = 6 separate
experiments. Fitting to Hill’s equation was used (Graphpad Prism 8.0.2). Measurements of contractile
responses of isolated and perfused rat middle cerebral arteries to different ligands at 10 M. AnglI
and the Cyanine 3 fluorescent peptides are compared to each other (C). Changes in internal diameter
(%) are expressed as mean = SEM. A two-way Anova (nature of the peptide, presence of the
fluorophore) is used to calculate the P values, *P < 0.05 (P fluorophore = 0,42 ; P peptide = 0,0002 ;
P interaction = 0,65) (Tukey post-hoc test) ( Graphpad Prism 8.0.2)
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16. Selectivity of the new fluorescent ligands at one dose and with dose response

curves by flow cytometry
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Figure S52: Selectivity at one dose of the new fluorescent ligands on cells stably

overexpressing or not AT or AT; receptors. Measurement of cell labeling of Cyanine 3 or
TAMRA by flow cytometry on a population of HEK 293 cells (A/D/G/J/M/P), a population of HEK
293 cells overexpressing Flag-AT; receptor (B/E/H/K/N/Q) and a population overexpressing GFP-
AT receptor (C/F/I/L/O/R). The cells were treated for 15 min at 37°C in HEPES buffer (no BSA)
with 300 nM of Cy3-Angll (1) (A/B/C), 300 nM of Cy3-L-Angll (2) (D/E/F), 300 nM of TAMRA-
Ang I (G/H/T), 100 nM of Cy3-TRV027 (5) (J/K/L), 100 nM of Cy3-L-TRV027 (6) (M/N/O) or 30
nM of Cy3-L-Losartan (11) (P/Q/R) then rinsed before reading with the cytometer. The percentage
of fluorescently labeled cells was determined after excitation with laser (561 nm) and the emission
filter (586/15), detecting TAMRA or Cy3 fluorescence. (Labeled cells in red and unlabeled ones in
black). Representative results from 3 separate experiments (Kaluza 2.2.1)
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Figure S53: Binding of new fluorescent ligands on cells stably overexpressing or

not AT or AT receptors. Measurement of cell labeling of Cyanine 3 or TAMRA by flow
cytometry on a population of HEK 293 cells, a population of HEK 293 cells overexpressing Flag-AT;
receptor and a population overexpressing GFP-AT> receptor. The cells were treated for 15 minutes at
37°C in HEPES buffer (0.2% BSA) with increasing concentrations of Cy3-AnglI (1) (A/B), TAMRA-
Ang II (C/D), Cy3-TRV027 (5) (E/F) or Cy3-L-Losartan (11) (G/H) then rinsed before reading with
the cytometer. The total Cy3 and TAMRA median fluorescence intensity of a given cell population
(A/C/E/G) and the percentage of fluorescently labeled cells relative to the HEK 293 negative control
cells at the same ligand concentration (B/D/F/H) were determined after excitation with laser (561 nm)
and the emission filter (586/15), detecting TAMRA or Cy3 fluorescence. Graphs shown are
representative of n = 3 separate experiments. Each data point represents mean values = SEM (Kaluza
2.2.1)

S55



17. Representative confocal images
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Figure S54: Representative images of GFP-AT1 cells analysed by HiTIAN. Cells
transiently transfected with GFP-AT; were incubated with 30 nM Cy3-L-Losartan in the absence
(Total, A-D) or presence of 10 uM losartan (Nonspecific Binding, E-G). Images showing either the
GFP-AT, channel (A,E), the Cy3-L-Losartan channel (B,F) or both (C,G). The white lines show
representative linear ROIs measured with the HITIAN software. Representative intensity profiles (—)
in the case of total (D) and nonspecific binding (H) are fitted with a gaussian profile (- - -) and the
integrated signal (gray area) is used for RevCell analysis.
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18. AT dependent calcium responses by fluorescent derivatives based on TRV027
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Figure S55: Effects of the new fluorescent ligands on the G4 pathway in cells

overexpressing AT receptor. Calcium responses of the cells were recorded at 25°C in HEPES
buffer (no BSA). Curves of the peaks of the calcium responses as a function of increasing
concentrations of fluorescent derivatives based on TRV027 (5-6) measured in HEK 293 cells
overexpressing AT receptors after pretreatment with buffer (solid curves) or losartan 10> M (dashed
curves) at 37°C for 30 min. Graph shown is representative of n = 3 separate experiments. Each data
point represents mean values + SEM (KaleidaGraph 4.0).
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Caractérisation pharmacologique et fonctionnelle de ligands traceurs du récepteur AT: de I’angiotensine II pour I’étude de

nouvelles approches thérapeutiques

Le systéme rénine-angiotensine (SRA) est un systeme hormonal impliqué dans de nombreux processus physiologiques,
tels que le contrdle de la pression artérielle et ’homéostasie vasculaire. L’ Angiotensine II (Ang II) est le principal effecteur du SRA
et se lie avec une affinité similaire a deux récepteurs : les récepteurs a I’Ang II de type 1 (AT,) et de type 2 (ATy), tous deux
appartenant a la famille des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). Dans la plupart des situations physiopathologiques,
’activation d’ATs, qui stimule la voie de signalisation G, est prédominante et délétére. Elle s’oppose aux effets bénéfiques induits
par AT,. Le développement d’agonistes AT biaisés, comme le TRV027, capables d’activer sélectivement la voie de signalisation
B-arrestine plutdt que la voie G, apparait prometteur et pourrait conduire a de nouvelles stratégies thérapeutiques par rapport aux
thérapies actuelles basées sur des antagonistes de AT; tel que le losartan.

L’objectif de 1’équipe de recherche est d’explorer cette voie potentiellement bénéfique de la B-arrestine dans un contexte
physiologique et physiopathologique cérébrovasculaire, comme lors d'un Accident Vasculaire Cérébral. L'activation de la -
arrestine peut étre surveillée en suivant l'internalisation du récepteur AT; consécutive a son activation, mais les outils nécessaires
pour suivre et tracer AT exprimé de maniére endogeéne, en particulier au niveau tissulaire, manquent notoirement de spécificité.

Les travaux expérimentaux présentés dans cette thése se concentrent sur la caractérisation pharmacologique de nouveaux
ligands fluorescents développés dans 1’optique d’étudier les voies de signalisation AT dans des modéles cérébrovasculaires. En
utilisant des modeles cellulaires HEK 293 surexprimant les récepteurs AT ou AT, fusionnés a des protéines fluorescentes ou
luminescentes, nous avons caractérisé la pharmacologie et la sélectivité de ces nouveaux ligands. L’activité agoniste sur les
récepteurs ATy est déterminée en détectant la mobilisation du calcium intracellulaire induite par I’activation de la voie de
signalisation Gq. Le recrutement des protéines G hétérotrimériques et des B-arrestines est évalué a 1’aide de tests de transfert
d’énergie par résonance bioluminescente (NanoBRET). Les cinétiques d’internalisation sont suivies par NanoBRET et par imagerie
afin de visualiser la distribution subcellulaire des ligands fluorescents et leur colocalisation avec les récepteurs cibles. Les ligands
fluorescents sont également caractérisés ex vivo sur des artéres cérébrales moyennes isolées de rat.

Des dérivés fluorescents de I’ Ang II, de TRV027 et du losartan ont été étudiés. Pour la premiere fois, un ligand fluorescent
sélectif des récepteurs AT; et un ligand fluorescent sélectif des récepteurs AT, ont été caractérisés. Les ligands fluorescents
caractérises pourront étre utilisés pour suivre les récepteurs ATy et/ou AT, et pour déterminer, par exemple, les mécanismes
impliqués dans I’abolition de I’activité vasoconstrictrice de AT suite aux traitements par des donneurs de monoxyde d’azote.

Mots clés : Angiotensine Il — agoniste biaisé — ligands fluorescents — récepteur AT, — S-nitrosation

Pharmacological and functional characterization of angiotensin Il AT:1 receptor tracer ligands for the study of new

therapeutic approaches

The renin-angiotensin system (RAS) is a hormonal system involved in many physiological processes, such as the control
of arterial pressure and vascular homeostasis. Angiotensin Il (Ang II) is the main effector of the RAS and binds with a similar
affinity to two receptors: the Ang Il type 1 (AT1) and type 2 (AT>) receptors, both belonging to the G protein-coupled receptor
(GPCR) family. In most pathophysiological situations, AT, activation, which stimulates the G signaling pathway, is predominant
and deleterious. It opposes the beneficial effects induced by AT,. The development of biased AT, agonists, such as TRV027, able
to selectively activate the B-arrestin transduction pathway rather than the G4 pathway, appears promising and could lead to new
therapeutic strategies compared to current therapies based on AT, antagonists such as losartan.

The objective of the research team is to explore this potentially beneficial B-arrestin pathway in a cerebrovascular
physiological and physiopathological context, such as in stroke. -arrestin activation can be monitored by following AT receptor
internalization consecutive to its activation, however the tools needed to track and trace endogenously expressed AT, in particular
at the tissue level, notoriously lack specificity.

The experimental work presented in this thesis focuses on the pharmacological characterization of new AT;-specific
fluorescent ligands developed with the aim of studying AT signaling pathways in cerebrovascular models. Using HEK 293 cellular
models overexpressing either AT or AT, fused to fluorescent or luminescent proteins, we have characterized the pharmacology and
selectivity of these new ligands. Agonist activity on AT receptors is determined by detecting intracellular calcium mobilization
induced by the activation of the G4 signaling pathway. Recruitment of heterotrimeric G proteins and B-arrestins is assessed using
bioluminescence resonance energy transfer (NanoBRET) assays. Internalization kinetics are followed by NanoBRET and imaging
to visualize the subcellular distribution of the fluorescent ligands and their colocalization with target receptors. The fluorescent
ligands have also been characterized ex vivo on isolated rat middle cerebral arteries.

Fluorescent derivatives of Ang Il, TRV027 and losartan were studied. For the first time, an AT: receptor-selective
fluorescent ligand and an AT, receptor-selective fluorescent ligand have been characterized. The characterized fluorescent ligands
could be used to track AT, and/or AT, receptors and to determine, for example, the mechanisms involved in the abolition of the
vasoconstrictor activity of AT, following treatments with nitric oxide donor.

Key words: Angiotensin Il — biased agonist — fluorescent ligands — AT, receptor — S-nitrosation
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