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Introduction générale  
 

Les accidents vasculaires cérébraux (AVC) constituent la deuxième cause de mortalité dans le 

monde (Murray et Lopez 1997 ; Feigin et al. 2014) et les projections prévoient jusqu'à 7,8 

millions de décès liés aux AVC en 2030 (Strong et al. 2007). Malgré cette forte prévalence, peu 

de traitements sont disponibles. La thérapeutique actuellement utilisée, la thrombolyse (par 

l’utilisatio  d’a ti ateu  tissulai e e o inant du plasminogène), présente plusieurs 

inconvénients majeurs : inadaptation en cas d’AVC h o agi ue % des as   (Thrift et al. 

2001) ;  fe t e d’ad i ist atio  est ei te da s les  heu es ui sui e t l’AVC  (Donnan et 

al. 2008) et reperfusion incomplète malgré une utilisation optimale (Dalkara et Arsava 2012).  

 

Le développement de nouvelles thérapeutiques est donc urgent et passe par une meilleure 

connaissance des mécanismes de la régulation de la circulation cérébrale afin de maintenir 

u e pe fusio  ph siologi ue et ai si li ite  les o s ue es de l’is h ie ale. Pa i 

les facteurs impliqués dans cette régulation, deux jouent un rôle prépondérant : le système 

i e a giote si e et le o o de d’azote. 

 

Le o o de d’azote, est u  puissa t asodilatateu  al, il a u  ôle eu op ote teu , 

anti-inflammatoire ou encore antiagrégant plaquettaire (Willmot et al. 2005). Il a été montré, 

dans des modèles précliniques, u’u  appo t e og e de o o de d’azote permettait de 

p ot ge  le e eau e  as d’is h ie ale (Khan et al. 2006 ; *Parent et al. 2015), 

cependant en clinique les résultats sont plus mitigés (Bath et al. 2015) (Tableau 1, étude 

ENOS). 

 

Au niveau cérébral, l’i pli ation du système rénine angiotensine dans la réponse vasomotrice 

des artérioles et artères cérébrales a été montrée par notre équipe (*Vincent et al. 2005) et 

pa  d’aut es (Wackenfors et al. 2006). L’angiotensine II se fixe aux récepteurs AT1 et AT2 qui 

induisent respectivement une vasoconstriction et une vasodilatation (*Vincent et al. 2005). 

L’is h ie ale est connue pour modifier forteme t l’e p essio  et la fo tio  des 

récepteurs AT1 et AT2 de l’a giote si e II. Ai si, ap s u  AVC, la aso o st i tio  di e pa  

AT1 augmente malgré une diminution de son expression génique (Stenman et Edvinsson 
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2004). L’utilisatio  d’a tago istes des epteu s de l’a giote si e II o t e des effets 

protecteurs dans des modèles précliniques (Nishimura et al. 2000 ; Omura-Matsuoka et al. 

2009). Cependant, o e pou  le o o de d’azote, les résultats obtenus en clinique sont 

plus conflictuels, à la fois pour la prévention primaire et secondaire (Schrader et al. 2007 ; 

Strauss et Hall 2009) mais aussi pour leur utilisation dans le traitement aigu des AVC (Schrader 

et al. 2003 ; Sandset et al. 2011). Les principales études cliniques ayant évalué l’i pa t 

d’i hi iteu s de l’e z e de o e sio  ou d’antagonistes des récepteurs AT1 dans la 

survenue des AVC sont listées ci-après (Tableau 1, p11). Les divergences observées dans ces 

études sont peut-être dues aux différents niveaux de pression atteints après le traitement 

ai si u’à la diffi ult  à discriminer les effets bénéfiques propres aux substances par rapport 

aux effets sur la pression.  
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Tableau 1 : Principaux essais li i ues a a t alu  l’i pa t d’u  i hi iteu  de l'e z e de o e sio  ou d’u  a tago iste des epteu s AT1  ou d’u  do eu  de NO dans la survenue des AVC  

Étude 
(Année) 

Nombre de 
patients 

Population Traitement PAS 
(avant/après traitement)  

Diminution du 
is ue d’AVC 

Référence 

HOPE 
(2000) 

9 297 
Patients avec antécédent de maladie 
a dio as ulai e, d’AVC ou de dia te 

Ramipril 
vs placebo 

-3 mmHg 
Oui 

(-22%) 
(Yusuf et al. 2000) 

PROGRESS 
(2001) 

6 105 
Patie ts h pe te dus ou o  a e  a t de t d’AVC 

ou d’a ide t is h i ue t a sitoi e 
Perindopril ± 

indapamide vs placebo 
-4 mmHg 

Oui 
(-28%) 

(PROGRESS Collaborative 
Group 2001) 

LIFE 
(2002) 

9 194 Hypertendus avec hypertrophie ventriculaire gauche 
Losartan 

vs atenolol 
-29 mmHg 

Oui 
(-25%) 

(Dahlöf et al. 2002) 

ANBP2 
(2003) 

6 083 Hypertendus 
Enalapril 

vs hydrochlorothiazide 
-26 mmHg Non (Wing et al. 2003) 

SCOPE 
(2003) 

4964 Hypertendus 
Candesartan 
vs traitement 

antihypertenseur 
-22 mmHg 

Oui 
(-28%) 

(Lithell et al. 2003) 

ACCESS 
(2003) 

342 Hypertendus post-AVC 
Candesartan 
vs placebo 

-50 mmHg 
Oui 

(-52%) 
(Schrader et al. 2003) 

VALUE 
(2004) 

15 245 Hypertendus 
Valsartan 

vs amlodipine 
-16 mmHg Non (Julius et al. 2004) 

PRoFESS 
(2008) 

20 332 Patients post-AVC 
Telmisartan 
vs placebo 

-5 mmHg Non (Yusuf et al. 2008a) 

TRANSCEND 
(2008) 

5 926 
Patients intolérants aux IEC présentant une maladie 

cardiovasculaire ou un diabète avancé 
Telmisartan 
vs placebo 

-4 mmHg 

( PAM) 
Non (Yusuf et al. 2008b) 

SCAST 
(2011) 

2029 Hypertendus post-AVC 
Candesartan  
vs placebo 

-5 mmHg Non (Sandset et al. 2011) 

       

Étude 
(Année) 

Nombre de 
patients 

Population Traitement PAS 
(avant/après traitement)  

Protection 
post-AVC 

Référence 

ENOS 
(2014) 

4011 Hypertendus post-AVC 
Trinitrine ± traitement 

antihypertenseur  
-7 mmHg Non (Bath et al. 2015) 

 

(ACCESS : Acute Candesartan Cilexetil Therapy in Stroke Survivors ; ANBP2 : Second Australian National Blood Pressure Study ; ENOS : Efficacy of Nitric Oxide in Stroke ; LIFE : Losartan Intervention For Endpoint 
Reduction in Hypertension ; HOPE : Heart Outcomes Prevention Evaluation ; MOSES : Morbidity and Mortality After Stroke, Eprosartan Compared With Nitrendipine for Secondary Prevention ; PAM : pression 
artérielle moyenne ; PAS : pression artérielle systolique ; PRoFESS : Prevention Regimen For Effectively avoiding Second Strokes ; PROGRESS : Perindopril Protection Against Recurrent Stroke Study ; SCAST : 
Scandinavian Candesartan Acute Stroke Trial ; SCOPE : Study on Cognition and Prognosis in the Elderly ; VALUE : Valsartan Antihypertensive Long-Term Use Evaluation ; TRANSCEND : Telmisartan Randomized 
Assessment Study in ACE Intolerant Subjects with Cardiovascular Disease) 
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La premi e pa tie de e a us it est o sa e à l’ tat de l’a t. Nous e ie d o s da s u  

p e ie  te ps su  le o o de d’azote, sa s th se et ses voies de signalisation. Nous 

présenterons également les différents donneurs de NO disponibles sur le marché en rappelant 

leurs avantages et inconvénients. Nous verrons ensuite les donneurs de NO en cours de 

développement, e  p se ta t l’ aluatio  in vivo et in silico d’u e ou elle ol ule (Article 

1). Puis, nous nous intéresserons au système rénine angiotensine, en faisant quelques rappels 

historiques sur sa découverte. Une partie présentera les récepteurs AT1 et AT2 de 

l’a giote si e II, e  s’atta da t su  leu s st u tu es, o fo atio s et oies de sig alisatio . 

Enfin nous verrons l’i te a tio  e t e le s st e i e a giote si e et le o o de d’azote 

via un mécanisme de régulation des epteu s de l’a giote si e II, la S-nitrosation. Nous 

présenterons son intérêt au niveau cérébrovasculaire. 

 

La deuxième partie de ce manuscrit est consacrée aux études expérimentales. Tout d’a o d 

nous présenterons les problèmes rencontrés actuellement avec les anticorps anti-AT1 et 

commenterons sur la non-spécificité des nouveaux anticorps monoclonaux (Article 2). Nous 

verrons par la suite comment la S-nitrosation permet de gule  l’a ti it  des epteu s de 

l’a giote si e II da s u  od le d’a t e ale o e e isolée (Article 3). Nous 

p se te o s la d a he ue ous a o s ise e  pla e pou  tudie  l’i pa t de ette S-

nitrosation sur les protéines impliquées dans les voies de signalisation du récepteur AT1. Nous 

e o s e suite l’i pa t de la it osatio  su  la asodilatatio  AT2-dépendante (Draft Article 

4). Enfin nous présenterons les premiers résultats obtenus dans un modèle pathologique 

d’h pe te sio  a t ielle (Draft Article 5). 

  

Dans la dernière partie de ce manuscrit nous reviendrons sur les principaux résultats obtenus 

et nous décrirons les différentes perspectives envisageables pour la poursuite du projet.   
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La NOS neuronale (nNOS), est exprimée majoritairement au niveau des neurones, mais aussi 

au niveau de la moelle épinière, des glandes surrénales ou encore des cellules musculaires 

lisses (Förstermann et al. 1994 ; Förstermann et Sessa 2012). La NOS endothéliale (eNOS), 

principalement exprimée dans les cellules endothéliales peut aussi être retrouvée dans les 

plaquettes ou les neurones (Förstermann et Sessa 2012). L’a ti atio  de es deu  isofo es 

est médiée par une augmentation du calcium intracellulaire qui permet la fixation du 

complexe Ca2+/calmoduline aux enzymes. Ces enzymes sont dites constitutives, produisent du 

NO de manière transitoire et en faible quantité. La troisième isoforme est la NOS inductible 

iNO“ , lo alis e, e t e aut es, au i eau des o o tes et a ophages. L’a ti atio  de la 

iNOS intervient au cours de réactions inflammatoires, elle entraine une production de NO 

continue (de quelques heures à plusieurs jours) et en quantité importante (Förstermann et 

Sessa 2012) (Tableau 2).  

 

Tableau 2 : Principales caractéristiques des NO synthases 

 eNOS nNOS iNOS 

Masse 

moléculaire 
133 kDa 161 kDa 131 kDa 

Localisation 

- Cellules endothéliales 

- Myocytes cardiaques 

- Plaquettes 

- Neurones 

 

- Neurones 

- Moelle épinière 

- Glandes surrénales 

- Cellules épithéliales 

- Cellules rénales et 

pancréatiques 

- Cellules musculaires lisses 

vasculaires 

- Macrophages 

- Monocytes 

- Cellules 

endothéliales 

- Cellules musculaires 

lisses 

Activation Constitutive Inductible 

Production de 

NO 
Faible, transitoire Forte, continue 

Effet du NO 

produit 

Vasodilatation 

Homéostasie vasculaire 

Antiagrégant plaquettaire 

Neurotransmetteur 

Plasticité synaptique 

Régulation de la pression 

artérielle 

Médiateur de 

l’i fla atio  

Défense immunitaire  
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L’a ti atio  de la GCs pe et la transformation de la guanosine triphosphate (GTP) en GMPc. 

Le GMPc va ensuite activer la protéine kinase G I (PKGI), qui active elle-même la phosphatase 

des chaînes légères de la myosine (MLCP). La déphosphorylation des chaînes de la myosine 

permet le relâchement des cellules musculaires lisses et donc la vasodilatation (Murad 1986).  

E  plus de la asodilatatio , le GMP  a d’aut es a tio s o e pa  e e ple l’i hi itio  de 

l’ag gatio  pla uettai e, du e odelage as ulai e ou e o e de la p olifération des cellules 

musculaires lisses (CML) (Farah et al. 2018).  

 

La nitrosylation permet de gule  l’a ti it  d’aut es p ot i es. Nous pou o s ota e t 

citer les cytochromes P450 (Wink et al. 1993) les cytochromes C (Schonhoff et al. 2003), la 

NADPH oxydase (Selemidis et al. 2007), la méthionine synthase (Danishpajooh et al. 2001), 

l’h oglo i e (Gow et Stamler 1998) ou encore la myoglobine (Flögel et al. 2001).  

 

Outre les protéines possédant des groupements métalliques, le NO est capable de se fixer à 

d’aut es sidus o e les cystéines. La modification des cystéines se fait par S-nitrosation 

(détaillée ci-dessous) mais est souvent référencée, à tort, sous le terme S-nitrosylation 

(Heinrich et al. 2013).  
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b. Nitrosation 

Contrairement à la nitrosylation, la S-nitrosation se a a t ise o e la fi atio  d’u e 

molécule de NO sur un groupement thiol des résidus cystéines pour former des S-nitrosothiols 

(RSNO) (Figure 4). Cette modification post-traductionnelle permet de régule  l’a ti it  de 

nombreuses protéines au même titre que la glycosylation ou la phosphorylation (Stamler et 

al. 1992b). 

 

 

Figure 4 : Représentation schématique de la S-nitrosation d'une protéine par du NO 

 

La plupart des protéines possèdent des résidus cystéines et so t do  sus epti les d’ t e 

nitrosées (Murphy et al. 2014). La S-nitrosation semble cependant favorisée si les cystéines se 

situent sur la chaine latérale des protéines (facilement ionisables) ou dans les compartiments 

hydrophobes (lipophilie du NO) (Stamler et al. 1997). Cette modification post-traductionnelle 

suscite un intérêt croissant dans la littérature si bien que l’ uipe de )ha g a  en 2012 la 

base de donnée « SNO-base » regroupant toutes les protéines identifiées comme S-nitrosées 

(Zhang et al. 2012). Au moment de sa création la SNO-base recensait 2561 protéines.  

 

Au niveau cardiovasculaire la S- it osatio  peut soit i hi e  l’a ti it  de p ot i es ex : eNOS, 

la p ot i e ki ase B, osi e  soit l’aug e te  ex : pompes ATPase du réticulum 

sarcoplasmique SERCA, cyclo-oxygénase 2, thioredoxine) (Murphy et al. 2012 ; *Belcastro et 

al. 2017). D’aut es e e ples de p otéines vasculaires régulées par S-nitrosation seront vus par 

la suite (cf paragraphe S- it osatio  d’AT1 et d’AT2 p84).  

 

Outre leurs rôles dans la signalisation cellulaire, les RSNO endogènes constituent une forme 

de stockage et/ou de transport du NO. Les RSNO de haute masse moléculaire comme la S-

nitrosoalbumine (AlbSNO) ou la S-nitrosohémoglobine participent au stockage, tandis que 

ceux de bas poids moléculaire comme la S-nitrosocysteine ou le S-nitrosoglutathion (GSNO) 

participent au transport de NO et à sa diffusion (Tsikas et al. 2013).  

 

Prot ine

SH

Prot ine

SNO

NO



Introduction bibliographique 

 21 

À l’heu e a tuelle au u  o se sus ’a t  t ou  o e a t la oncentration endogène des 

R“NO. Ce tai es uipes s’a o de t su  u e o e t ation de S-nitrosoprotéines autour de 

0,025 M (Marley et al. 2000 ; Rossi et al. 2001) alo s ue d’aut es appo te t des 

concentrations 10 fois (Moriel et al. 2001) à 40 fois supérieures (Datta et al. 2004). Il en est de 

même pour l’AlbSNO. L’ tude de “ta le  a ait ta li u e o e t atio  physiologique autour 

de 7 M (Stamler et al. 1992a). Ces résultats ont ensuite été contestés par Butler et Rhodes, 

qui estiment la concentration à 0,25 M (Butler et Rhodes 1997) puis par Tsikas qui évalue la 

o e t atio  d’Al “NO à ,  M (Tsikas et al. 1999).  

 

La disparité des valeurs obtenues est principalement due aux différentes méthodes pré-

analytiques utilisées comme illustré dans la revue de Giustarini (Giustarini et al. 2007). 

Certaines méthodes emploient des inhibiteurs enzymatiques (comme les inhibiteurs de la -

glutamyltransférase) ou des agents stabilisant la liaison S-NO (comme le N-éthylmaléimide) 

qui pourraient expliquer les concentrations plus élevées obtenues (Bramanti et al. 2010 ; 

Tsikas et al. 2013). Il serait donc nécessaire d’ha oniser les différentes méthodes afin de 

pouvoir comparer les résultats obtenus.  
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c. Nitration 

La de i e oie d’a tio  du NO est la it atio  ui o espo d à la fi atio  d’un groupement 

NO2 à une molécule. Dans un contexte de stress oxydant les anions superoxide (O2
-) réagissent 

avec le NO pour former des ions peroxynitrites (ONOO-). Ces peroxynitrites vont ensuite 

o de  les a ides a i s des p ot i es e t ai a t pa  e e ple l’o datio  des st i es ou 

la nitration des tyrosines (Ischiropoulos et Gow 2005). En conditions physiologiques, des 

protéines nitrées ont été retrouvées dans de nombreux tissus. Bien que le rôle exact de la 

nitration ne soit pas encore entièrement connu, elle semble impliquée dans la régulation des 

voies de signalisation (Greenacre et Ischiropoulos 2001). En conditions pathologiques, le rôle 

de la nitration est bien mieux connu et a été associé à de nombreuses pathologies comme 

l’i fa tus du o a de, l’h pe te sio , l’ath os l ose ou e o e le dia te (Turko et Murad 

2002). La nitration des résidus tyrosine entraine la formation de 3-nitrotyrosine, responsable 

de modification de la structure tertiaire des protéines ou e o e d’u e alt atio  de leu s 

fonctions (Souza et al. 2008).  

 

 

 

Les voies de signalisation présentées ci-dessus illustrent la pluralité des rôles du NO et son 

a a t e i dispe sa le au o  ai tie  de l’ho ostasie vasculaire. Une diminution de sa 

iodispo i ilit  e ge d e des situatio s iti ues, essita t la ise e  pla e d’u  appo t 

exogène par des molécules capables de libérer du NO. À l’i e se, u  appo t t op i po ta t 

de NO peut-être délétère. Cela implique do  de o t ôle  au ieu  l’appo t e og e de NO.  
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3) Les do eurs de o o de d’azote 

La diminution de la biodisponibilité de NO est associée à un grand nombre de pathologies 

a dio as ulai es o e l’ath os l ose, l’h pe te sio  a t ielle et pul o aire, les 

maladies coronaires ou l’h pe t ophie a dia ue (Tsai et Kass 2009). Pour pallier ce déficit, 

des molécules dites donneuses de NO ont été développées. 

 

a. Les donneurs de monoxyde d’azote utilisés e  thé apeuti ue 

Différents donneurs de NO sont actuellement disponibles sur le marché et utilisés en 

thérapeutique : le nitroprussiate de sodium (SNP), les dérivés nitrés, le nicorandil ou encore 

les sydnonimines.  

 

- Le nitroprussiate de sodium 

Le SNP est un complexe inorganique dans lequel le NO, sous forme NO+, est lié à un atome de 

fer. Le SNP est connu pour sa capacité à libérer le NO spontanément à pH physiologique 

(Friederich et Butterworth 1995). Il est utilisé par voie intraveineuse, principalement dans la 

p ise e  ha ge d’u ge e des ises h pe te si es s es. Cepe da t il p se te 

l’i o ie t ajeu  de li e  des io s a u es toxiques.  

Des chercheurs américains ont ela  l’i t t pou  le “NP dans le traitement de 

l’i suffisa e cardiaque aigüe avec bas débit, où il est actuellement utilisé dans moins de 1% 

des cas (Mullens et al. 2008). La société américaine de l’i suffisa e a dia ue Heart Failure 

Society of America) a recommandé u’e  a se e d’h pote sio  s pto ati ue, 

l’ad i ist atio  intraveineuse de vasodilatateurs (nitroglycérine, SNP) pourrait se faire en 

o pl e t d’u  t aite e t pa  diu ti ues. L’o je tif est d’a lio e  la prise en charge des 

symptômes des patients admis pour insuffisance cardiaque aigüe ainsi que de ceux souffrant 

d’œd es pul o ai es aigus ou d’h pe te sio  s e (Heart Failure Society Of America 

2006). Ces h poth ses o t t  o fi es pa  l’ tude t ospe ti e de Mulle s, où 

l’ad i ist atio  i t a ei euse de “NP pe ettait un retour aux valeurs cibles des paramètres 

h od a i ues ai si u’u e a lio atio  des sig es li i ues (Mullens et al. 2008).  
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- Les dérivés nitrés 

Les d i s it s o e la t i it i e, le o o it ate d’isoso ide ou le di it ate d’isosorbide 

sont utilisés depuis de nombreuses années en clinique, entre autres, dans le traitement de 

l’a go . Co t ai e e t au “NP, les d i s it s o t u  d lai et u e du e d’a tio  plus 

lo gue, et essite t l’i te e tio  d’u e e z e pou  li e  le NO. Plusieu s e z es so t 

impliquées dans cette libération, la glutathion-S-transférase ou les cytochromes P-450 (Fung 

et Bauer 1994). La faible demi-vie des dérivés nitrés implique plusieurs prises quotidiennes ou 

la pose de patchs, ce qui entraine au long cours le développement de phénomènes de 

tolérance. Plusieurs mécanismes entrent en jeu dans cette tolérance. Notamment 

l’i a ti atio  de l’ald h de d sh d og ase, la g atio  d’a io  supe o de ou e o e la 

déplétion de groupements sulfhydriles (Münzel et al. 2005; *Parent et al. 2013c; Opelt et al. 

2018). 

 

- Les sydnonimines 

Cette classe thérapeutique comporte la molsidomine et la linsidomine, utilisées dans le 

t aite e t de l’a go . La olsido i e est u e p od ogue ta olisée par les estérases 

hépatiques en linsidomine (SIN-1) (Feelisch et al. 1989). Bien que les sydnonimines entrainent 

moins de phénomène de tolérance que les dérivés nitrés, leur dégradation génère des ions 

superoxydes pouvant former des ions peroxynitrites cytotoxiques.  

 

- Le nicorandil 

Le nicorandil est un principe actif dit « hybride » car il possède un groupement nitrate et un 

sidu i oti a ide ui lui o f e t u  dou le a is e d’a tio . Le NO li  permet 

l’a ti atio  de la oie de la GMP  alo s ue le sidu i oti a ide i duit l’ou e tu e des 

canaux potassiques (Kukovetz et al. 1992).  

 

Enfin, il est à noter que le NO est aussi utilisé sous forme de gaz pour inhalation dans le cadre 

de l’h pe te sio  a t ielle pul o ai e (Griffiths et Evans 2005). En effet, une fois inhalé le 

NO est rapideme t apt  pa  l’h oglo i e e ui e t ai e so  i a ti atio  et li ite so  

action vasodilatatrice à la circulation pulmonaire (Rimar et Gillis 1993).  
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Les donneurs de NO sont donc une classe thérapeutique largement utilisée, qui présente 

cependant des inconvénients majeurs : faible demi-vie, induction de phénomène de tolérance 

nécessitant la mise en place de fenêtres thérapeutiques  et enfin une toxicit  lo s d’u  usage 

au long cours. De plus leur utilisation est limitée à des pathologies coronaires et à 

l’i suffisa e a dia ue.  
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b. Dé eloppe e t de ou eau  do eu s de o o de d’azote 

Pour pallier différents effets indésirables rencontrés avec les donneurs de NO actuellement 

dispo i les su  le a h , de o euses tudes s’i t esse t au d eloppe e t de 

nouvelles molécules. Peuvent être citées en exemple, les diazéniumdiolates (NONOates), les 

molécules hybrides (donneur de NO + autre principe actif) ou encore les RSNO.  

 

- Les NONOates 

Les NONOates sont synthétisées en exposant des nucléophiles (X-) à du NO. Bien que stables 

sous forme solide, ces composés se dégradent spontanément à température et pH 

physiologiques pour permettre la libération des molécules de NO  (Megson et Webb 2002). 

Leurs demi-vies varient de 3 minutes (diethylamine/NO) à 20 heures (diethylenetriamine/NO) 

(Katsumi et al. 2007). Cependant le potentiel thérapeutique de cette classe reste limité à cause 

de la formation possible de nitrosamines carcinogènes (Fitzhugh et Keefer 2000).  

 

- Les molécules hydrides 

Cette approche consiste à combiner du NO avec un médicament connu. Plusieurs 

antihypertenseurs ont été combinés à du NO, notamment le captopril (Cooke et al. 1989 ; 

Mordorski et al. 2015), la prazosine (Fruttero et al. 1995) ou encore le telmisartan (Li et al. 

2007). L’ tude e e pa  Li et al. a montr  ue l’additio  de NO au tel isa ta  pe et, en 

plus des p op i t s a tih pe te si es, d’a oi  u  effet asodilatateu  suppl e tai e et u e 

meilleure régulation du métabolisme du glucose. Malgré ces résultats précliniques 

intéressants, aucune de ces molé ules ’est a tuelle e t test e en clinique. 

 

Des molécules de NO ont aussi été combinées à des anti-inflammatoires et des antalgiques. 

Nous pouvons notamment citer l’aspi i e (Lazzarato et al. 2011), le diclofenac (Pathan et al. 

2010), l’i do ta i e (Takeuchi et al. 2001) ou encore le ketoprofène (Tam et al. 2000).  

 

Enfin, une prostaglandine F2  donneuse de NO est actuellement testée en clinique pour le 

traitement du glaucome et a validé sa phase III (Weinreb et al. 2015, 2016). 

 

- Les S-nitrosothiols 
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Les RSNO présentent de nombreux avantages qui les rendent intéressants dans le cadre du 

développement de nouveaux donneurs de NO (*Parent et al. 2013c). Ils sont capables de 

libérer, en plus du NO, des thiols connus pour leurs propriétés antioxydantes et anti-

i fla atoi es. Ils ’i duise t pas de tol a e, i de st ess o da t ou it osa t (Bauer et 

Fung 1991 ; Miller et al. 2000). Leur demi-vie est plus longue que les donneurs de NO 

classiques et varie in vivo de 45 minutes à deux heures (Mathews et Kerr 1993). Enfin, les 

RSNO endogènes, comme l’Al “NO, constituent un réservoir physiologique important en NO.   

 

Les R“NO, u’ils soie t e dog es ou s th ti ues, fo t l’o jet de o euses tudes 

précliniques dans la littérature (Alencar et al. 2003b; Khan et al. 2006; Heikal et al. 2009; 

*Dahboul et al. 2014; *Parent et al. 2015). Ils sont aussi testés en clinique dans le traitement 

de différentes pathologies : embolie cérébrale (Molloy et al. 1998 ; Kaposzta et al. 2001), 

resténose (Langford et al. 1994), pré-éclampsie (Lees et al. 1996) ou encore cicatrisation 

(Seabra et al. 2004).  

 

Du fait de la labilité de la liaison S-NO, différentes approches ont été envisagées pour 

optimiser la libération de NO (*Gaucher et al. 2013). Ce tai es app o hes s’i t esse t à 

l’e apsulatio  de R“NO (*Parent et al. 2013a) ta dis ue d’aut es développent des di- ou 

pol it osothiols afi  d’aug e te  la ha ge e  NO de chaque molécule. Ainsi, le groupe de 

Heikal a développé des S-nitrosophytochélatines (SNOPCs) capables de porter jus u’à  

groupements NO par molécule (Heikal et al. 2009). Ces molécules présentent un effet 

vasorelaxant plus puissant comparé au GSNO in vitro et in vivo (Heikal et al. 2011, 2016). Le 

développement de RSNO capables de porter plusieurs molécules de NO semble donc une 

st at gie i t essa te pou  aug e te  l’appo t e  NO tout e  di i ua t la uantité de 

molécule. 
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La PAM, qui reflète la vasodilatation des artères et la diminution des résistances vasculaires 

périphériques, a t  utilis e pou  o pa e  l’i te sit  de l’h pote sio  p o o u e pa  les 

RSNO.  

 

Les variations de PAP (différence entre la pression artérielle systolique et diastolique) sont 

o l es à u e di i utio  du olu e d’ je tio  s stoli ue et/ou à u e aug e tatio  des 

propriétés élastiques de la paroi artérielle. Chez le rat, les donneurs de NO ne modifient pas 

directement les propriétés élastiques de la paroi artérielle (*Niederhoffer et al. 1997). Les 

RSNO sont connus pour induire une forte vasodilatation veineuse (Sogo Naoki et al. 

2009). Cette action sur les veines induit une diminution de la PAP probablement via une 

di i utio  du etou  ei eu  et du olu e d’ je tio  s stoli ue. 

En condition physiologique, la PAP ne peut pas diminuer de plus de 15 à 20 mmHg. Ainsi nous 

’a o s pas utilis  e pa a t e pou  o pa e  les h pote sio s. Nos précédentes études 

o t o t  ue i  l’effet des R“NO est plus long sur la PAP que sur la PAM, (ii) la PAP permet 

u e esti atio  plus p ise de la du e d’effet des R“NO (*Parent et al. 2013a, 2015). Ainsi 

ous a o s p i il gi  e pa a t e pou  o pa e  la du e d’effet de NACNO, “NAP et 

BUC(NO)2. 

 

Nous avons ensuite évalué la cinétique de libération des molécules de NO de BUC(NO)2 en 

utilisant une technique de modélisation moléculaire, et mesuré les produits de dégradation 

obtenus in vitro par chromatographie liquide haute performance, couplée à la spectrométrie 

de masse. Enfin ces résultats ont été corrélés à une mesure in vitro dans du plasma de rat, de 

la vitesse de dégradation des RSNO.  
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Co lusio  de  l’ tude 

 

Nos résultats montrent que BUC(NO)2 tend à induire, in vivo, une hypotension plus forte que 

les autres RSNO, cependant la du e de l’effet est plus courte (mesurée via la durée de la 

diminution de PAP) comparée à NACNO, SNAP ou au mélange SNAP+NACNO. Comme expliqué 

précédemment, les RSNO sont connus pour induire une dilatation des artères et des veines. 

Ici les effets de BUC(NO)2 sont plus importants comparés aux autres RSNO. Cela pourrait 

s’e pli ue  pa  u e li atio  apide de ses deu  g oupe e ts NO. En effet notre étude de 

modélisation moléculaire a montré que la libération du premier groupement NO favorise la 

li atio  du se o d adi al NO afi  de pe ett e la fo atio  d’u  po t disulfu e 

intramoléculaire. Ainsi une libération rapide de ces deux groupements expliquerait la plus 

grande hypote sio  et l’effet plus ou t. Ces sultats o t t  o fi s pa  l’ tude de la 

dégradation des RSNO dans du plasma, qui montre une dégradation plus rapide de BUC(NO)2.  

 

Pour un développement clinique, la libération rapide de NO de BUC(NO)2 pourrait constituer 

u  d sa a tage. Cepe da t o pa e à d’aut es do eu s de NO, o e le “NP, BUC NO 2 

p se te l’a a tage d’a oi  u e a tio  a ti-oxydante et anti-inflammatoire et de ne pas 

induire des effets secondaires o e la li atio  d’io s a u e. De plus, so  caractère 

lipophile lui pe ett ait d’ t e fa ile e t e apsul e e ui pe ett ait ai si de o t ôle  sa 

cinétique de li atio . L’e apsulatio  est u e des oies e plo es pour augmenter la demi-

vie des RSNO (*Parent et al. 2013a).  

 

Ces sultats ette t e  ide e ue l’aug e tatio  de la ha ge de NO ’est pas fo e t 

associée à une augmentation de la durée de l’effet, o t ai e e t à l’h poth se a a e pa  

Heikal via les SNOPCs (Heikal et al. 2011). De nombreux facteurs (structure, lipophilie, 

e z es…  i te ie e t da s la itesse de d g adatio  des R“NO et e de t le hoi  du thiol 

primordial dans le développement de nouveaux donneurs de NO.   

  



Introduction bibliographique 

 44 

En conclusion, nous avons vu que le NO a de nombreuses fonctions via ses différentes voies 

de signalisation. Au niveau cérébral, il est principalement connu pour son rôle vasodilatateur 

mais peut aussi odule  l’a ti it  de p ot i es impliquées dans la régulation de la circulation 

cérébrale. Il agit notamment sur des effecteurs du système rénine angiotensine que nous 

allons maintenant présenter. 
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II. Le système rénine angiotensine 
 

La découverte du système rénine angiotensine (SRA) remonte à 1898 lorsque Tigersted et 

Bergman publièrent les résultats de leurs recherches sur une substance présente dans les 

reins provoquant une augmentation de la pression artérielle (Tigerstedt et Bergman 1898). 

Les auteurs proposèrent alors le terme « rénine » pour désigner cette substance. Cette 

découverte fut oubliée, contestée, jus u’au  t a au  de Gold latt ui o t o t  ue 

l’is h ie p o o u e pa  le la page de l’a t e ale i duisait u e h pe te sio  a t ielle 

(Goldblatt et al. 1934). La rénine a un caractère protéolytique et pe et la li atio  d’u  

peptide qui fut alors appelé « angiotonine » (Page 1939) ou « hypertensine » (Braun-

Menèndez et Fasciolo 1939). Un consensus fut ensuite trouvé autour du terme 

« angiotensine ». Il fallut attendre 1954 pour que les travaux de Skeggs mettent en évidence 

l’e iste e de deu  t pes d’a giote si es, l’a giote si e I A g I  et l’a giote si e II A g II) 

(Skeggs et al. 1954). Ils identifieront par la suite une enzyme, l’e z e de o e sio  de 

l’a giote si e I ECA , pe etta t le li age de l’A g I e  A g II (Skeggs et al. 1956).  

 

L’e se le de es d ou e tes pe ett a d’ ta li  le o ept d’u  s st e u i ue, le 

système rénine angiotensine, jouant un rôle  prédominant dans la régulation de la pression 

artérielle.  
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Bie  ue la o e sio  de l’A g I pa  l’ECA constitue la p i ipale oie de g atio  d’A g II, 

d’aut es oies o t t  ide tifi es. L’a giote si og e peut t e di e te e t li e e  A g II 

par la cathepsi e G, la to i e ou e o e l’activateur tissulaire du plasminogène. De même 

l’A g I peut t e li e e  A g II pa  la athepsi e G, des h ases ou e o e l’e z e de 

g atio  de l’a giote si e II se si le à la h ostatine (Chymostatin-senstive Angiotensin 

II Generating Enzyme, CAGE) (Weir et Dzau 1999). Il a t  sugg  ue la g atio  d’A g II 

intratissulaire par ces voies alternatives pourrait jouer un rôle critique dans la progression de 

pathologies vasculaires (Urata et al. 1990 ; Ihara et al. 1999). Cependant la majorité de ces 

études ont été menées in vitro, si ie  u’au u  o se sus su  l’i po ta e de es oies 

alte ati es à l’ helle de l’o ga is e e tie  ’a t  t ou  (Atlas 2007).  

 

E  o ditio  ph siologi ue, l’a ti it  du “RA est aug e t e suite à u e di i utio  de la 

pression artérielle et de la perfusion rénale (Guyton 1991) grâce à une augmentation de la 

synthèse de rénine. L’A g II s t e a alors agir de différentes manières pour rétablir une 

pression artérielle optimale.  

 

Tout d’a o d, l’A g II se lie à ses récepteurs situés sur les cellules musculaires lisses (cf. 

paragraphe AT1, p 55) entrainant ainsi une vasoconstriction et donc une augmentation de la 

pression artérielle (Timmermans et al. 1993). De plus la contraction des artérioles rénales 

afférentes entraine une diminution du débit de filtration glomérulaire et favorise donc une 

a so ptio  d’eau et de sodiu .  

 

En parallèle, l’A g II i duit au niveau de la glande corticosurrénale, la li atio  d’aldost o e. 

Cette hormone minéralocorticoïde pa ti ipe à l’aug e tatio  de la p essio  artérielle en 

augmentant elle aussi la a so ptio  d’eau et de sodiu  au i eau du tube distal.  

 

Enfin, au niveau du s st e e eu  e t al l’A g II est apa le d’i dui e u e se satio  de 

soif et d’app te e pou  le sel (Fitzsimons 1998), et de sti ule  la li atio  de l’ho o e 

anti-diurétique (aussi appelée vasopressine) (Ganong 1984) et de noradrénaline qui 

contribuent aussi à augmentation de la pression artérielle à long terme (Figure 7). 
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- L’axe ECA2- Ang (1-7) - MAS  

Bien que découverte e  , l’A g -7) fut longtemps considérée comme inactive (Semple 

et al. 1976). Il fallut attendre la fin des années 80 pour mettre en évidence que l’A g -7) 

induisait une diminution de la pression artérielle lo s u’elle tait i je t e à t s petites doses 

(fmol) (Campagnole-Santos et al. 1989).  

 

La découverte de l’enzyme de conversion 2 de l’a giote si e I (ECA2) a permis d’ lu ide  

l’o igi e de l’A g -7) (Donoghue et al. 2000 ; Tipnis et al. 2000). L’A g -7) peut être 

synthétisée soit di e te e t à pa ti  d’A g II g â e à l’ECA2, soit indirectement par une 

première o e sio  de l’A g I e  A g -9) via l’ECA  puis pa  li age de l’A g -9) en Ang 

(1-7) par l’ECA (Figure 9, p52). Par la suite, l’ uipe de “a tos a mis en évidence la fixation de 

l’A g -7) à un récepteur couplé aux protéines G (RCPG), le récepteur MAS (Santos et al. 

2003).  

 

De nombreuses études se sont intéressées aux effets cardiovasculaires de l’A g -7). Elle est 

principalement connue pour son rôle asodilatateu . Il a pa  e e ple t  o t  u’elle 

induisait une vasodilatation des artères coronaires de porcs (Pörsti et al. 1994), de chiens 

(Brosnihan et al. 1996) ou e o e d’a eau  ao ti ues de o geu s (Marques et al. 2012) via 

une libération de NO. Ces résultats ont été confirmés sur un modèle de cardiomyocytes, où 

l’e positio  à l’A g -7) entraine une libération de NO via activation de la eNOS et de la nNOS 

(Dias-Peixoto et al. 2008 ; Costa et al. 2010). Chez l’ho e les sultats so t plus o fli tuels. 

E  effet e tai es tudes soutie e t u  effet asodilatateu  de l’A g -7)  (Sasaki et al. 2001 

; Durand et al. 2016 ; Schinzari et al. 2018), alo s ue d’aut es ’o t pas ussi à ep odui e 

ces résultats (Wilsdorf et al. 2001).  

 

E  plus de et effet asodilatateu , l’A g -  a d’aut es effets a diop ote teu s. Elle entraine 

notamment une diminution du remodelage ventriculaire (Santos et al. 2004), des résistances 

périphériques (Sampaio et al. 2003), de la prolifération des CML (Freeman et al. 1996) ou 

encore une diminution des arythmies cardiaques provoquées par un protocole 

d’is h ie/ epe fusio  (Ferreira et al. 2001). U e e ue d taill e des effets de l’A g -7) au 

niveau cardiovasculaire a été publiée par Santos (Santos 2014). L’e se ble de ces effets 
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a diop ote teu s de l’A g - , ui s’oppose t à ceux de l’A g II, la rendent intéressante 

pour le développement de nouvelles thérapeutiques.  

 

Outre son rôle vasodilatateu  l’A g -7) a aussi des propriétés anti-angiogéniques (Krishnan 

et al. 2013) qui sont actuellement évaluées en clinique chez des patients atteints de sarcomes 

métastatiques (Savage et al. 2016).  

 

Encore plus récemment, de nouvelles découvertes o t t  faites autou  de l’A g -7), qui a 

été identifiée comme un agoniste biaisé -a esti e d’AT1 (Teixeira et al. 2017). Cette notion 

d’ago is e biaisé pour AT1 sera discuté dans la partie suivante (cf - paragraphe Structure et 

o fo atio  d’AT1 - p57). De nouvelles études sont donc nécessaires pour définir clairement 

le ôle de l’A g -  hez l’ho e et o fi e  so  éventuel intérêt thérapeutique. 
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- L’axe angiotensine A – Alamandine – MrgD 

Les dernières a a es faites su  le “RA o t is e  lu i e u  ou el a e, l’axe « angiotensine 

A  – Alamandine – MrgD ».  

 

L’a giote si e A A g A  est u  ta olite de l’A g II do t la s ue e diff e d’u  acide 

aminé, u e ala i e e  positio   au lieu d’u e aspa agi e (Figure 9, p52). La transformation 

de l’A g II e  A g A est atal s e pa  u e aspa tate d a o lase d i e des leucocytes 

mononucléaires (mononuclear leukocyte-derived aspartate decarboxylase ; MLDAD) 

(Jankowski et al. 2007). Tout o e l’A g II, l’A g A peut se lie  au  epteu s AT1 et AT2. Il 

fut initialement suggéré ue l’A g A avait une plus grande affinité pour AT2 ue l’A g II 

(Jankowski et al. 2007), epe da t d’aut es tudes indiquent une affinité similaire des deux 

peptides pour AT2 (Yang et al. 2011).  

 

L’e se le des do es a tuelle e t dispo i les s’a o de su  u  ôle aso o st i teu  de 

l’A g A (Jankowski et al. 2007; Habiyakare et al. 2014), induisant une augmentation de la 

pression artérielle (Badejo Jr et al. 2009) , mais avec une efficacité moindre que l’A g II (Yang 

et al. 2011). De plus, la o e t atio  plas ati ue d’A g A augmente chez des patients en 

insuffisance rénale terminale (environ 28 pg/mL vs 7 pg/mL chez des patients sains) 

potentialisant ainsi son effet délétère (Jankowski et al. 2007).  

 

Plus récemment, un nouveau peptide du SRA a t  is e  ide e, l’ala a di e. La 

g atio  d’ala a di e peut se faire soit à pa ti  d’A g A via l’a tio  de l’ECA  ou à pa ti  

d’A g -7) par décarboxylation du résidu aspartate (Figure 9, p52) (Lautner et al. 2013). Les 

effets de l’ala a di e s’opposent à ceux de l’Ang A. En effet, su  u  od le d’a eau  

aortiques de souris, elle induit une vasodilatation si ilai e à elle de l’A g -7). Cependant 

cette asodilatatio  ’est pas a olie e  p se e d’u  a tago iste du epteu  MA“, i hez 

des souris déficientes pour le récepteur (Lautner et al. 2013) suggérant donc la liaison de 

l’ala a di e à u  aut e epteu .  

 

Par son effet asodilatateu , l’ala a di e a outit chez des rats hypertendus, à une diminution 

de la pression artérielle (Lautner et al. 2013), mais a aussi un effet sur le remodelage 
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a dia ue. E  effet l’ad i ist atio  d’ala a di e à des rats traités par isoprénaline est 

associée à u e di i utio  de l’accumulation de collagène I, III et de fibronectine (Lautner et 

al. 2013). 

 

Le dernier élément de cet axe est le récepteur D relié à MAS, couplé aux protéines G (Mas-

related G-Protein Coupled Receptor D ; MrgD), mis en évidence de 2001 dans des neurones 

(Dong et al. 2001). Dans un modèle cellulaire transfecté avec ce récepteur, il fut montré que 

l’ala a di e i duisait u e li ation de NO, suggérant que son effet était médié par MrgD. 

Depuis ils ont été identifiés dans de nombreux tissus dont les a t es, le œu , les pou ons, 

les muscles squelettiques ou encore la prostate (Etelvino et al. 2014). Out e l’ala a di e, 

d’aut es peptides peu e t se lie  à M gD : la -alanine (Shinohara et al. 2004), l’a ide -

aminoisobutyrique et le diéthylstilbestrol (Uno et al. 2012). Une étude récente rapporte par 

ailleu s ue l’A g -7) est aussi un ligand physiologique de MrgD (Tetzner et al. 2016).  

 

En conclusion, ie  ue l’ide tifi atio  de la i e e o te à plus  a s, le “RA fait 

toujou s l’o jet de o euses tudes. Les récentes avancées scientifiques nous ont permis 

d’affi e  os o aissa es et notre compréhension de ce système complexe. La grande 

homologie de séquences des différentes angiotensines conduit à un double effet du SRA, à la 

fois délétère et protecteur.  

 

Il est à ote  ue alg  l’ e ge e de es ou eau  a es, les p i ipau  effets du “RA 

este t di s pa  l’A g II et plus pa ti uli e e t pa  sa liaiso  au  epteu s AT1 et AT2.  
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2) Les récepteurs AT1 à l’a giote si e II 

a. Généralités 

E  , Li  et Goodf ie d fu e t les p e ie s à sugg e  ue l’a tio  de l’A g II passait pa  

une liaison à un récepteur (Lin et Goodfriend 1970). Le clonage en 1991 du récepteur de type 

 de l’a giote si e II AT1) a pe it d’o te i  plus d’i fo atio s sur sa structure (Murphy et 

al. 1991). AT1 est retrouvé dans la majorité des tissus, avec une localisation préférentielle pour 

le œu , le cerveau, les reins et les vaisseaux. Il fait partie de la grande famille des RCPG et 

plus particulièrement de la sous-famille des rhodopsines (Classe A). Chez l’ho e le g e 

codant pour son expression est localisé sur la bande q22 du chromosome 3. Ce gène présente 

cinq exons séparés par quatre introns, cependant la partie codante pour AT1 se situe 

exclusivement sur le cinquième exon (Curnow et al. 1992). AT1 est composé de 359 acides 

a i s pou  u  poids ol ulai e d’e i o   kDa (Figure 11 p61). Dans ce manuscrit, les 

acides sont dénommés selon la nomenclature internationale (Cornish-Bowden 1985).   

 

Chez les ats et les sou is il e iste deu  isofo es d’AT1 : AT1A et AT1B (Iwai et Inagami 1992). 

Ces deu  isofo es p se te t la e affi it  pou  l’A g II et e p u te t des oies de 

signalisation similaires, cependant elles diffèrent dans leurs localisations. Chez la souris 

adulte, AT1A est et ou  da s u  g a d o e d’o ga es ei , foie, gla des su ales, 

o ai e, testi ule, pou o , œu , tissus adipeu  alo s ue l’e p essio  d’AT1B se limite à 

quelques tissus (cerveau, testicules, surrénales) (de Gasparo et al. 2000). Il est à noter que les 

rats et souris font figures d’exception car, tout o e l’Homme, les bovins (Sasaki et al. 1991), 

porcs (Itazaki et al. 1993), lapins (Burns et al. 1993) ou encore les chiens (Burns et al. 1994) ne 

présentent qu’u e seule isofo e d’AT1.  

 

Chez le at, l’ho ologie de s ue e e t e AT1A et AT1B est de 95% (variation de 17 acides 

aminés). Comparés au récepteur AT1 humain, AT1A et AT1B varient de respectivement 19 et 21 

acides aminés (Figure 10, p56). Dans ces séquences, certains acides aminés ont été identifiés 

comme jouant un rôle clé dans la fonction du récepteur, que nous allons voir ci-après.  
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Figure 10 : Comparaison des séquences d’a ides a i s des récepteurs AT1 (humain) et AT1A, AT1B (rat) 

(Les acides aminés identiques à la séquence humaine sont représentés par un tiret) 
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b. Structure et conformation 

AT1 possède plusieurs séquences de grande importance qui participent à son activité. Nous 

pouvons citer notamment les 3 sites de N-glycosylation (résidus 4, 176 et 188), essentiels pour 

le repliement du récepteur et son adressage à la membrane (Deslauriers et al. 1999 ; Lanctôt 

et al. 1999). Ainsi que les 4 résidus cystéines impliqués dans des ponts disulfures (Cys 18-Cys 

274 et Cys 101-Cys180) et essentiels pour la liaison à l’A g II (Ohyama et al. 1995). 

L’i pli atio  des a ides a i s d’AT1 dans ces différentes fonctions a fait l’o jet de revues 

par Aplin (Aplin et al. 2009) et Balakumar (Balakumar et Jagadeesh 2014), et sont présentés 

dans le tableau 3 ci-dessous.     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



Introduction bibliographique 

 58 

Tableau 3 : Implication de certains acides aminés dans la fonction d'AT1  D’ap s Balakumar et Jagadeesh 2014) 

Acide aminé Localisation Fonction 

Asp74 2ème DTM 

Essentiel pour le signal Gq et la p odu tio  d’IP3 

Interaction avec la Tyr292 du 7ème DTM qui pourrait stabiliser la conformation active 
Sa mutation maintient l’a ti atio  ERK /  
Esse tiel pou  l’a ti atio  du epteu  

Phe77 2ème DTM Activation du récepteur 

Trp94-Gly97 1ère boucle extracellulaire Activation du récepteur 

Lys102 3ème DTM “a utatio  e t ai e u e pe te de l’i t g it  st u tu ale du cepteur  

Ser105-Val116 3ème DTM Esse tiels pou  l’affi it  du epteu  pou  l’A g II 

Asn111 3ème DTM Activation et affinité du récepteur 

Ser115 3ème DTM Esse tiel pou  l’a ti atio  et le ouplage du epteu  

Asp125, Arg126, Tyr 127 3ème DTM 

Pa ti ipe t à l’a ti atio  de la p ot i e G 
Mutatio  di i ue la p odu tio  d’IP3 

Mutatio  ’affe te pas la sig alisatio  ERK /  et l’a ti atio  des ki ases “  d pe da tes des -arrestines  
I te alisatio  suite à la sti ulatio  pa  l’A g II 

Lys135, Ser136, Arg137, Arg139, 
Arg140 

2ème boucle intracellulaire 
Substitution altère le couplage à la protéine G 
“u stitutio  ’alt e pas l’i te alisatio  

Arg167 4ème DTM Lie la t osi e  de l’A g II 

Lys199 5ème DTM 
Lie la ph lala i e  de l’A g II 
Mutatio  e t ai e u e pe te de l’affi it  pou  l’A g II 

Tyr215 5ème DTM 
Essentiel pour le couplage à la protéine G 
Esse tiel pou  l’i te alisatio  

Ala221, Leu 222 3ème boucle intracellulaire Délétion altère le signal via la p ot i e G et la g atio  d’IP3, l’a ti atio  de ERK et l’i te alisatio  
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Tableau 3 : suite 

Acide aminé Localisation Fonction 

Asp236, Asp237 3ème boucle intracellulaire 
Mutatio  ’a pas d’i pa t su  la p odu tio  d’IP3, l’a ti atio  des MAPK et l’i te alisatio  
Nécessaire pour la conformation du récepteur 
Mutation affecte la phosphorylation de la PKC 

Ile 238, Phe239 3ème boucle intracellulaire Re pla e e t alt e le ouplage à la p ot i e G et l’i te alisatio  

His256 6ème DTM 
Participe à la transduction du signal 
Importance pou  l’a ti atio  et l’affi it  du epteu  

Leu265 3ème boucle extracellulaire Mutatio  di i ue la liaiso  du liga d et la p odu tio  d’IP3 

Asp 263, Asp278, Asp281 3ème boucle extracellulaire Esse tiels pou  la liaiso  de l’ago iste 

Tyr292 7ème DTM 
Essentiel pour le couplage à la protéine G 
Mutatio  alt e la p odu tio  d’IP3 

Phe293 7ème DTM Activation du récepteur 

Asn294 7ème DTM Essentiel pour le couplage à la protéine G 

Asn295 7ème DTM 
N essai e pou  l’o ie tatio  des h li es et l’a ti atio  du récepteur 
Pas essai e pou  la p odu tio  d’IP3 

Motif NPLFY (298-302) 7ème DTM 
Esse tiel pou  le ouplage à la p ot i e G et la p odu tio  d’IP3 

Pas esse tiel pou  l’i te alisatio  

Phe301 7ème DTM N essai e pou  la liaiso  de l’A g II 

Tyr292, Tyr302, Tyr312, Tyr319, 
Tyr339 

7ème DTM et C-term 
Mutatio  alt e le ouplage à la p ot i e G, la p odu tio  d’IP3 et l’a ti atio  des t osi es ki ases JAK  et 
STAT1  

Tyr312, Phe313, Leu314 C-term Esse tiel pou  le ouplage à la p ot i e et l’a ti atio  de GQ 

Ser331, Ser338, Ser348 C-term Mutation réduit la phosphorylation de la PKC 
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Parmi tous les acides aminés présentés dans le tableau 3, AT1 possède plusieurs séquences 

retrouvées classiquement chez les RCPG de classe A. D’u e pa t, le otif DRY (Rovati et al. 

2007), situé sur la partie C-terminale du 3ème domaine transmembranaire (DTM) (résidus 125-

127), qui est impliqué dans le ouplage et l’a ti atio  de la p ot i e Gq (Ohyama et al. 2002). 

D’aut e pa t, le otif NPXXY lo alis  su  la pa tie C-terminale du 7ème DTM (résidus 298-302), 

qui est i pli u  da s la diatio  du sig al d’AT1 (Hunyady et al. 1995). Il a été montré que 

la mutation de la tyrosine de cette séquence entraine une diminution de la signalisation 

médiée par Gq ais pas de di i utio  de l’i te alisatio  (Hunyady et al. 1995 ; Laporte et al. 

1996). Ces études sont intéressantes car elles posent les bases d'un nouveau concept, le 

récepteur AT1 serait capable de médier son signal selon deux voies : dépendante et 

indépendante de la protéine G. 

 

Par la suite, de nombreuses études viendront étayer cette théorie. Nous pouvons citer 

notamment l’ tude de Co ho , ui a o t  chez le mutant 329 (délétion de 31 résidus)  

u e di i utio  de l’i te alisatio  et u e aug e tatio  de la sig alisatio  di e pa  Gq 

(Conchon et al. 1998). De plus, l’ tude e e pa  Tho as a pe is d’ide tifie  u  sidu 

iti ue pou  l’a ti it  d’AT1, l’aspa tate . La mutation en asparagine (D74N) entraine une 

di i utio  de l’a tio  de la phospholipase C PLC) sans modifier la i ti ue d’i te alisatio  

du récepteur. Cepe da t la utatio  de l’aspa tate e  t osi e D Y  a u  effet i e se, 

di i utio  de la i ti ue d’i te alisatio  ais u e apa it  d’a tivation de la PLC inchangée 

(Thomas et al. 2000).  
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Cependant, malgré ces résultats précliniques pro etteu s, l’ tude BLA“T-AHF publiée l’a e 

dernière indique u’e  phase II  le TRV  ’a pas a lio  le statut li i ue des patie ts 

comparé au placebo (Pang et al. 2017). 

 

Bien que ces résultats semblent décevants, ils illustrent que nos connaissances sur les 

a is es d’a tio  des RCPG so t e o e i o pl tes et ue d’aut es tudes so t 

essai es pou  lu ide  o pl te e t l’ago is e iais  des RCPG et d’AT1.  

 

Nous avons évoqué que AT1 peut médier son signal à la fois par sa protéine G mais aussi par 

les -arrestines. Nous allons maintenant décrire les voies de signalisations sous-jacentes 

impliquées.  
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c. Voies de signalisation 

Actions d pe da tes de l’a giote si e II médiées pas les protéines G 

L’a ti it  d’AT1 passe principalement par son couplage à la protéine Gq, cependant il a été 

d o t  u’AT1 pouvait aussi agir via les protéines Gi/o (de Gasparo et al. 2000) et G12-13 

(Wirth et al. 2008). Le ouplage d’AT1 aux protéines Gi/o entraine une diminution de 

l’ad osi e o ophosphate li ue AMP  da s e tai s tissus (de Gasparo et al. 2000). 

Des études ont montré ue ette aisse est i pli u e da s la s th se d’a giote si og e 

par le foie (Pobiner et al. 1991 ; Klett et al. 1993). Le ouplage d’AT1 à Gq e t ai e l’activation 

de la PLC  ui pe et l’h d ol se du phosphatidyl-inositol-4,5-diphosphate en inositol 

trisphosphate (IP3) et diacylglycérol (DAG) (Alexander et al. 1985 ; Griendling et al. 1986) 

(Figure 13). La p odu tio  d’IP3 entraine une libération de calcium par le réticulum 

endoplasmique (Ferris et al. 1992), qui forme un complexe avec la calmoduline. Ce complexe 

phosphoryle les chaînes légères de la myosine entrainant la contraction des cellules 

musculaires lisses et la vasoconstriction. Pa  ailleu s, les a au  al i ues pe ette t l’e t e 

massive de calciu  du ilieu e t a ellulai e da s le toplas e et pe ette t ai si d’élever 

la concentration calcique intracellulaire. Cette élévation suite à l’a ti atio  de la PLC pe et 

d’a ti e  la phospholipase D (Freeman et al. 1995). Celle-ci hydrolyse la phosphatidylcholine 

en acide phosphatidique qui sera lui-même hydrolysé en DAG par les phosphohydrolases 

(Billah 1992). Le DAG, en présence de calcium, active la protéine kinase C (PKC). La PKC 

participe à la aso o st i tio  e  a ti a t l’ ha geu  Na+/H+ qui entraine une alcalinisation 

du milieu intracellulaire. Ce changement de pH favorise les i te a tio s e t e l’a ti e et la 

myosine et donc la vasoconstriction (Aalkjaer et Peng 1997) (Figure 13 p65).  

 

Out e ette oie lassi ue, l’aug e tatio  de al iu  suite à la p odu tio  d’IP3 permet 

l’a ti atio  de la ki ase Jak  (Marrero et al. 1995 ; Guilluy et al. 2010). L’ tude e e pa  

Guilluy a permis de montrer que Jak2 phosphoryle un facteu  d’ ha ge de gua i e de RhoA : 

Arhgef1 (Rho guanine nucleotide exchange factor 1) (Guilluy et al. 2010) (Figure 13). Arhgef 

pe et d’a ti e  RhoA, ui active à son tour les Rho kinases (ROCK). Les ROCK permettent la 

phosphorylation des sous unités ciblant les phosphatases de la myosine (MYPT, myosin 

phosphatase target subunit) (Kimura et al. 1996). La phosphorylation de MYPT permet 
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Outre la vasoconstriction, AT1 est apa le d’a ti e  des oies de sig alisatio  a outissa t à 

l’a ti atio  des MAPKs (Mitogen-activated protein kinases) responsables, entre autres, de la 

s th se et du ta olis e des p ot i es, de l’e p essio  g i ue ou e o e de la oissa e 

cellulaire (Mehta et Griendling 2007). AT1 active notamment les ERKs (extracellular signal-

regulated kinases), les JNKs (c-Jun NH2-terminal protein kinases) ou la p38MAPK (Sugden et 

Clerk 1997 ; Taniyama et al. 2004). L’activation de ERK se fait par une cascade de réaction et 

influe sur la diff e iatio , la ig atio  ou e o e l’adh sio  ellulai e (Touyz 2004). Les 

kinases JNK et p38MAPK ont un rôle sur la survie cellulaire, la prolifération, la différenciation 

ais aussi su  l’i fla atio  di e pa  l’A g II (Force et al. 1996 ; Kudoh et al. 1997) (Figure 

14, p67).  

 

De plus, l’A g II via AT1 peut activer la NAD(P)H oxydase, responsable de la production 

d’esp es a ti es de l’o g e EROs . Cette a ti atio  i pli ue diff e ts diateu s do t 

les “ , l’EGFR epidermal growth factor receptor), les PI3 kinases mais aussi la PLD, PKC et la 

p47phox (Seshiah et al. 2002 ; Touyz et al. 2005). La p odu tio  d’EROs o e l’a io  

superoxyde O2
.- ou le pe o de d’h d og e H2O2 o t i ue au  effets d l t es de l’A g II, 

nota e t l’h pe t ophie as ulai e (Ushio-Fukai et al. 1996 ; Zafari et al. 1998), 

l’h pe te sio  (Rajagopalan et al. 1996), ou encore la stimulation de facteurs de transcriptions 

comme NF- B, PAR-  ou N f  o us pou  leu  i pli atio  da s l’ath os l ose (Mehta et 

Griendling 2007). De plus, il a t  o t  ue la g atio  d’EROs i duisait u e i a ti atio  

du NO (Gryglewski et al. 1986 ; Rubanyi et Vanhoutte 1986) ai si u’u e i fla atio  

vasculaire (Marui et al. 1993).  
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Figure 14 : Régulation de la croissance cellulaire, de la différenciation et de l’apoptose par les récepteurs AT1 

Modifi  d’ap s Mehta et Griendling 2007) 

(ADAM : A desintegrin and metalloprotease ; AKT : protéine kinase B ; Ang II : angiotensine II ; ASK1 : apoptosis signal-
regulating kinase 1 ; AT1 : récepteur AT1 de l’a giote si e II ; Ca -1 : caveoline-1 ; c-Src : sarcoma non-receptor tyrosine 

kinase ; EGFR : epidermal growth factor receptor ; ERK ½ : extracellular regulated kinases ; G ( ) : sous unite ,  et  de la 
protéine G ; Grb2 : growth factor receptor bound protein 2 ; HB-EGF : heparin-binding epidermal growth factor ; HSP-27 : 
heat-shock protein ; Jak :janus kinase ; JNK : c-jun NH2-terminal kinase ; MEK (4,7,3/6) : mitogen activated protein kinase ; 
MKP1 : phosphatase des MAP kinase-1 ; NOX 1 : sous unité NOX1 de la NAD(P)H oxydase ; PDK1 : 3-phosphoinositide-
dependent kinase ;Phas-1 : Protéine Phas-1 ; PI3K :phosphotidylinositiol 3-kinase ; PLC : phospholipase C ; PKC : protéine 
kinase C ; Pyk2 : protein-tyrosine kinase 2-beta ; Rac1 :ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 ; Raf : kinase Raf ; Ras :ras 
protein ; ROS :esp es ea ti e de l’o g e ; “h  : protéine Shc ; SHP (1,2) : src homology 2 domain tyrosine phosphatases ; 
SOS : ras-guanine echange factor SOS ; Stat : signal transducers and Activators of Transcription ; Trx : thioredoxine) 
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A tio s d pe da tes de l’a giote si e II médiées pas les -arrestines 

Nous avons évoqué p de e t u’AT1 peut médier son signal indépendamment de la 

protéine G en passant par les -a esti es. Il e iste  isofo es d’a esti es, les a esti es  

et  4 sont uniquement retrouvées au niveau de la rétine alors que les arrestine 2 et 3 (aussi 

appelées -arrestines 1 et -arrestine 2) sont exprimées dans tous les tissus (Rajagopal et al. 

2010). Les -arrestines 1 et 2 ont une homologie de séquence de 80%, les différences se 

retrouvant majoritairement au niveau C-terminal. Initialement, il a été montré que les -

arrestines étaient impliquées dans la désensibilisation des RCPG (Benovic et al. 1987 ; Lohse 

et al. 1990) et le e ute e t d’e z es pe etta t la d g adatio  des se o ds essage s 

(Perry et al. 2002). Pa  la suite d’aut es ôles des -arrestines ont été mis en évidence, 

ota e t leu  i pli atio  da s l’i te alisatio  (Ferguson et al. 1996) via une interaction 

avec les clathrines (Goodman Jr et al. 1996), dans la translocation des récepteurs (Kovacs et 

al. 2008) ou e o e l’e o tose de ol ules (Barlic et al. 2000; Imamura et al. 2001).  

 

Enfin, plus récemment, les -arrestines ont été identifiées comme des acteurs à part entière 

dans la signalisation des RCPG, permettant notamment de réguler certaines kinases. 

L’a ti atio  de la oie -a esti e d’AT1 permet notamment la régulations des PKB (protein 

kinase B ou AKT) (Kendall et al. 2014) ou encore des ERK (extracellular signal-regulated kinase) 

(Luttrell et al. 2001). Ces kinases semblent impliquées dans la croissance et la migration 

cellulaire ainsi que dans le remodelage vasculaire (Berk et Corson 1997 ; Taniyama et al. 2004).  

 

 

 

 

L’e se le des oies de sig alisatio  a ti es pa  la fi atio  d’A g II sur AT1 a fait l’o jet de 

revues exhaustives par Touyz et Schiffrin, Mehta et Griendling, et Costa-Neto (Touyz et 

Schiffrin 2000 ; Mehta et Griendling 2007 ; Costa-Neto et al. 2014).  
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Pou  alue  l’i po ta e de ette a ti atio  a i ue d’AT1, la aso o st i tio  d’a t es 

cérébrales de rats a été étudiée en présence de losa ta  aut e ago iste i e se d’AT1). La 

perfusion de losartan diminue la vasoconstriction induite par la pression (Mederos y Schnitzler 

et al. 2008). Ces résultats suggèrent que cette voie AngII-indépe da te d’AT1 joue un rôle 

prépondérant dans la vasoconstriction des CML et dans le tonus myogénique (TM) (la notion 

de tonus myogénique sera vue par la suite, cf paragraphe Circulation cérébrale : généralités, 

p79). Par la suite, de nombreuses études se so t i t ess es à l’i pli atio  d’AT1 et d’aut es 

RCPG couplés à Gq/11 dans le TM. Nous pou o s ota e t ite  l’ tude de Rakesh a a t 

montré que l’a ti atio  a i ue d’AT1 entrainait une médiation du signal par la voie -

arrestine (Rakesh et al. 2010). Les études de Blodow et Schleifenbaum ayant évalué 

l’i pli atio  d’AT1A et AT1B dans le TM (Blodow et al. 2014; Schleifenbaum et al. 2014), ou 

e o e l’ tude de Ho g, a a t ep oduit des sultats si ilai es au i eau d’artérioles de 

muscles crémasters (Hong et al. 2016).  

 

 

 

 

 

 

En conclusion, le récepteur AT1 est apa le d’a ti e  de o euses oies de sig alisatio . 

Les de i es a a es o t e t u’il est apa le d’agi  via sa protéine G et/ou via les -

a esti es. De plus, il ’est pas u i ue e t a ti  pa  l’A g II. En effet le stress mécanique est 

espo sa le d’u e pa tie de l’a ti it  d’AT1, très importante dans le maintien du TM des 

artères.  
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3) Les récepteurs AT2 à l’a giote si e II 

a. Généralités 

Les récepteurs AT2 furent identifiés pour la première fois en 1989 (Whitebread et al. 1989 ; 

Chiu et al. 1989) et clonés en 1993 (Kambayashi et al. 1993 ; Mukoyama et al. 1993). L’ tude 

des ôles et fo tio s d’AT2 s’est a e ie  plus o ple e ue pou  AT1, si ie  u’il a 

d’a o d tait suppos  u’AT2 ’ tait pas u  RCPG (Bottari et al. 1991). Ce seront les études 

menées par Kambayashi et Nakajima qui permettront de révéler une structure composée de 

sept DTM, typique des RCPG (Kambayashi et al. 1993; Nakajima et al. 1993). 

 

 AT2 est p i ipale e t e p i  au stade fœtal (Grady et al. 1991), cependant son expression 

décroit rapidement après la naissance. Il devient même parfois indétectable, notamment dans 

la peau (de Gasparo et al. 2000). Son expression se cantonne alors à certains tissus comme le 

e eau, les ei s, le œu , les ovaires ou encore les vaisseaux (Kaschina et Unger 2003). Chez 

l’ho e, le g e oda t pou  AT2 se trouve sur la bande q22-q2 du chromosome X (Koike et 

al. 1994). L’ADN g o i ue est omposé de 3 exons, la région codante étant confinée dans 

le t oisi e e o . Da s d’aut es esp es, do t le at et la sou is, le g e oda t pou  AT2 a 

aussi été retrouvé sur le chromosome X (Tissir et al. 1995; Hein et al. 1995).  

 

Les séquences humaines et murines du récepteur AT2 sont proches. L’ho ologie de s ue es 

e t e le at et la sou is est de % et de % e t e le at et l’ho e, les différences se situant 

essentiellement sur la partie N-terminale (de Gasparo et al. 2000). La différence est cependant 

eau oup plus g a de e t e les s ue es d’AT1 et d’AT2 avec une homologie de séquence de 

seulement 34% (Mukoyama et al. 1993 ; Ichiki et al. 1994).  
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à du DTT aug e te l g e e t sa liaiso  a e  l’A g II, sugg a t ue es po t disulfu es e 

so t pas p i o diau  pou  la liaiso  à l’A g II (Heerding et al. 2001).  

 

À l’heu e a tuelle peu d’études de mutagénèse dirigée ont été réalisées pour déterminer 

l’i pli atio  des diff e ts sidus d’AT2 dans la médiation de son signal. Quelques travaux 

o t epe da t pe is d’ide tifie  des a ides a i s pa ti ipa t à l’a ti it  d’AT2. Nous 

pouvons citer notamment les travaux de Yee, ayant montré que la mutation de la lysine 215 

di i ue la liaiso  de l’A g II (Yee et al. 1997). Cet acide aminé est commun aux deux 

epteu s de l’Ang II, de plus il participe à la liaiso  de l’A g II su  AT1 (Yamano et al. 1992, 

1995). Ces résultats suggèrent donc que malgré leur faible homologie, les deux récepteurs 

pou aie t pa tage  des sidus o u s esse tiels à la liaiso  de l’Ang II. D’aut es tudes 

viendront o fi e  ette h poth se e  ide tifia t ota e t l’aspa tate  (Heerding et 

al. 1998), l’histidi e  (Turner et al. 1999) et l’aspa agi e  (Heerding et al. 1997) comme 

participant à la liaison du ligand. Ces acides aminés correspondent respectivement à 

l’aspa tate , l’histidi e  et l’aspa agi e  d’AT1 (cf Tableau 3 p58). 

 

Bie  u’AT2 possède 7 DTM, il ’est epe da t pas u  RCPG lassi ue. E  effet, l’a ti atio  

d’AT2 ne fait pas varier les o e t atio s de al iu  i t a ellulai e a a t isti ue d’u  

couplage à Gq) ou d’AMP li ue a a t isti ue d’u  ouplage à Gs ou Gi) (Bottari et al. 1991 

; Dudley et al. 1991 ; Kambayashi et al. 1993 ; Mukoyama et al. 1993). La liaison du ligand 

’e t ai e pas u e i te alisatio  du epteu  (Dudley et al. 1991 ; Csikós et al. 1998). Enfin, 

contrairement aux autres RCPG, les analogues du GTP ne diminuent pas la liaison du ligand à 

AT2 (Bottari et al. 1991). L’étude menée par Zhang et Pratt a o t  su  des fœtus u’AT2 

pourrait se lier aux protéines Gi 2 et Gi . Cependant cette liaison est insensible aux analogues 

du GTP, les auteurs suggèrent donc que le couplage à la protéine G pourrait se faire par 

mécanisme non conventionnel (Zhang et Pratt 1996). La troisième boucle intracellulaire du 

récepteur semblerait impliquée dans le couplage à la protéine G (Hayashida et al. 1996). 

Cepe da t ela ’a pas t  o fi  pa  d’aut es t a au .  

 

Bie  ue la liaiso  d’AT2 aux protéines G soit encore controversée, il est apa le d’a ti e  

différentes voies de signalisation que nous allons maintenant décrire.   
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c. Voies de signalisation 

L’a ti atio  d’AT2 stimule la eNOS qui induit une production de NO. Le NO active à son tour la 

voie GCs/GMPc que nous avons décrite précédemment (cf paragraphe Nitrosylation p18). La 

conséquence de cette activation est un relâchement des CML et donc une vasodilatation 

(Figure 17). L’ tude de “i ag  et Ca e  a o t , au niveau rénal, que la stimulation des 

récepteurs AT2 (par l’A g II e  p se e de losa ta  e t ai e u e aug e tatio  de la 

production de GMPc (Siragy et Carey 1996). Par la suite, ils montreront que cette production 

de GMPc est en fait due à une libération de NO car cet effet est bloqué par un inhibiteur de la 

eNOS (Siragy et Carey 1997). Des résultats similaires ont été obtenus au niveau aortique 

(Gohlke et al. 1998), cardiaque (Liu et al. 1997) et sur des cellules endothéliales bovines 

(Wiemer et al. 1993). En plus de cette découverte, les travaux de Siragy suggèrent que 

l’a ti it  d’AT2 passe par une stimulation de la production de bradykinine (Siragy et al. 1996).  

 

Les travaux de Tsutsumi viendront confirmer cette hypothèse. En effet, leur étude montre 

u’AT2 entraine une inhibitio  de l’a ti it  des ha geu s Na+/H+ ayant pour conséquence 

une acidification du milieu cellulaire. Cette a idifi atio  aug e te l’activité de kininogénases 

et aboutit à la libération de bradykinine (Tsutsumi et al. 1999). Ces résultats ont été par la 

suite reproduits da s d’aut es tudes (Sosa-Canache et al. 2000 ; Abadir et al. 2003 ; Hannan 

et al. 2003). La stimulation AT2-dépendante des récepteurs B2 de la bradykinine semble 

entrainer une activation de la protéine kinase A (PKA), responsable de la phosphorylation de 

la eNOS (Yayama et al. 2006) (Figure 17). Par ailleu s, l’ tude d’A adi  a pe is de o t e  

que les récepteurs AT2 et B2 étaient capables de former des hétérodimères et que cela 

augmentait la production de GMPc et de NO (Abadir et al. 2006). En effet, cette étude a 

montré une proximité moléculaire des deux récepteurs. La troisième boucle extracellulaire 

d’AT2 se t ou a t à u e dista e d’e i o   a gst ö  de la deu i e ou le e t a ellulai e 

du récepteur B2 (Abadir et al. 2006). Cette p o i it  est d’ailleu s et ou e e  l’a se e de 

sti ulatio  pa  l’A g II, sugg a t do  u e fo atio  o stituti e d’h t odi es.  

  

Nous avons vu précédemment que la vasoconstriction médiée par AT1 passait, entre autre, 

par la voie RhoA/ROCK (cf paragraphe Voies de signalisation p64). Les études menées par 

Savoia o t o t  u’AT2 di i ue l’a ti atio  de la oie RhoA/ROCK et la phospho latio  
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des chaînes légères de la myosine (Savoia et al. 2005). Cela semble associé à une 

aug e tatio  de l’e p essio  de la PKGI qui inactive RhoA en la phosphorylant (Savoia et al. 

2006) (Figure 17).  

 
Outre ces voies, AT2 est apa le d’i dui e u e asodilatatio  pa  des oies indépendantes du 

NO. En effet la fi atio  d’A g II sur AT2 permet notamment l’a ti atio  de la phospholipase A2 

(PLA2) et entraine une libération d’a ide a a hido i ue (Jacobs et Douglas 1996 ; Dulin et al. 

1998). L’a ide a achidonique serait dégradé par les cytochromes P450 en acides époxy-

eicosatrienoiques qui, en stimulant les canaux potassiques à large conductances activés par le 

calcium (BKCa), permettrait la vasodilatation (Arima et al. 1997; Stockand et al. 1998; 

Dimitropoulou et al. 2001) (Figure 17).  

 

Par ailleurs, AT2 se ait apa le d’i dui e u e h pe pola isatio  des CML i duisa t u e 

vasodilatation. L’ tude de Di it opoulou a o t  ue la asodilatatio  AT2-dépendante est 

médiée par des canaux potassiques BKCa (Figure 17). L’i hi itio  de es a au , responsables 

d’u e h pe pola isatio , au niveau des microvaisseaux mésentériques prévient la 

vasodilatation (Dimitropoulou et al. 2001). L’i pli atio  de es a au  a t  o t  da s 

d’aut es lits as ulaires, notamment les artérioles (*Vincent et al. 2005) et artères cérébrales 

(Wackenfors et al. 2006). 

 

 

 







Introduction bibliographique 

 78 

En 2004, l’ uipe de Wa  d eloppa le premier agoniste non-pepti ue d’AT2, le C21 

(compound 21) (Wan et al. 2004). Depuis, le C21 a largement été utilisé en préclinique, 

ota e t da s des od les d’AVC où il améliore la survie et le score neurologique (Joseph 

et al. 2014; Mateos et al. 2016; Bennion et al. 2017). Le C21 a aussi été utilisé au niveau 

vasculaire (Verdonk et al. 2012; Gao et al. 2014; Verbrugghe et al. 2018), rénal (Castoldi et al. 

2014 ; Matavelli et al. 2015 ; Pandey et Gaikwad 2017) ou encore pulmonaire (Bruce et al. 

2012, 2015). Les travaux de Bruce ont montré, dans un modèle de rats présentant une 

hypertension pulmonaire, que le C21 prévient la fibrose pulmonaire (Bruce et al. 2015). Ces 

sultats o t t  o fi s t s e e t pa  l’ tude de Rathinasabapathy 

(Rathinasabapathy et al. 2018).  

 

Actuellement, le C21 est testé en clinique pour le traitement des fibroses pulmonaires 

idiopathiques. Les résultats de la phase I publiés il y a quelques mois montrent une innocuité 

du C21 chez des patients sains (Steckelings et al. 2017). La demande de poursuite en phase IIa 

a été faite en décembre 2017.  

 

 

 

 

En conclusion, les voies de signalisation activées par le récepteur AT2 s’opposent à celles 

activées par AT1. Il est un RCPG atypique, ne se couplant pas de manière classique aux 

p ot i es G. D’aut es tudes so t essai es pou  ieu  le caractériser et confirmer son rôle 

au niveau cardiovasculaire. 
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Le réflexe myogénique a été défini en 1902 par Bayliss comme la capacité des artères à faire 

varier leurs diamètres en réponse à des variations de pression intraluminale (Bayliss 1902). 

Cette d ou e te fut d’a o d o test e, la majorité de la communauté scientifique 

’ad etta t pas ue ette po se puisse se fai e sa s l’i te e tio  de fa teu s 

métaboliques (von Anrep 1912). Il fallut attendre les études de Folkow pour confirmer les 

résultats de Bayliss. En effet dans des vaisseaux dénués de nerfs, il parvint à montrer une 

réponse pression-dépendante (Folkow 1949, 1952). Cela permit donc de définir la notion de 

TM comme la contraction spontanée des artères en réponse à une variation de pression. Ainsi 

une diminution de la pressio  t a s u ale su ie pa  l’artère entraine une vasodilatation 

apide, à l’i e se u e aug e tatio  de la p essio  e t ai e u e aso o st i tio  (Schubert 

et Mulvany 1999).  

 

D’un point de vue mécanistique, l’aug e tatio  de p essio  i duit u  ti e e t de la pa oi 

des artères. Cela permet d’a ti e  des a ose seu s ui, via leurs différentes voies de 

transductions, modulent des canaux ioniques, augmentent le Ca2+ puis in fine induisent une 

vasoconstriction (Davis et Hill 1999). Nous avons vu précédemment u’AT1 était un 

mécanosenseur et que son rôle avait été établi dans le TM. D’aut es RCPG oupl s aux 

protéines Gq11 participent également au TM, notamment les récepteurs H1 de l’hista i e, les 

récepteurs muscariniques M5 et les récepteurs TP du thromboxane A2 (Mederos y Schnitzler 

et al. 2008 ; Kauffenstein et al. 2012). 

 

Deu  aut es h poth ses o t t  p opos es pou  e pli ue  l’auto gulatio  du D“C. 

L’h poth se ta oli ue et l’h poth se eu og i ue, ui e se o s pas dis ut es e  d tail 

ici (Chillon et Baumbach 2002). L’h poth se ta oli ue suppose ue les a iatio s du D“C 

i dui aie t u e li atio  lo ale d’espèces chimiques (notamment Ca2+, K+) par les neurones 

ou les astrocytes (Kuschinsky et Wahl 1978) et des conséquences sur la vasomotricité. 

L’h poth se eu og i ue sugg e ue les i e atio s s pathi ues et pa as pathi ues 

moduleraient la libération de neuromédiateurs impliqués dans la vasomotricité artérielle 

(Paulson et al. 1990). 
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Au niveau cérébral, AT1 participe donc à la vasomotricité des artères via le TM, cependant une 

grande partie de son action passe pa  la fi atio  de l’A g II. Au niveau cérébral la barrière 

hémato-encéphalique empêche le passage de molécules comme les protéines, cela suggère 

donc u e p odu tio  d’A g II locale.   
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b. Le système rénine angiotensine cérébrovasculaire 

E  , l’ uipe de Goldstei  d te ta u  peptide si ilai e à l’A g I dans des cerveaux de rats 

(Goldstein et al. 1970). L’a e sui a te la p se e d’A g II fut mise en évidence dans des 

cerveaux de rats et de chiens (Fischer-Ferraro et al. 1971). Par la suite, les différents effecteurs 

du SRA furent retrouvés au niveau cérébral. Nota e t l’a giote si og e (Sernia et 

Mowchanuk 1983), l’ECA (Saavedra et al. 1982), la rénine (Miller et al. 1989), les différentes 

enzymes constituant les oies alte ati es de g atio  d’A g II (tonine, cathepsine G, 

chymase, et les activateurs tissulaires du plasminogène) (Bader et al. 2001), mais aussi les 

récepteurs AT1 et AT2 qui ont été retrouvés à la fois hez l’ho e (Barnes et al. 1993) et chez 

le rat (Tsutsumi et Saavedra 1991). Ce SRA al pe et de gule  l’appo t e  sodiu , la 

sensation de soif, la balance hydrosodée ou encore la pression artérielle (Phillips 1987). Au 

niveau des microvaisseaux cérébraux, les ARN  de l’a giote si og e, de l’ECA, d’AT1 et 

d’AT2 ont été mis en évidence (Zhou et al. 2006).  

 

Notre équipe a contribué à la mise en évidence du ôle des epteu s de l’A g II au niveau 

cérébrovasculaire. L’étude de Vincent a montré sur un modèle de fenêtre crânienne, que 

l’ad i ist atio  in situ d’A g I induit une vasoconstriction des artérioles cérébrales. Cet effet 

est inhibé e  p se e d’IEC, sugg a t u e o e sio  lo ale e  A g II et la présence des 

récepteurs AT1. De plus, la sti ulatio  à l’A g II e  p se e d’u  a tago iste des epteu s 

AT1 induit une vasodilatation, suggérant la présence des récepteurs AT2 (*Vincent et al. 2005). 

Les études de Dupuis ont confirmé le ôle d’AT1 dans le remodelage des artérioles cérébrales 

i te e a t au ou s de l’h pe te sio  a t ielle (*Dupuis et al. 2005a) en suggérant que 

l’utilisatio  d’IEC et d’a tago istes d’AT1 pourrait avoir un rôle bénéfique dans la prévention 

du remodelage (*Dupuis et al. 2010). Enfin, les études de Foulquier ont montré que la réponse 

fo tio elle d’AT1 et d’AT2 peut être modifiée en absence de variation de leurs expressions 

g i ues et p ot i ues. Cela sugg e l’e iste e d’u e gulatio  post-traductionnelle de leur 

activité (*Foulquier et al. 2011, 2012). 

 

Parmi les nombreuses modifications post-traductionnelles, les travaux présentés dans cette 

th se s’i t esse t à la S- it osatio  da s epteu s de l’A g II. Deux études ont montré que 

l’a ti it  d’AT1 et AT2 pouvait être modulée par S-nitrosation. 
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Le NO étant principalement connu pour son action sur la GCs, les auteurs ont vérifié que son 

a tio  e passait pas pa  ette oie. L’utilisatio  d’u  i hi iteu  de la GCs ne prévient pas 

l’effet du “NP, sugg a t ue la oie GCs/GMP  ’est pas impliquée. Les auteurs ont ensuite 

ifi  ue l’a tio  passait pa  u e S-nitrosation en mutant les cystéines transmembranaires. 

La mutation de la cystéine 289 en sérine entraine une insensibilité du récepteur au SNP 

(Leclerc et al. 2006).  

 

L’e position de cellules HEK au SNP entraine donc la S-nitrosation du récepteur AT1 au niveau 

de la cystéine 289. La S- it osatio  est espo sa le de la aisse d’affi it  de l’A g II pour AT1. 

L’effet est epe da t e si le a  après un lavage rapide (5 min), l’Ang II retrouve son 

affinité pour le récepteur (Leclerc et al. 2006).  

 

À ce jour seule cette étude a rapporté une S- it osatio  d’AT1.  
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S- it osatio  d’AT2 

AT2 possède 14 résidus cystéines. Nous avons vu que les 4 cystéines situées sur les boucles 

extracellulaires sont engagées dans des ponts disulfure. Les 10 autres cystéines sont réparties 

sur les DTM et la queue cytoplasmique (Figure 16 p72).  

 

E  , l’ tude de Ja g s’est i t ess e à la gulatio  de la eNO“ et NO“ pa  les cepteurs 

AT1 et AT2 dans des cardiomyocytes. Leu  p de te tude a ait o t  ue l’A g II induisait 

u e aug e tatio  de l’e p essio  p ot i ue de la NO“ et so  a ti it  da s des o tes 

cardiaques isolés (Jin et al. 2012). Cependant le mécanisme moléculaire permettant cette 

sti ulatio  de la NO“ ’a ait alo s pas t  lu id .  

 

Les résultats de l’ tude de  o t e t u’AT1, AT2 et les EROs semblent impliqués dans 

l’aug e tatio  de l’activité de la nNOS. Lo s d’u e sti ulatio  à l’A g II, l’e p essio  

e a ai e d’AT1 di i ue a e  le te ps alo s ue elle d’AT2 augmente. De manière 

surprenante, le losa ta  ou l’apo i e composé permettant de piéger les EROs), ainsi que le 

L-NAME (inhibiteur de la eNOS), inhibent la t a slo atio  à la e a e d’AT2 (Jang et al. 

2015). L’e semble de ces résultats suggère do  ue la t a slo atio  d’AT2 à la membrane 

pourrait t e d pe da te du NO. Les auteu s o t o t  ue l’e positio  d’AT2 à du SNP 

entrainait sa S-nitrosation. De plus, la mutation de la cystéine 349 en alanine induit une 

augmentation de l’e p essio  à la su fa e d’AT2 sugg a t ai si u’elle joue u  ôle dans la 

translocation du récepteur à la membrane (Jang et al. 2015).  

 

Les auteurs proposent un schéma pour expliquer cette S- it osatio  d’AT2, présenté ci-après 

(Figure 22 p87).  
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III. Objectifs expérimentaux 
 

Nous avons vu en introduction que le NO et le SRA sont deux acteurs de grande importance 

en biologie. Le NO, connu principalement pour son rôle vasodilatateur, est aussi capable 

d’i dui e u e odifi atio  post-traductionnelle des protéines via la S-nitrosation. Cette voie 

de sig alisatio  fait l’o jet de nombreuses études, et est maintenant reconnue comme une  

voie à part entière dans la signalisation du NO. Nous avons vu que le SRA est un système bien 

plus o ple e ue elui i itiale e t d it et u’il fait intervenir de nombreux messagers. La 

litt atu e s’a o de su  le fait ue l’A g II reste le principal médiateur du SRA via sa fixation 

aux récepteurs AT1 et AT2.  

 

Bien que ces deux systèmes aient été largement étudiés individuellement, peu d’ tudes se 

so t i t ess es à l’i te a tio  e t e les deu . À l’heure actuelle, seules deux études 

rapportent une S-nitrosatio  des epteu s de l’A g II ais au u e e s’est intéressée aux 

conséquences fonctionnelles de ce phénomène.  

 

Dans ce contexte, les travaux présentés dans cette thèse ont eu pour objectif d’ tudie  

l’i po ta e de la S- it osatio  des epteu s de l’A g II au niveau cérébrovasculaire.  

 

Da s u  p e ie  te ps ous dis ute o s d’u  aspe t thodologi ue i po ta t, 

l’asp ifi it  des anticorps anti-AT1. La littérature les a décrits comme non-spécifiques, 

cependant nos études nécessitaient leur utilisation ota e t afi  d’ alue  

l’i te alisatio  du epteur). Nous avons donc voulu vérifier si les anticorps monoclonaux,  

plus récemment mis sur le marché et supposés plus spécifiques, pouvaient être utilisés. 

 

E suite, ous ous so es i t ess s au  po ses aso ot i es d’ACM suite à une 

exposition à un donneur de NO. Nous a o s d’a o d tudi  l’i pa t de la S-nitrosation sur les 

réponses AngII-dépendantes et AngII-indépendantes (TM). Nous avons ensuite évalué l’a tio  

du NO spécifiquement sur AT1, puis nous avons caractérisé son ode d’action, en vérifiant 

ue l’a tio  passait bien par une S-nitrosation. Enfin nous avons évalué si le NO pouvait 

odifie  l’i te alisatio  du récepteur AT1.  
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La t oisi e pa tie de ot e tude s’est i t ess e au  p ot i es de la oie de sig alisatio  

d’AT1. Nous a o s oulu ifie  si le NO pou ait odifie  l’a ti atio  des p ot i es e  a o t 

et en aval de la voie de signalisation. Nous présenterons les résultats obtenus pour deux 

protéines, PLC et MYPT, ainsi que les limites rencontrées au cours de cette étude.  

 

Nous nous sommes ensuite intéressés à AT2, e  alua t sp ifi ue e t l’i pa t de la 

nitrosation sur la vasodilatation AT2-dépendante. Nous présenterons les premiers résultats 

obtenus. 

 

Enfin, dans la dernière partie nous présenterons les résultats préliminaires obtenus sur une 

souche de rat hypertendus (SHR, Spontaneous hypertensive rat). 
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CHAPITRE 2 : TRAVAUX EXPERIMENTAUX 
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I. Aspécificité des anticorps anti-AT1  
 

1) Etude expérimentale, article 2 : No answer to the lack of specificity: Mouse monoclonal 

antibody targeting the angiotensin II type 1 receptor AT1R fails to recognize its target 

Le génome des mammifères code pour plus de 1000 RCPG, ils ont donc un rôle prépondérant 

da s l’o ga is e (Wettschureck et Offermanns 2005). De ce fait, de nombreuses études 

s’i t esse t à l’e p essio  de es epteu s. La d te tio  de RCPG e dog es i pli ue 

l’utilisation de radioligands, de ligands marqués ou d’a ti o ps. À l’heu e a tuelle, de 

nombreux anticorps sont disponibles sur le marché, permettant de cibler une grande majorité 

des RCPG. 

 

Cependant, depuis quelques années plusieurs publications sont venues questionner la 

spécificité des anticorps anti-RCPG (Michel et al. 2009). Plusieurs groupes ont montré 

ota e t l’asp ifi it  des a ti o ps dirigés contre les récepteurs 1-adrénergiques (Jensen 

et al. 2009), -adrénergiques (Hamdani et van der Velden 2009), les récepteurs de la 

dopamine (Bodei et al. 2009), les récepteurs muscariniques (Pradidarcheep et al. 2009) ou 

e o e les epteu s de l’hista i e (Beermann et al. 2012).   

 

Bien que des guidelines su  la alidatio  d’a ti o ps (Mackrill 2004 ; Gupta et Devi 2006) ainsi 

que les démarches permettant de prouver leurs spécificités (Michel et al. 2009) aient été 

publiées, de trop nombreuses études continuent à utiliser des anticorps aspécifiques.  

 

Les anticorps ciblant les epteu s de l’A g II ne font pas exception. En effet, les anticorps 

anti-AT1 (Benicky et al. 2012) et anti-AT2 (Hafko et al. 2013) ont été décrits comme non-

spécifi ues. Da s l’ tude de Be i k , si  anticorps ont été testés, dont l’a ti o ps pol lo al 

sc-1173 de Santa Cruz. Cet a ti o ps a t  utilis  da s eau oup d’ tudes, ota e t pa  

notre laboratoire (*Foulquier et al. 2011). Bien que décrit comme non spécifique, cet 

anticorps est encore largement utilisé dans la littérature (Chao et al. 2017; Young et al. 2017; 

Zhao et al. 2018; Ribeiro et al. 2018).  

 



Travaux expérimentaux 

 94 

Pour répondre à ces critiques, des anticorps monoclonaux (i.e. reconnaissant un seul épitope) 

o t t  d elopp s. L’o je tif de ot e tude tait do  de teste  la sp ifi it  du ou el 

anticorps monoclonal vendu par Santa Cruz, le sc-57038.  

 

Pour ce faire, nous avons utilisé un modèle hétérologue d’e p essio  d’AT1. Nous avons 

surexprimé le récepteur marqué par la GFP (Green fluorescent protein) dans des cellules HEK 

ui ’e p i e t pas AT1 de manière endogène. Nous avons ensuite visualisé le marquage 

obtenu avec les anticorps sc-1173 (polyclonal AT1 décrit comme non-spécifique) et sc-57038 

(monoclonal AT1) par Western blot et par immunofluorescence.  
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In the present work, we evaluated the specificity of the

SantaCruz sc-57036monoclonal anti-AT1 receptor antibody.

Human embryonic kidney (HEK293) cells, which lack en-

dogenous AT1 receptor expression, were transfected with a

plasmid containing the human AT1 receptor tagged at its ex-

tracellular N-terminus with the enhanced green fluorescent

protein (EGFP-AT1). First, weassessed the robustnessof our

model by verifying the functionality of the fluorescent recep-

tor and its localization. Second,wetested thespecificity of the

monoclonal sc-57036 antibody by Western blot and immuno-

fluorescence. We compared our data to the ones obtained

using thepolyclonal sc-1173antibodiesthat havealready been

described as non-specific. Our results indicate that the Santa

Cruz anti-AT1 receptor monoclonal antibody sc-57036 does

not label humanAT1 receptor. Moreover, weconfirm herethe

aspecificity of theAT1 receptor polyclonal antibodiessc-1173,

since bands were revealed by Western blot in all lysates

whether AT1 receptor waspresent or not.

Materials and methods

Cell culture and transfection

Humanembryonic kidney (HEK 293) cellswerecultured to ~

80% confluence in T-75-cm2 flasks in MEM with Earle’s salt
supplementedwith10%fetal calf serum, 2mM glutamine, and

1% antibiotics (penicillin/streptomycin) and re-plated twice a

week. The expression vector pIRES (Clontech) encoding for

the fluorescent EGFP-human AT1 receptor was a gift from

Prof. Haiech and Prof. Kilhoffer (University of Strasbourg)

and PCBISUMS3286 CNRS-University of Strasbourg.

Cells stably expressing human EGFP-AT1 receptorswere,

in addition, cultured with 600 μg/ml G418 (Invitrogen).

Antibodies

EGFP was detected with mouse monoclonal anti-GFP

(A11120 Life technologies) and goat polyclonal anti-GFPdi-

rectly coupled to horse radish peroxidase (HRP) (AB6663,

ABCAM). Tested antibodies against AT1 receptors were the

anti-AT1N-10 (SantaCruz sc-1173batchnumber C2415) and

the anti-AT1 TONI-1 (Santa Cruz sc-57036 batch number

I2111). Theanti-AT1 N-10 is a rabbit polyclonal IgG with an

epitope mapping within the N-terminal extracellular domain

of AT1 receptor of humanorigin. It hasjust beendiscontinued.

Theanti-AT1 TONI-1 isamousemonoclonal antibody raised

against a GST fusion protein corresponding to amino acids

297-356 of AT1 receptor of human origin. Both antibodies

are recommended by the manufacturer for detection of AT1
receptor of mouse, rat, and human origin by Western blot,

immunoprecipitation, immunofluorescence, and ELISA.

Calcium mobilization assay

Cellswerecultured for 3 daysinT10, then loadedwith2.5μM
Fluo-4 AM (Molecular Probes) for 1 h. Cells were rinsed in

PBS, collected in PBS 5 mM EDTA, and suspended in 9 mL

Hepes-BSA buffer (10 mM HEPESpH 7.4, 137.5 mM NaCl,

1.25 mM MgCl2, 1.25 mM CaCl2, 6 mM KCl, 5.6 mM glu-

cose, 0.4 mM NaH2PO4, 0.1% bovine serum albumin). Cells

were loaded in 96-well plates (Greiner 655090, 100 μL/well)
and centrifuged for 3 min at 800 rpm. AngII-evoked increases

in intracellular calcium were recorded over time using a

Flexstation III (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) (3-

s intervalsover 220 s) at 37 °C through fluorescenceemission
at 520 nm (excitation at 485 nm). Peak response amplitudes

werenormalized to basal fluorescencelevels. For each concen-

tration of theagonist, wedetermined themaximal value of the

increase in calcium concentration in order to build concentra-

tion responsecurves to AngII.

Cell surface expression of the fluorescent EGFP-AT1
receptor

Cells were cultured for 2 days in T10 then rinsed in PBS,

collected in PBS-5 mM EDTA. Immunolabeling of EGFP-

AT1 receptorsexpressed at thecell surfacewasdoneon intact

cells (approximately onemillion cells) pre-incubated in 1mL

PBS-1%BSA on icefor 1 h, then labeled usingmousemono-

clonal anti-GFP (A11120 Life technologies 1/100 dilution in

PBS1%BSA) for 30min on iceand secondary labeling done

using aR-phycoerythrin-conjugated AffiniPure F(ab’)2 frag-
ment goat anti-mouse IgG (1/100 dilution). EGFP fluores-

cenceand phycoerythrin (PE) staining weredetected by flow

cytometric analysis (20,000 cells per sample) on a cytometer

(FACSCalibur, Becton-Dickinson).

Western blotting to detect the EGFP-tagged AT1
receptor

Cellswerecultured for 2daysin6-well plates.Cell lysateswere

performed in 250 μL RIPA buffer (20 mM Tris-HCl pH 7.4,

150mM NaCl, 1%NP40, 0.25%Na-deoxycholate, 0.1%SDS,

complete protease inhibitor EDTA-free, Roche) according to

Lecat et al. (2015). In order to concentrate the receptors, in

someexperiments, cell lysatesunderwent immunoprecipitation.

Briefly, 450 μg of proteinswasexposed tomousemonoclonal
anti-GFP (A11120 Life technologies, 1:100) overnight on a

wheel at 4 °C before coupling to Protein A sepharose 4B
(Life technologies) for 2 h at 4 °C the following day. Protein
A/antibodies complexes were washed 3 times in 1 mL RIPA

buffer by successive centrifugations at 2000 rpm for 1 min at

4 °C beforebeing suspended in 2× Laemmli buffer.
Proteins were not heated and directly separated on 10%

acrylamide SDS-PAGE gel electrophoresis. Proteins were

Naunyn-Schmiedeberg'sArch Pharmacol
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then transferredontopolyvinyl difluoride(PVDF)membranes

for 2handWesternblottingwasperformedaccording toLecat

et al. (2015). Concentrations of antibodies were as follows:

polyclonal rabbit anti-AT1 receptor (Santa Cruz sc-1173)

1:500 and monoclonal mouse anti-AT1 receptor (Santa Cruz

sc-57036) 1:500. PVDF membranes were washed in acid

buffer for desorbing the antibodies and reprobed with goat

polyclonal anti-GFP directly coupled to horse radish peroxi-

dase (HRP) (AB6663, ABCAM) 1:250000. Secondary anti-

rabbit HRP and anti-mouse HRP antibodies were used at a

dilution of 1:10000 and 1:5000 respectively (Immuno

Research Laboratories).

Immunofluorescence

Cells were cultured for 24 h in 24-well plates on 12-mm di-

ameter coverslips coated with rat type I collagen. Cells were

fixed in PBS containing 4% paraformaldehyde, rinsed twice

withPBS, andexposed15min to50mM ammoniumchloride

in order to quench remaining paraformaldehydefluorescence.

Cells were then rinsed three additional times in PBS. Cells

exposed to the monoclonal sc-57036 antibody were perme-

abil ized 3 min in PBS containing 0.1% Triton X-100.

Immunolabelingwasperformed inPBS-0.2%BSAwitheither

polyclonal anti-AT1 receptor (sc-1173, 1:50), monoclonal an-

ti-AT1 receptor (sc-57036, 1:50), or monoclonal anti-GFP

(A11120, 1:100). Cells were washed three times in PBS-

0.2% BSA and incubated further with either secondary goat

anti-rabbit or goat anti-mouse antibodies coupled to Alexa

594 (Invitrogen; 1:200). After further washes in PBS, cover-

slips were mounted onto slides using an anti-fading agent

(Mowiol; Calbiochem). Image acquisition was performed

with afluorescent microscopeLEICA (motorizedmicroscope

Leica DM5500B together with cold-camera Leica CTR

6000). Figureswerecreated with FigureJ.

Results

Validation of the experimental model: in transfected
cells, fluorescently labeled AT1 receptors are
functional and localized AT the plasmamembrane

In cells expressing the fluorescently labeled EGFP-AT1, the

receptor is fused at its extracellular N-terminus with the

fluorophore(Fig. 1a). Weverified that thereceptor wasactive

in thesecellsbymeasuringcalciumresponsestoAngII.While

the parental HEK293 cells did not respond to the agonist,

showing that the receptor is not endogenously expressed,

EGFP-AT1 cells gave a nice AngII dose-response with an

EC50 around 2.10−8 mol/L AngII (Fig. 1b). Using fluores-

cencecell sortinganalysis, wehavecontrolled that all thecells

were expressing the fluorescent receptor (as detected by the

peak of EGFP fluorescence as compared to non-transfected

cells, Fig. 1c, left) and that thereceptor wasproperly localized

at the cell surface (as detected by surface labeling with anti-

GFP antibodies followed by red fluorescent secondary anti-

body labeling, Fig. 1c, right).

Polyclonal and monoclonal anti-AT1 antibodies
detected bands in Western blot whether the receptor
wasexpressed or not

The expected size of the fusion protein, EGFP-AT1 receptor,

estimated from theamino acid sequence, is73 kDa. Theestima-

tion does not take into account post-translational modifications

such as N-glycosylation. In Western blot of total cell extracts

(40 μg of proteins), both monoclonal sc-57036 and polyclonal
sc-1173 antibodies detected bandswhether the fluorescently la-

beled receptor was expressed or not (Fig. 2A; total lysates).

Reprobingof themembranewithmonoclonal anti-GFPantibody

specifically revealed a major band in HEK-EGFP-AT1
transfected cells (but not in parental cells) around 90 kDacorre-

sponding to the tagged receptor. A smaller band around 40 kDa

is also detected with the anti-GFP that could correspond to de-

graded receptorsmainly with theEGFP tag left.

In a second attempt to detect the receptors with anti-AT1
receptor antibodies, we performed immunoprecipitations of

450μgof proteinextractswithmonoclonal anti-GFPantibody
in order to concentrate thereceptorsprior toWestern blotting.

Again, polyclonal sc-1173andmonoclonal sc-57036 revealed

unspecific bands in both non-transfected and HEK-EGFP-

AT1 transfected cel l l ysates (Fi g. 2A ; anti -GFP-

immunoprecipitated lysates). Reprobing the membrane with

anti-GFP-HRP antibody specifically revealed the EGFP-AT1
receptor bands only in cells expressing the fluorescently la-

beled receptor (Fig. 2A; immunoprecipitated lysates).

Both anti-AT1 receptor antibodies failed to recognize
the receptor by immunofluorescence

Next, we tested the antibodies in immunofluorescence label-

ing experiments on EGFP-tagged AT1 receptor expressing

cells. Cells cultured on coverslips were labeled either with

anti-GFPor anti-AT1 receptors antibodies, followed by a red

f l uorescent secondary anti body detecti on. Usi ng

epifluorescence microscopy, images collected in the green

channel todirectly visualizethefluorescenceof EGFPshowed

a localization of the receptor principally at the cell plasma

membrane and in some intracellular perinuclear compart-

ments (Fig. 2B (a, d, g)).

Staining with the monoclonal GFP antibody on non-

permeabilizedcellsrevealedonly theplasmamembranelocal-

ization of the receptor (Fig. 2B (b)).

When using the polyclonal anti-AT1 receptor antibodies, no

plasma membrane staining was detected (Fig. 2B (e)). We
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obtained similar results with the monoclonal anti-AT1 receptor

antibody. For this antibody, we performed permeabilization of

thecellsdue to the localization of theepitope in theC-terminus

tail of thereceptor.Meanwhile, in thegreenchannel, thereceptor

could still bedetected by thedirect fluorescence of EGFP (Fig.

2B (g)); no specific labeling with the monoclonal anti-AT1 re-

ceptor antibody in the red channel (Fig. 2B (h)) and no

colocalization in theoverlay channel werevisible (Fig. 2B (i)).

Therefore, in accordance with our results obtained by

Western blot, monoclonal and polyclonal anti-AT1 receptor

antibodies also fai led to recognize AT1 receptors by

immunofluorescence.

Discussion

Here, webring the first evidenceof the lack of specificity of

the SantaCruz monoclonal anti-AT1 antibody sc-57036 as it

failed to specifically recognizetheAT1 receptor. In thepresent

work, we used a heterologousmodel of human AT1 receptor

expression in which the receptor is tagged with the EGFP

fluorescent protein at its extracellular N-terminal domain.

Before assessing the specificity of anti-AT1 receptor antibod-

ies, wefirst evaluated therobustnessof our model. HEK cells

stably expressed the EGFP-AT1 receptors homogeneously in

the cell population. The receptors were properly localized at

the cell surfaceand functional.

Weconfirmheretheaspecificity of theAT receptor polyclon-

al antibodies sc-1173, since bands were revealed by Western

blot in all lysateswhether AT1 receptor waspresent or not. We

obtained the same results with the AT1 receptor monoclonal

antibody sc-57036. Moreover, both AT1 receptor antibodies

failed to recognize thereceptor in immunofluorescencelabeling

assays. To our knowledge, this is thefirst report questioning the

specificity of SantaCruzmonoclonal AT1 receptor antibody sc-

57036.Already used in tenpublications(including threein2017

andonein2018) (Filiceet al. 2017; Yimet al. 2017; Ferrãoet al.
2017; Sinphitukkul et al. 2018), this antibody that lacks speci-

ficity could lead to false-positive staining on tissue or primary

cell culture and thereforemisinterpretations.

Fig. 1 In EGFP-AT1 transfected cells, AT1 receptor isproperly localized

at the cell surface. a Schematic view of the fusion protein EGFP-AT1
receptor. The EGFP fluorophore is localized in the extracellular N-

terminal part of the receptor. The sc-1173 polyclonal anti-AT1 receptor

targets theshort N-terminal domain of the receptor while theepitope for

the sc-57036 monoclonal anti-AT1 receptor encompassed the whole C-

terminal tail of the receptor. b HEK293 and EGFP-AT1 transfected cells

were exposed to angiotensin II (AngII; 10−12 to 10−4 mol/L). AngII-

evoked increases in intracellular calcium were recorded over time using

aFlexstation III (3-s intervals over 220 s) at 37 °C through fluorescence
emission at 520 nm (excitation at 485 nm). Peak response amplitudes

were normalized to basal fluorescence levels. Each point represents the

maximal value at 520 nm for a given AngII concentration. c The cell

population expressing the EGFP-AT1 receptors was compared to non-

transfected cells by fluorescence-activated cell sorting. Left panel: histo-

gram of cellsexpressing theGFPfluorescence (green line: cells express-

ing stably theEGFP-AT1 receptors; black line: non-transfected HEK293

cells). Right panel: histogram of cells labeled with phycoerythrin (PE):

intact cells were stained with anti-GFP antibodies and secondary

phycoerythrin-labeled antibodies (PE). Fluorescence intensities of non-

transfected HEK cells (black line) and cellsexpressing stably theEGFP-

AT1 receptors (red line).
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Fig. 2 Monoclonal and polyclonal anti-AT1 receptor antibodies failed to

recogni ze EGFP-AT1 receptor i n both Western bl ot and

immunofluorescenceassays. (A) Immunoblot of total cell lysates (left—
40 μg of proteins) or of anti-GFP immunoprecipitated material (right—
450μgof proteins) of non-transfectedHEK293cellsandof cellsexpress-
ing stably the EGFP-AT1 receptors. Proteins were revealed with either

polyclonal anti-AT1 sc-1173, monoclonal anti-AT1 sc-57036, or anti-

GFP-HRP antibodies. Anti-GFP antibody revealed bands only in cells

expressing the EGFP-AT1 receptor whereas sc-1173 and sc-57036 anti-

AT1 antibodies revealed unspecific bandswhether the receptor had been

transfected or not. (B) Antibodies immunolabeling onEGFP-tagged AT1

cells. (a, d, g) Imagescollected in thegreenchannel usingepifluorescence

microscopy showing thefluorescenceof theEGFP-taggedreceptorwhich

is localized principall y at the cell plasma membrane and in some

perinuclear compartments. (b, e, h) Images collected in the red channel,

stainedwith primary antibodiesdirectedagainst GFPepitopein b, or AT1
receptor (e sc-1173; h, sc-57036) followed by a red secondary antibody.

Plasmamembranelocalization of thereceptor andcolocalizationwith the

GFP signal (displayed in the channel overlay) is only detected with the

anti-GFP labeling (b and c respectively), whereas no plasmamembrane

signal (eand h) or colocalization (g and i) could bedetected when using

anti-AT1 antibodies. Scalebar is10 μM
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Concerning the sc-1173 antibodies, our results are in ac-

cordance with the ones obtained by Benicky et al. (2012).

They tested six commercially available anti-AT1 receptor an-

tibodies (including sc-1173) by Western blot and immunoflu-

orescence. All of them failed to recognize specifically the

receptor. First, they assessed the robustness of their models

(AT1A knockout miceand rat hypothalamic 4B cells) by ver-

ifying the lack of expression of AT1 receptor in both models

using radioligand binding assays. Second, they compared the

immunoreactivity of theantibodies in knockout tissuesand in

cells transfected or not with AT1 receptor. The six antibodies

(includingsc-1173) displayed very different patternand inten-

sity of immunoreactivity. But all testedantibodiesgavesignals

in tissues from AT1A knockout mice and non-transfected 4B

cells. Despite this first report of aspecificity, thesc-1173 anti-

bodies were still widely used in the literature up to now

(Rizzetti et al. 2018; Zhao et al. 2018; Ribeiro et al. 2018)

and it has just been discontinued.

SinceantibodiesdirectedagainstGPCRhavebeenwidely

criticized for their lack of specificity, acorrect validation of

the used antibodies should be provided by the authors and

requested by journal editors. Use of blocking peptide is a

weak proof of specificity and using tagged receptors is a

more reliable alternative method. Authors could also rely

on oneof the four criteria proposed by Michel et al. (2009)

to demonstrate specific immunolabeling of receptors in tis-

sues: (a)disappearanceof staininginknockoutanimalsof the

target receptor, (b) reduction of staining upon knockdown

approachessuchassiRNA treatment, (c) selectivity of stain-

ing in immunoblots or immunocytochemistry for the target

receptor vsrelated subtypeswhenexpressed in thesamecell

line, and/or (d) antibodies raised against multiple distinct

epitopesof areceptor yieldingvery similar stainingpatterns.

Given the issues concerning GPCR antibody specificity,

theuseof new tools to detect thesemembraneproteinsis thus

essential. Single-domain antibody (or nanobody) arousegreat

interest in the scientific community. Indeed, they show a

promising potential for research or therapeutic (Rasmussen

et al. 2011; Maussang et al. 2013). They have smaller sizes

(around 15 vs 150 kDa for a classical antibody), they can be

expressed intracellularly, they can display higher affinity and

specificity, and they havelower cost of production. Hence, the

emergence of nanobodies is likely to replace actual existing

polyclonal andmonoclonal antibodies to ensureareliablede-

tection of GPCR proteins.

In conclusion, we demonstrate here that the monoclonal

AT1 receptor antibody sc-57036 should be added to the long

list of non-specific antibodies targeting GPCRs.
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2) Perspectives 

Nos résultats montrent que, dans nos conditions, le nouvel anticorps monoclonal sc-57038 ne 

reconnaît pas AT1 de manière spécifique. En effet, en Western blot nous avons obtenu des 

bandes dans les lysats transfectés avec AT1 (EGFP-AT1  ais aussi da s eu  e l’e p i a t 

pas (HEK). De plus, en immunofluorescence, l’a ti o ps ’a pas su e o aît e le epteu  

transfecté. Nous avons obtenu des sultats ide ti ues a e  l’a ti o ps pol lo al s -1173. 

Cela est e  a o d a e  la litt atu e ui l’a d jà d it o e o -spécifique (Benicky et al. 

2012 ; Herrera et al. 2013). 

 

Nous décrivons ici, pour la première fois, l’a ti o ps s -57038 comme non spécifique. Cet 

anticorps a déjà été utilisé dans 10 publications dont 3 en 2017 (Filice et al. 2017 ; Yim et al. 

2017 ; Ferrão et al. 2017), les résultats de ces publications doivent donc être interprétés avec 

précaution.  

 

De trop nombreuses études continuent à utiliser des anticorps sans pour autant vérifier leurs 

spécificités. Certaines proposent une validation, cependant celle-ci est rarement satisfaisante. 

En effet la plupart met e  ide e u e dispa itio  de a uage lo s d’u e i u atio  a e  

u  peptide lo ua t o espo da t à l’ pitope e o u pa  l’a ti o ps (Oestreicher et al. 

2006 ; Hallersund et al. 2011 ; Ricchiuti et al. 2011). Cela ne prouve pas la spécificité de 

l’a ti o ps, rendant cette démonstration non valable.  

 

Au vu de tous ces éléments, il est donc nécessaire de développer de nouveaux outils afin de 

pe ett e l’ide tifi atio  des RCPG. Parmi les nouveaux outils proposés, les nanobodies (ou 

single-domain antibody) suscitent un grand intérêt dans la littérature. Au début des années 

90, les travaux de Hamers-Casterman mettent en évidence, dans du sérum de chameau, une 

ou elle lasse d’a ti o ps (Hamers-Casterman et al. 1993). Ces anticorps sont dépourvus de 

chaines légères et sont u i ue e t o pos s d’u e chaine lourde. Ils se fixent aux antigènes 

grâce à un domaine variable de la chaine lourde (VHH) d’environ 12 à 15 kDa (Mujić-Delić et 

al. 2014). C’est à pa ti  de es VHH u’o t été développés les nanobodies (Figure 23).  
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2) Étude expérimentale, article 3 : S-nitrosation regulates angiotensin II-dependent and -

independent AT1 responses in the cerebral circulation 
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ABSTRACT 

 

Background and Purpose. Angiotensin II (AngII) and nitric oxide (NO) regulate cerebral 

circulation. AngII AT1 receptors exert ligand-dependent and -independent (myogenic tone, 

MT) cerebral vessels vasoconstriction. NO induces post-translational modifications of proteins 

such as S-nitrosation (redox modification of cysteine residues). In cultured cells, S-nitrosation 

decreases AngII affinity for AT1. The present work evaluated the functional consequences of 

S-nitrosation on both AngII-dependent and AngII-independent cerebrovascular responses. 

 

Experimental Approach. S-nitrosation was induced in isolated rat middle cerebral arteries by 

pretreatment with the NO donors S-nitrosoglutathione (GSNO) or sodium nitroprusside (SNP). 

Agonist-dependent activation of AT1 was evaluated by concentration response curves to AngII. 

Ligand-independent activation of AT1 was evaluated by calculating MT (active vs. passive 

diameter) at pressures ranging from 20 to 200 mmHg in the presence or not of a selective AT1 

inverse agonist.  

 

Key Results. GSNO or SNP completely abolished the AngII-dependent AT1 vasoconstriction of 

cerebral arteries. GSNO had no impact on other vasoconstrictors sharing (phenylephrine, 

U46619) or not (serotonin) the same signaling pathway. MT was reduced by GSNO and 

addition of losartan did not further decrease MT, suggesting that GSNO blocks AT1-dependent 

MT. Those effects are not mediated by S-nitrosylation of sGC since its inhibitor did not restore 

AngII-response, but by S-nitrosation as ascorbate (which reduces S-nitrosated compounds) 

restored AngII-response.  

 

Conclusion. In rat middle cerebral arteries, NO-induced S-nitrosation affects specifically AT1 

receptor, and reduces both AngII-dependent and AngII-independent activations. 

 

Key words: AT1 receptor – Renin Angiotensin System – S-nitrosation – middle cerebral artery 

- rat  
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INTRODUCTION 

 

The renin angiotensin and nitric oxide (NO) systems are both important contributors 

to the regulation of the cerebral circulation. The renin angiotensin system is involved in 

cerebral blood flow autoregulation in cerebrovascular structure and function (Dupuis et al. 

2005). Clinical studies (Diener, 2009) and preclinical models (Omura-Matsuoka et al. 2009) 

show that blockers targeting angiotensin II (AngII) type 1 AT1 receptors have protective effects 

against stroke. The AT1 receptor has two functions: an AngII-mediated vasoconstriction, and 

recently demonstrated, an involvement in myogenic tone (MT, i.e. contractile response of 

arteries consecutive to an increase of arterial pressure (Schleifenbaum et al. 2014) which 

occurs independently of its interaction with AngII and that is inhibited by inverse agonists of 

AT1 receptor.  

The other important factor in cerebral circulation regulation, NO, is a gaseous radical 

well-known for its vascular dilatory effect through nitrosylation (coordination of NO to the 

ferrous heme prosthetic group) of soluble guanylate cyclase and cGMP production (Rapoport 

et al. 1983). Besides, NO also induces the S-nitrosation of proteins (Stamler et al. 1992).  

S-nitrosation is a redox based modification of proteins resulting from the covalent 

bound between NO and the sulfhydryl function of cysteine residues. Endogenous NO 

production, as well as exogenous delivery of NO from NO-donors, protect the brain against 

cerebral ischemia in preclinical models (Huang et al. 1996; Khan et al. 2006), especially 

through S-nitrosation of target proteins (Khan and Singh, 2016). This post-translational S-

nitrosation is involved in the regulation of the activity of many proteins (see the SNObase 

database (Zhang et al. 2012) for an exhaustive review). In 2006, Leclerc et al. highlighted an 

interaction between the renin angiotensin system and NO through S-nitrosation. They showed 

that short exposure of cells over-expressing AT1 receptors to NO donors led to S-nitrosation 

of the AT1 receptor on cysteine 289 that decreases its affinity to AngII (Leclerc et al. 2006).  

Based on the above evidences, we hypothesized that S-nitrosation might be a crucial 

regulator of both AT1 functions: AngII-dependent vasoconstriction and AngII-independent MT 

and tested this hypothesis with the application of an NO donor, S-nitrosoglutathione (GSNO) 

on rat middle cerebral arteries (Alencar et al. 2003).  

First, concentration response curves (CCR) to AngII were built using isolated and perfused rat 

middle cerebral arteries and compared to other vasoconstrictors. Specificity toward AT1 
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receptor was tested using several vasoconstrictors sharing or not AT1 receptor signaling 

pathway. Phenylephrine (Phe) and the thromboxane A2 agonist U46619 were chosen since 

both mediate vasoconstriction through receptors activating heterotrimeric Gq/11, like AT1 

receptors (Schleifenbaum et al. 2014). Serotonin (5-HT) served as a positive control as it 

mainly involves 5-HT1B receptor (Watts et al. 2012) which is coupled to Gi/Go (Lin et al. 2002).  

Second, we evaluated GSNO impact on AT1-dependent MT in arteries using the AT1 inverse 

agonist losartan. 

Third, as GSNO can release both NO and glutathione, we verified that the observed effect was 

linked to an exogenous NO release. Moreover, the role of endogenous NO production was 

assessed. As NO acts through two distinct mechanisms: nitrosylation and nitrosation both of 

these path a s e e i estigated i  o de  to dete i e G“NO’s a  of a tio .  

Finally, as receptor internalization is important in receptor resensitization and activation of 

downstream effectors (Hunyady et al. 2000), we evaluated whether GSNO could modify basal 

or activated AT1 receptor cell surface localization in a model of heterologous expression in 

HEK293 transfected cells. 
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MATERIALS AND METHODS  

 

Ethics Statement and animals 

The experiments were conducted on 4-5-month-old male normotensive outbred 

Wistar (Rj/Han: Wi, Janvier, Le Genest-Saint-Isles, France). They ate standard rat chow (A04, 

Safe, Villemoison-Epinay sur Orge, France) and drank water (Aqua-clear®, Culligan, 

Northbrook, USA) ad libitum. All e pe i e ts e e pe fo ed i  a o da e ith the 

Eu opea  Co u it  guideli es / /EU  fo  the use of e pe i e tal a i als i  the 

espe t of the  Rs’ e ui e e ts fo  A i al Welfa e. The p oje t u titled Nit o-Vi o  as 

positi el  e aluated  the egio al ethi al o ittee fo  a i al e pe i e ts a d app o ed 

 the F e h Mi ist  of Resea h °APAFI“# - . 

 

Vasoactive experiments 

Preparation of middle cerebral arteries 

Rats were anaesthetized with sodium pentobarbitone (100 mg.kg-1, i.p.), heparinized 

(1000 IU.kg-1, i.v.) and then sacrificed by decapitation. The brain was placed in a physiological 

salt solution (PSS) at 4°C (NaCl 119, NaHCO3 24, KCl 4.7, MgSO4 1.17, KH2PO4 1.18, CaCl2 1.6 

and glucose 5.10-3 mol/L).  

The first branch-free segment of the middle cerebral arteries (MCA) immediately 

proximal to the circle of Willis was dissected out and mounted on two glass micropipettes 

(diameter, 125–150 µm) in a small vessel arteriograph (model CH/1/AU/SH, Living Systems 

Instrumentation, Burlington, VT, USA) and secured with silk thread (diameter, 20 µm, 2-0, 

48mm, 2540, Ethicon, Issy-les-Moulineaux, France). The vessel was then pressurized 

(intraluminal pressure of 80 mmHg) and perfused (intraluminal flow rate of 100 µL.min-1) with 

PSS at 37°C. Arteries were placed in an organ bath with PSS at 37°C gassed with 5% CO2/95% 

O2 (extraluminal flow rate of 10 mL.min-1) for measurement of isotonic vasoconstriction and 

assessment of viability. 

Following initial pressurization, arteries were allowed to recover their basal myogenic 

tone for 60 min. Baseline internal diameter (ID) was measured using a video dimension 

analyzer (V94, Living Systems Instrumentation, Burlington, VT, USA); signals were digitized and 

stored with WinDataq DI 720 data acquisition software (Dataq Instruments, Akron, OH, USA). 
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Viability of the MCA was then assessed with potassium chloride (KCl, 4.10-2 mol/L) added to 

the extraluminal bath. The contractile response rapidly reached a steady state and was 

measured after 5-minute exposure. Responses were expressed as % change in ID from 

baseline ID (arteries showing less than 20% of contraction were excluded). Perfusion with KCl 

was followed by a 15-minute washout period so that ID returns to baseline. 

 

Pretreatment with GSNO 

After assessment of viability, MCA were exposed for 30 min to GSNO (2.10-6 mol/L) 

which increased ID. GSNO was then removed and the vessels submitted to a 1-hour washout 

period (PSS changed every 20 min, adapted from (Alencar et al. 2003) that allowed MCA ID to 

return to baseline (data not shown). According to Alencar et al. S-nitrosation of cysteine 

residues is maintained after the washout (Alencar et al. 2003).  

 

AngII-dependent response and Gq11, Gi/Go pathways  

Concentration response curves (CRC) to AngII (5 min per concentrations, from 10-12 to 10-6 

mol/L) were compared following PSS or GSNO pretreatment. Phe (10-12 to 10-4 mol/L), U46619 

(10-12 to 10-5 mol/L) and 5HT (10-12 to 10-5 mol/L) CRC were performed in the same conditions. 

Then, for the following series of experiments and in order to shorten the duration of the 

protocols, MCA were successively exposed to 2 equiactives concentrations of AngII (10-10 and 

10-9 mol/L) and 5HT (3.10-9 and 10-8 mol/L, concentrations determined from the previous 

concentration responses curves). Similar results were obtained regardless of the order of 

perfusion of AngII or 5HT (data not shown). Given the lack of available selective AT1 agonist, 

the specific impact of GSNO on AT1 vasoactive response was assessed using AngII in the 

presence of the AT2 antagonist PD123319 (10-6 mol/L) (Näveri et al. 1994).   

 

AT1-dependant myogenic tone experiment  

Myogenic tone was evaluated comparing the evolution of ID at pressures ranging from 

20 to 200 mmHg under active or passive (20 mmol/L EDTA) conditions in order to build MT-

pressure curves (Foulquier et al. 2014). MCA were exposed or not to the AT1 inverse agonist 

losartan (10-5 mol/L) to confirm the involvement of AT1 in myogenic tone (Schleifenbaum et 

al. 2014). MCA were pretreated with GSNO before exposure or not to losartan. The area under 
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the curve (AUC, arbitrary unit) of MT in function of pressure was built for each MCA using the 

following formula: MT = (ID – IDEDTA) x 100/ IDEDTA.  

 

Nitric oxide involvement in AT1 attenuated response 

In order to rule out any antioxidant effect of GSNO (via glutathione, GSH, release), MCA were 

exposed to GSH (30 min, 2.10-6 mol/L) instead of GSNO. To confirm the involvement of NO, 

MCA were exposed to another NO donor (sodium nitroprusside, SNP, 2.10-6 mol/L) in the same 

conditions. Control MCA followed the same protocol with PSS instead of NO donors. 

Implication of basal level of NO was assessed using Nω-Nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) 

an endothelial NO-synthase inhibitor. The concentration of L-NAME was fixed at 10-4 mol/L 

(Briones et al. 1999).  

 

Role of S-nitrosation 

As most effects of NO are mediated by sGC nitrosylation, its implication was assessed using 

sGC inhibitor 1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ). The concentration of ODQ 

was fixed at 10-5 mol/L (Yu et al. 2002). A series a MCA underwent dimethylsulfoxide (DSMO, 

i.e. ODQ solvent) treatment as control (final concentration 0,001%).  

To confirm the involvement of S-nitrosation in the effect of GSNO, MCA were exposed to 

sodium ascorbate (20 min, 5.10-6 mol/L, based on Figueiredo-Freitas et al. 2015) immediately 

after GSNO pretreatment to specifically reduce S-NO link. This was followed by 40 min PSS 

before exposure to AngII and 5HT.  

 

Internalization experiments 

HEK 293 (Human Embryonic Kidney) cells were cultured to ~80% confluence in T-75-cm2 flasks 

i  MEM ith Ea le’s salt supple e ted ith % fetal alf se u ,  M gluta i e a d % 

antibiotics (penicillin/streptomycin) and re-plated twice a week.  

 

The expression vector pIRES (Clontech) encoding for the fluorescent EGFP-AT1R human 

receptor was a gift from Prof Haiech and Prof Kilhoffer (University of Strasbourg) and PCBIS 

UMS3286 CNRS-University of Strasbourg. The vector was constructed using a ligation-

independent cloning strategy. Briefly, the receptor is expressed with, at its N-terminus, the 

fluorophore preceded by a signal peptide for translocation of the fusion protein to the 
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membrane of the endoplasmic reticulum (Vollmer et al. 1999). The construct was verified by 

DNA sequencing before transfection. 

 

For stable transfection of the EGFP-AT1 receptor, cells were plated one day before on 10-cm 

dishes and transfected with 18 µg of plasmids using the calcium phosphate precipitation 

method (described in Vollmer et al. 1999). Selection with antibiotic started two days later with 

600 µg/ml G418 (Invitrogen). Clones were collected after 2 weeks of selection. 

 

Internalization were carried out according to Gicquiaux et al. (2002) Briefly, cells 

expressing stably EGFP-AT1 receptors were suspended in HEPES-BSA buffer at a concentration 

of 106 cells/ml and the suspension was separated into tubes of 1 mL. Cells were either 

untreated (control) or treated with AngII (10-9 M) or GSNO (2.10-6 M) for 0, 5, 15, and 30 min 

at 37°C. A series of cells were pretreated for 30 min with GSNO at 37°C before activation with 

AngII (same times and concentrations). At the end of the incubations, cells were fixed with 

PBS containing 1% paraformaldehyde and 0.1% sodium azide then pelleted by centrifugation 

(at 4°C and suspended in PBS 0.2% BSA on ice to block nonspecific antibody labeling). 

Immunolabeling of EGFP-AT1 receptors expressed at the cell surface was done on intact cells 

using a monoclonal mouse anti-GFP (1/100 dilution) for 30 min at room temperature and 

secondary labeling done using a R-phycoerythrin-conjugated AffiniPure F a ’  f ag e t goat 

anti-mouse IgG (1/100 dilution). Phycoerythrin (PE) staining was quantified by flow cytometric 

analysis (20,000 cells per sample) on a cytometer (FACSCalibur, Becton-Dickinson). Using 

FACStar data software, mean PE fluorescence intensity was calculated after subtraction of the 

mean PE fluorescence of nonspecific staining by the two antibodies measured on non-

transfected HEK cells. Results are expressed in percent of variation of mean PE fluorescence 

between activated vs EGFP-AT1 cells not exposed to agonists (100%). 

 

Statistical analysis  

Vasoactive responses of the MCA were expressed as % changes in ID from the value 

measured during the washout preceding administration of the drug. Concentration-response 

curve to vasoactive agents were built for each MCA and half maximal effective concentration 

(EC50  as al ulated usi g Hill’s logisti  e uatio : 

%ID change = Emin+ (Emax-Emin)/(1+10(logEC50-log(concentration)xHillslope)) 
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where Emin and Emax are minimal and maximal response reached in each concentration-

response curve. The value of Hill slope for all experiments was 1.0±0.1. Then -logEC50 values 

(pD2 values) were calculated.  

For functional studies after pretreatments (PSS, GSH, SNP GSNO ± ascorbate, L-NAME 

or ODQ) For AT1-dependent myogenic tone, ID (active or passive) of MT or AUC were 

compared using one-way ANOVA (treatment) followed by a Bonferroni post-test (p < 0.05).  

For internalization studies differences in the responses to GSNO, AngII ± GSNO were 

determined by two-way ANOVAs (time, treatment) followed by a Bonferroni post-test (p < 

0.05). 

 

Substances used  

All reagents were purchased from Sigma Chemical Company (St Louis, MO, USA), 

U46619 from Enzo life Sciences (Farmingdale, NY, USA), ODQ from Alfa Aesar (Haverhill, MA, 

USA), sodium pentobarbital from Sanofi-Aventis (Libourne, France), anti-GFP and anti-PE 

antibodies from Thermofisher (Waltham, MA, USA). GSNO was prepared extemporaneously 

as previously described (Parent et al. 2013). All manipulations and assays involving GSH, 

ascorbate and GSNO were performed under conditions of subdued light, in order to minimize 

light-induced degradation. 
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RESULTS 

 

NO acts specifically on AT1 receptor signaling rather than on other Gq11 or Gi/Go signaling 

pathways 

The data obtained on AngII-mediated vasoconstriction are in accordance with the 

literature (Vincent et al. 2005; De Silva et al. 2009). GSNO pretreatment specifically reduced 

the AngII-mediated vasoconstriction of the MCA (Fig. 1). This was not linked to an increase in 

EC50 as GSNO completely abolished the response to AngII even at high concentrations. GSNO 

did not change the responses to other vasoconstrictors sharing the same Gq11 pathway 

(U46619, Phe) or other pathways (5HT) (Fig 1). Moreover, the abolition of AngII 

vasoconstriction obtained in the presence of the AT2-antagonist PD123,319 confirmed a 

decrease of AT1-mediated vasoconstriction rather than an increase of AT2-mediated 

vasodilation (Fig 2).  

 

GSNO abolishes AT1-mediated agonist-independent myogenic tone 

As previously observed by others (Schleifenbaum et al. 2014), losartan, an inverse agonist of 

the AT1 receptor, shifted the MT-pressure curve towards lower values (Fig. 3A) and 

significantly reduced the area under curve of the MT-pressure relationships versus controls 

(Fig. 3B). This confirms the implication of AT1 receptor on myogenic tone. GSNO significantly 

reduced MT to a lower extent than that obtained with losartan alone (Fig 3A and 3B). The 

reduction of the area under curve induced by GSNO+losartan was equivalent to that obtained 

by GSNO alone (Fig 3A and 3B) suggesting that GSNO decreased AT1-dependant myogenic 

tone. 

 

GSNO abolishes AT1 functions through NO release 

We ruled out any antioxidant properties of GSNO (via GSH release) as exposure to GSH did 

not change vasoconstriction induced by AngII (Fig. 4A). Involvement of NO was confirmed as 

SNP (another NO donor) induced similar results to those produced by GSNO (Fig 4B). 

Involvement of endogenous NO was excluded as treatment with L-NAME (endothelial NO-

synthase inhibitor) did not restore vasoconstriction to AngII following GSNO pretreatment (Fig 

4C).   
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NO effects are mediated by a S-nitrosation mechanism 

As most effects of NO are mediated by sGC nitrosylation, its implication was assessed using 

ODQ, a sGC inhibitor. ODQ did not prevent the loss of AngII vasoconstriction following GSNO 

pretreatment thus excluding involvement of S-nitrosylation (Fig 5A). ODQ specifically 

decreased the response to 5HT. However, this response was restored at higher concentration 

(10-6 mol/L) (Fig. I). No effect of DMSO (i.e. ODQ solvent) was observed on both AngII and 5HT 

responses.  

The response of MCA to AngII was restored when ascorbate (used to reduce S-NO link) was 

added during the washout after GSNO exposure (Fig. 5B) indicating that S-nitrosation is 

involved in the reduction of the AngII response following GSNO exposure. No changes were 

observed for 5HT.   

 

AT1 receptor cell surface localization is not modified by NO 

Due to the lack of specific antibodies directed against AT1R (our unpublished data, Benicky et 

al. 2012) precluding experiments on isolated MCA, the impact of GSNO on cell surface 

localization of AT1 receptor was assessed in an heterologous expression system: EGFP-tagged 

AT1 receptors expressed in HEK293 cells. Using fluorescence cell sorting analysis, the cell 

population was controlled to have a homogenous expression of the receptors as detected by 

a single Gaussian peak of GFP fluorescence as compared with non-transfected HEK cells (Fig. 

6A green line versus black line respectively). When exposed to GSNO alone (2.10-6 mol/L) at 

37°C, no variation of cell surface receptors was observed as detected by monoclonal anti-GFP 

antibody labeling followed by secondary anti-mouse antibody coupled to phycoerythrine (PE, 

Fig. 6B orange line and 6C). Treatment of EGFP-AT1 transfected cells with 10-9 mol/L of AngII 

induced a rapid decrease in the amount of receptors detected at the cell surface of intact cells 

(measurement of PE fluorescence intensities of the cell population, Fig. 6B) while the total 

amount of receptors remained constant (measurement of GFP fluorescence intensities of the 

cell population, Fig 6A). The decrease of cell surface receptors upon activation is due to 

internalization of the receptor. Activated receptors are internalized with a maximal amplitude 

of 55-60% that is reached almost after 5 minutes of activation (Fig 6B, blue line and Fig. 6C). 

When cells were treated with GSNO followed by incubation with AngII, the same decrease of 

PE fluorescence was observed as compared with AngII alone (Fig 6B red line versus blue line, 

respectively) indicating that GSNO did not alter AT1 internalization amplitudes (55 vs 53 %, ns) 
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(Fig. 6B and 6C). Similar results were obtained with cells exposed to AngII for 5, 15 or 30 min 

indicating that AT1 internalization kinetics are unaltered as well by GSNO pre-treatment (Fig. 

6C). 
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DISCUSSION 

 

Pretreatment of vessels with GSNO induces S-nitrosation of vascular proteins (Alencar 

et al. 2003). In the present work, we demonstrate that GSNO pretreatment of cerebral arteries 

specifically abolishes both ligand-dependent (AngII) and –independent (MT) AT1 functions. 

 

We decipher the mechanisms involved using pharmacological tools. First, we argue that GSNO 

effect is linked to NO (as SNP, another NO donor, produces similar results) rather than to its 

antioxidant properties (as GSH does not modify the vasoconstrictive responses of MCA). Then, 

we ruled out any involvement of endogenous NO production using the eNOS inhibitor L-

NAME. The abolition of AngII-induced vasoconstriction of MCA was obtained using 2.10-6 

mol/L of GSNO, a concentration very close to its vasodilating EC50 (2.8±0.4 10-6 mol/L, Fig. II.). 

Vasodilation involves the activation of the soluble guanylyl cyclase (sGC)/GMPc pathway 

through sGC nitrosylation. In our experiments, the one-hour washout enables diameters to 

return to baseline, suggesting that nitrosylation-dependent activation of sGC disappears and 

could therefore not account for the reduced AngII constrictive response (Fig. III). This was 

further confirmed by the use of the sGC inhibitor, ODQ, which does not prevent the abolition 

of AngII responses, thus suggesting the involvement of other mechanisms. Alencar et al. 

previously showed, using a similar protocol (Alencar et al. 2003), that S-nitrosation of proteins 

remains despite a 1-hour washout. We confirmed that GSNO effect is linked to S-nitrosation 

(Stamler et al. 1992), as sodium ascorbate treatment, known to specifically reduce S-NO link, 

prevents the abolition of AngII vasoconstriction.  

 

The abolition of AngII response following GSNO pretreatment is consecutive to a decreased 

AT1-constriction rather than to an increased AT2-related dilatation, as evidenced in presence 

of AT2 antagonist. This reduced vasoconstriction is not consecutive to a GSNO-induced 

alteration of the contractile apparatus, as 5HT-induced vasoconstriction remained unaffected. 

While the 5-HT1B receptor involved in cerebrovascular constriction (Watts et al. 2012) is 

coupled to a Gi/Go G-protein (Lin et al. 2002), the AT1 receptor, as well as the thromboxane 

A2 and the alpha1-adrenergic receptors are coupled to the Gq11 G-protein (Schleifenbaum et 

al. 2014). As GSNO specifically abolished AngII- but not U46619- nor Phe-induced 
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vasoconstriction, this highlights an alteration upstream the G protein Gq11 and specifically on 

the AT1R signaling pathway.  

One hypothesis relies on changes in the amount of AT1 receptors at the cell surface due to 

variation in expression, exocytosis or internalization upon GSNO treatment. It seems unlikely 

that 30 min exposure to GSNO might affect AT1 transcription or gene expression as these 

require a much longer treatment (18-24h; that could not be detected within the time schedule 

of our experiments) or higher concentrations (100-fold more) (Ichiki et al. 1994; Cahill et al. 

1995) 

Our results using EGFP-AT1 transfected cells show that AngII induces AT1 receptor 

internalization whereas GSNO alone has no effect. Pretreatment of the cells with GSNO did 

not affect the amplitude or kinetics of activated AT1R internalization. Whether GSNO 

pretreatment could affect proteins such as ATRAP (Tanaka et al. 2005) or ARAP1 (Guo et al. 

2003) which specifically promote internalization or membrane expression of AT1 respectively, 

or more general a to s of e epto ’s e do tosis su h as eta-arrestins, clathrin and/or 

dynamin (Gáborik et al. 2001) that were shown to be regulated by S-nitrosation (Daaka 2012), 

is thus unlikely.  

Several studies have previously demonstrated that S-nitrosation can lead to uncoupling of G 

proteins from their receptors, thus decreasing their activity (Hess et al. 1994; Miyamoto et al. 

1997). Activity of G protein-coupled receptors could be either upregulated (cholinergic 

receptor M2/M4) or downregulated (purinergic receptor P2Y12, lysophosphatidic acid 

receptor LPA1 or cannabinoid receptor CB1) by NO donors such as GSNO or CysNO (Kokkola et 

al. 2005).  

Several of our results point towards a probable S-nitrosation of the AT1 receptor itself that 

would affect its conformational dynamics inhibiting its stabilization in the active state.  

First a decrease in AngII affinity for AT1 receptor was observed on transfected HEK cells 

overexpressing AT1 receptor in relation to a probable S-nitrosation on its Cys289 (Leclerc et al. 

2006). A difficulty to isomerize into an active form that has a better affinity for agonist can 

also lead to a decrease of apparent affinity of a receptor, a phenomenon that has been 

previously described for a mutant of the tachykinin NK2 receptor (Lecat et al. 2002). This 

would explain why, in our study, both ligand-dependent and independent functions are 

impaired.  
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Effectively, we report that GSNO also abolished the AngII-independent response of the AT1 

receptor, i.e. its involvement in the setting of the cerebrovascular myogenic tone. The 

molecular mechanism of AT1 receptor activation upon mechanical stress has been proposed 

to be mediated by a change in the conformation of the receptor in which the transmembrane 

domain 7 of the receptor shifts into the agonist-binding pocket and triggers activation 

independently of agonist (Yasuda et al. 2008). This is why losartan, an inverse agonist that 

stabilizes the receptor in its inactive form, was shown to block AT1 e epto ’s i ol e e t in 

the setting of the cerebrovascular myogenic tone. We observed that pretreatment with GSNO 

induced a stronger decrease in MT than treatment with losartan alone. When losartan was 

added to GSNO pretreatment, no further decrease was observed. This cannot be explained by 

a complete blockade of MT by GSNO (MT remaining relatively high - 29% at 80 mmHg - after 

GSNO pretreatment) and thus suggests that AT1-mediated MT was already abolished by 

GSNO. Thus the GSNO effect attenuating AT1-mediated MT points towards the hypothesis that 

the AT1 receptor itself is altered in its conformational dynamics. The stronger decrease in MT 

compared to losartan alone is most likely related to the impact of GSNO on other 

mechanosensors, such as other G protein-coupled receptors (Kauffenstein et al. 2012).  

Finally, the fact that GSNO alters AT1-induced vasoconstriction without affecting AT1 receptor 

internalization could also be explained by an alteration in the receptor conformational 

dynamics: indeed, molecular dynamics simulation of the basal and the active states of AT1R 

leads to the proposal that activation of the Gq11 pathway is associated with a specific 

conformational transition stabilized by the agonist but that the activation of the -arrestin 

pathway leading to internalization would be linked to the basal state of the receptor (Cabana 

et al. 2015). Further studies are required to demonstrate whether S-nitrosation of the 

receptor indeed alters its conformational dynamics. 

In conclusion, we demonstrate a new and unexplored regulation pathway of the 

cerebrovascular renin angiotensin system: at the cerebrovascular level, GSNO pretreatment 

induces S-nitrosation which is associated with a decrease in AT1 agonist-dependent or -

independent vasoconstriction. Taken together, these results suggest that the redox regulation 

via S-nitrosation of the renin angiotensin system components might become an important 

therapeutic target. Others of our data indicate that GSNO decreases AngII-mediated 

vasoconstriction in arteries from spontaneous hypertensive rats (-3±1 vs -12±2 %, n = 3-4 MCA 

per condition). Therefore, besides its neuroprotective properties (Khan et al. 2005), GSNO, if 
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administered after stroke, a situation in which AT1-dependent vasoconstriction is exacerbated 

(Stenman and Edvinsson 2004) and NO availability is reduced (Chrissobolis et al. 2011), could 

be beneficial by reducing AT1 signaling. We recently demonstrated that the microparticles 

loaded with GSNO protected the brain from the consequences of ischemia (Parent et al. 2015). 

Further experiments are needed to link this cerebroprotection to the S-nitrosation in AT1 

signaling pathway. 

 

INNOVATION 

Angiotensin II (AngII) is a key regulator of the cerebral circulation. The fine tuning of its AT1 

receptor (constrictor) is of critical importance in many pathophysiological processes, such as 

stroke. The present study is the first to identify S-nitrosation (the covalent bound between NO 

and cysteine residues) as a mechanism involved in the control of the AT1-dependent 

cerebrovascular functions. S-nitrosation leads to reduced AngII vasoconstriction and 

myogenic tone and might thus represent a new therapeutic target in cerebrovascular 

diseases, in which excessive vasoconstriction may lead to deleterious consequences. 
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ABBREVIATION 

5HT: serotonin 

AngII: angiotensin II  

AT1: angiotensin II type 1 receptor 

AT2: angiotensin II type 2 receptor 

AUC: area under the curve 

BSA: Bovine serum albumin 

DMSO: dimethyl sulfoxide 

EGFP: Enhanced Green Fluorescent Protein 

FACS: Fluorescence-activated cell sorting 

GFP: Green fluorescent protein 

GSH: glutathione 

GSNO: S-nitrosoglutathione 

HEK: human embryonic kidney 

ID: internal diameter 

L-NAME: Nω-Nitro-L-arginine methyl ester 

MCA: middle cerebral artery 

MT: myogenic tone 

NO: nitric oxide 

ODQ: 1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one 

PBS: Phosphate buffered saline 

PD123,319: AT2 antagonist 

PE: Phycoerythrin 

Phe: Phenylephrine 

PSS: physiological salt solution 

SNP: sodium nitroprusside 

sGC: soluble guanylyl cyclase 

U46619: thromboxane A2 agonist   
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effective concentration (EC50) and maximal effect (Emax) values in response to (A) angiotensin 

II (AngII), alpha1-adrenergic agonist phenylephrine (PE), thromboxane A2 agonist (U46619) 

and (B) serotonin (5HT), after exposure to S-nitrosoglutathione. 

Fitti g to Hill’s logisti  e uatio  as used. Values fo  EC50 (mol/L) and Emax (%) are expressed 

as means ± SEM. n = 5-7 middle cerebral arteries per curve.  
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Fig. 2. GSNO specifically abolishes AT1-induced vasoconstriction  

Specific AT1 induced vasoconstriction was assessed in response to Angiotensin II (AngII) in the 

presence of PD123319 (a selective AT2 antagonist, 10-6 mol/L), and compared to serotonin 

(5HT). Changes in internal diameter (%) are expressed as means ± SEM. Two-way ANOVA 

(pretreatment, concentration) were used to calculate p values; *: p<0.05 vs control 

(Bonferroni post-test). n = 6-8 middle cerebral arteries per condition  
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Fig. 3. GSNO decreases AT1-dependant myogenic tone 

Impact of an exposure to S-nitrosoglutathione (GSNO), losartan or GSNO+losartan on 

myogenic tone (A) and area under the curve of myogenic tone (B) of middle cerebral arteries 

isolated from Wistar rats. Values are expressed as means ± SEM. One-way ANOVA (treatment) 

was used to calculate p values; *: p<0.05 vs control; $: p<0.05 vs losartan *: p<0.05 vs control 

(Bonferroni post-test). n = 8-19 middle cerebral arteries per condition.  
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Fig. 4. Exogenous NO brought by either GSNO or SNP is responsible for the loss of AngII-

response rather than GSH or endogenous NO 

In each panel, serotonin (5HT) served as positive control. (A) Middle cerebral arteries (MCA) 

were pretreated or not with S-nitrosoglutathione (GSNO, 2.10-6 mol/L, 30 min) or glutathione 
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(GSH, 2.10-6 mol/L) followed by a 1-hour washout. (B) MCA were pretreated or not with 

sodium nitroprusside (SNP, 2.10-6 mol/L, 30 min) followed by a 1-hour washout. (C) MCA were 

pretreated or not with GSNO followed in presence by a 1-hour washout in presence of Nω-

Nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME, 10-4 mol/L) throughout the experiment. Changes in 

internal diameter (%) are expressed as means ± SEM. Two-way ANOVA (pretreatment, 

concentration) were used to calculate p values; *: p<0.05 vs unexposed; $: p<0.05 vs GSH 

(Bonferroni post-test).  n = 5 middle cerebral arteries per condition.  
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Fig. 5. The effect of GSNO is independent of sGC activity as it is mediated by S-nitrosation 

(A) MCA were pretreated or not with GSNO followed by a 1-hour washout, then 

[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ, 10-5  mol/L) was added throughout the 

experiment. Dimethyl sulfoxide (DMSO, i.e. ODQ solvent, was used as control). (B) After 

pretreatment or not with GSNO, MCA were exposed to sodium ascorbate (5.10-6 mol/L, 20 

min) to specifically reduce the S-NO bounds, followed by a 40 min washout. As ascorbate 

alters the vasoactive responses to AngII and 5HT, control MCA underwent the same ascorbate 

washout after PSS (instead of GSNO) exposure. Changes in internal diameter (%) are expressed 

as means ± SEM. Two-way ANOVA (pretreatment, concentration) were used to calculate p 

values; *: p<0.05 vs unexposed; $: p<0.05 vs DMSO (Bonferroni post-test). n = 3 to 5 middle 

cerebral arteries per condition.  
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Fig. 6. GSNO does not modify AT1-internalization kinetics or amplitudes  

Cell Surface EGFP-AT1 receptors were evaluated by fluorescence-activated cell sorting using 

anti-GFP antibodies and secondary phycoerythrin-labeled antibodies (PE). (A) Cellular GFP or 

(B) cellular PE fluorescence intensities of non-transfected HEK cells (black line) and EGFP-AT1 

cells (green line) or EGFP-AT1 cells activated with either AngII (30 min,10-9 M - blue line), GSNO 

(30 min,2.10-6 M - orange line) or GSNO (30 min, 2.10-6 M) together with AngII (30 min,10-9 M 

- red line). (C) variation of EGFP-AT1 cell surface receptors normalized vs non activated EGFP-

AT1 cells. Variation of cell surface receptors are expressed as means ± SEM of the mean 

fluorescence of PE. Two-way ANOVA (time, treatment) were used to calculate p values; *: 

p<0.05 vs GSNO (Bonferroni post-test). n = 2 separate determinations, 4 points per conditions.  
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SUPPLEMENTAL FIGURES 

 

 

Fig. I. Effect of ODQ and DMSO on serotonin vasoconstriction  

MCA were pretreated or not with GSNO and 1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one 

(ODQ, 10-5  mol/L) was added throughout the experiments. Dimethyl sulfoxide (DMSO, i.e. 

ODQ solvent, was used as control). Changes in internal diameter (%) are expressed as means 

± SEM. Two-way ANOVA (pretreatment, concentration) were used to calculate p values; *: 

p<0.05 vs unexposed; $: p<0.05 vs DMSO (Bonferroni post-test). n = 3 to 5 middle cerebral 

arteries per condition.  
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Fig. II. Concentration response curves to S-nitrosoglutathione 

Concentration-response curves, half maximal effective concentration (EC50) and maximal 

effect (Emax) in response to S-nitrosoglutathione (GSNO) of middle cerebral arteries isolated 

from Wistar rats. 

Fitti g to Hill’s logisti  e uatio  as used. Values fo  EC50 (mol/L) and Emax (%) are expressed 

as means ± SEM. n = 6 middle cerebral arteries.  
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Fig. III. Impact of S-nitrosoglutathione (GSNO) pretreatment on internal diameter  

Internal diameters of rat middle cerebral arteries were measured before (baseline, open bars), 

after 30 min of exposure to GSNO (2.10-7 mol/L, 2.10-6 mol/L or 2.10-5 mol/L) or physiological 

salt solution (PSS (for controls, full bars) and following the on-hour wash-out (grey bars).  

*: p<0.05 vs baseline; $: p<0.05 vs G“NO pai ed “tude t’s t-test). Values are expressed as 

means ± SEM. n = 4-9 middle cerebral arteries per condition.  
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3) Perspectives 

Nos résultats montrent que le GSNO bloque à la fois la réponse Ang II-dépendante 

(vasoconstriction) et Ang II-indépendante (TM). Pour la vasoconstriction, le GSNO et le SNP 

semblent agir spécifiquement sur AT1 a  d’aut es aso o st i teu s pa tagea t Phe, 

U46619) ou non (5HT) sa voie de signalisation ne sont pas affectés. Pour le TM, nos résultats 

concordent avec ceux de la littérature ca  l’i hi itio  d’AT1 par le losartan diminue le TM. Le 

GSNO entraine une diminution plus grande du TM comparée au losartan seul. Cependant 

l’additio  de losa ta  au G“NO e fait pas plus a ie  le TM sugg a t ue la pa tie AT1 était 

déjà bloquée. La diminution du TM est plus grande ave  G“NO u’avec losartan seul. Nous ne 

pouvons pas exclure que le GSNO module, par nitrosation, la réponse d’autres RCPG impliqués 

dans le TM.  

 

Nous avons ensuite montré que l’effet du G“NO tait ie  dû à u e libération de NO. 

L’utilisatio  de G“H ’a pas odifi  la po se à l’A g II, excluant ainsi une action antioxydante 

du GSNO. De plus nous avons obtenu des résultats similaires avec un autre donneur de NO, le 

SNP. E fi  ous a o s e lu l’i pli atio  du NO e dog e a  l’utilisation de L-NAME 

(inhibiteur de la eNO“  ’a pas p e u l’effet du G“NO.   

 

De plus, comme le NO peut médier son effet soit pas nitrosylation soit par nitrosation, nous 

avons étudié ces deux voies. L’i hi itio  de la GCs ’a pas p e u l’effet de G“NO. Cepe da t 

l’utilisatio  d’as o ate qui réduit les liaisons S-NO) a permis de restaurer la vasoconstriction 

à l’A g II. Ai si, l’e semble de ces résultats pointe donc vers une nitrosation du récepteur AT1.  

 

Enfin, nous avons étudié l’i te alisatio  d’AT1. Nos résultats montrent que le GSNO ne 

odifie pas l’e p essio  d’AT1 à la surface des cellules et ’e p he pas so  i te alisatio . 

Ces résultats montrent donc que la voie Gq d’AT1 est impactée par la nitrosation mais pas la 

signalisation dépendante de la -arrestine. Cela pou ait s’e pli ue  pa  u e odifi atio  

conformationnelle du récepteur. En effet, il a été p opos  pa  Ca a a ue l’a ti atio  de la 

voie Gq/11 entrainait un réarrangement du récepteur et en particulier du 7ème DTM. Cependant 

l’a ti atio  de la oie -arrestine semble liée à la conformation basale du récepteur (Cabana 

et al. 2015). Il a été montré par Leclerc que la cystéine 289 située sur le 7ème DTM pouvait être 
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it os e et u’elle di i ue l’affi it  de l’A g II pour le récepteur (Leclerc et al. 2006). De ce 

fait une modification de cette cystéine pourrait empêcher le récepteur de passer dans sa 

conformation active pour la voie Gq/11, expliquant ainsi l’a olition de la vasoconstriction.  

 

L’e semble de nos résultats suggère ue l’e positio  d’ACM à u  do eu  de NO e t ai e u e 

S-nitrosation du récepteur AT1. Il faudrait cependant confirmer nos résultats en identifiant la 

(ou les) cystéine(s) nitrosée(s).  

 

Nous avons fait plusieurs essais afi  d’ide tifie  les st i es it os es da s des od les de 

CML as ulai es de at et de i o aisseau  au . Nous e disposo s pas d’assez de 

tissus pour réaliser les essais directement sur les ACM. Nous avions montré par une technique 

de biotine switch (i.e. méthode permettant la détection de protéines nitrosées) u’après 

exposition au GNSO, AT1 est retrouvé parmi les protéines nitrosées. Cependant cette 

te h i ue essite l’utilisatio  d’a ti o ps anti-AT1, nous avons donc écarté ces résultats 

pour passer à une technique de spectrométrie de masse. Cette technique ne nous a pas permis 

d’ide tifie  AT1 par manque de sensibilité. En effet AT1 est peu exprimé par rapport aux 

protéines membranaires comme l’a ti e. “o  sig al est do  pe du da s le uit de fo d. 

Nous a io s essa  d’e t ai e les p ot i es e a ai es, epe da t e ap s e 

p oto ole, l’a ti e estait la p ot i e ajo itai e.  

 

Pour identifier les protéines nitrosées, nous pourrions utilise  le od le d’e p essio  

hétérologue EGFP-AT1. Il serait envisageable de réaliser une immunoprécipitation avec un 

anticorps anti-GFP, afin de concentrer les récepteurs. Puis de le visualiser en spectrométrie 

de masse.  

Une autre perspective serait d’utiliser un modèle génétiquement modifié dans lequel les 

cystéines des récepteurs AT1 et AT2 seraient substituées par des acides aminés dépourvus de 

fonction thiol comme les sérines ou les alanines. Cela nous permettrait de prévenir la 

it osatio  de es deu  epteu s et d’ tudie  ensuite les o s ue es d’u e e positio  à 

un donneur de NO. 
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E fi , ot e tude s’est i t ess e p i ipale e t au  o s ue es de la it osatio  su  les 

fo tio s aso ot i es des epteu s de l’A g II. Il se ait i t essa t d’alle  tudie  l’i pa t 

du NO sur les autres fonctions des récepteurs : prolifération, a gioge se, apoptose… 

 

Au vu de nos résultats nous avons décidé de poursuivre notre étude en explorant trois autres 

pistes. Tout d’a o d ous a o s tudi  l’i pa t du G“NO sp ifi ue e t su  des p ot i es 

i pli u es da s la oie de sig alisatio  d’AT1. Nous nous sommes ensuite intéressés à la 

vasodilatation AT2-dépendante. Enfin nous avons évalué l’i pa t de la it osatio  da s u  

modèle de rats hypertendus.  

 

Les résultats que nous avons obtenus sont présentés ci-après.   
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III. Impact de la S-nitrosation sur les effe teu s de la oie de sig alisatio  d’AT1 

 

1) Introduction 

Nous a o s p de e t o t  ue l’e positio  d’ACM à un donneur de NO diminue les 

réponses médiées par AT1, la vasoconstriction et le TM. Nos résultats suggèrent que 

l’alt atio  se fait directement au niveau du récepteur et non au niveau de sa voie de 

sig alisatio . E  effet la aso o st i tio  d’aut es epteu s oupl s à Gq/11 (thromboxane 

A , ph leph i e  ’est pas diminuée par le GSNO.  

 

Afin de confirmer cette hypothèse nous avons oulu tudie  l’i pa t de la it osatio  su  la 

oie de sig alisatio  d’AT1. Certaines protéines de cette voie, notamment RhoA, voient leurs 

activités diminuées par la nitrosation (Zuckerbraun et al. 2007 ; Lin et al. 2018).  

 

Nous nous sommes intéressés à deux protéines situées en amont (PLC 1) et en aval (MYPT) 

de RhoA, do t l’a ti atio  se fait pa  u e phospho latio  (cf Figure 13, p65). 
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2) Démarche expérimentale  

Cette étude a été réalisée en colla o atio  a e  le D  N. Me ie  de l’UMR INSERM 1116 

(Nancy, France).  

 

Comme précédemment mentionné, le peu de matériel disponible sur les ACM ne nous a pas 

pe is de o dui e l’ tude di e te e t su  les a t es. Nous avons utilisé un modèle de CML 

vasculaires aortiques primaires de rat. Ce modèle est classiquement utilisé pour étudier la 

phosphorylation des protéines impliquées dans les oies de sig alisatio  d’AT1 (Bregeon et al. 

2009 ; Guilluy et al. 2010 ; Kirabo et al. 2011). 

 

Le protocole que nous avons utilisé est basé sur elui d it da s l’étude de Guilluy (Guilluy et 

al. 2010). Les CML ont été extraites à partir d’ao tes de rats Wistar (normotendus) par 

digestion enzymatique et cultivées dans un milieu DMEM/F12 (Gibco-31330) supplémenté 

avec 10% de s u  de eau fœtal et % d’antibiotiques (pénicilline/streptomycine). Les 

cellules ont été exposées au GSNO (1h, 37°C, 10-3 mol/L) en présence ou non de losartan (10-

6 mol/L). Après un rinçage les cellules ont ensuite été exposées à de l’A g II (1h, 37°C, 10-7 

mol/L), là encore en présence ou non de losartan (10-6 mol/L). L’e se le des 

expérimentations ont été conduites sur des cellules à passages précoces (entre p2 et p4). 

 

La sti ulatio  des CML a e  de l’A g II i duit u e phospho latio  de PLC 1 et MYPT. 

L’utilisatio  de losa ta  a tago iste d’AT1  doit do  i hi e  l’a ti atio  de es p ot i es et 

ainsi diminuer leurs phosphorylations. Nos résultats obtenus sur les ACM montre que le GSNO 

agit spécifiquement sur AT1 et ’a pas d’i pa t su  d’aut es epteu s pa tagea t la e 

voie de signalisation. Ainsi, notre hypothèse était que le prétraitement des cellules avec du 

G“NO i hi e ait l’a ti it  d’AT1 empêchant ainsi la phosphorylation de PLC 1 et MYPT (Figure 

26, p147). 
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Afi  d’ tudie  la phospho latio  di e te e t su  les a t es cérébrales, et afi  d’aug e te  

la quantité de tissus, nous avons prélevé les artères cérébrales moyennes, postérieures et 

antérieures (n=6 artères/essai). Elles ont été traitées, immédiatement après prélèvement, 

dans les mêmes conditions que les artères utilisées pour la vasoréactivité (Ang II 10-9 mol/L) 

puis lysées. La migration des échantillons et le transfert se sont faits dans les mêmes 

conditions que décrites p de e t. Da s es ha tillo s ous ’a o s pas ussi à 

visualiser les formes phosphorylées de PLC 1 et MYPT. 

  



Travaux expérimentaux 

 151 

3) Limites et perspectives 

Bien que plusieurs études aient décrit les protocoles permettant la visualisation de la 

phosphorylation de protéines (Bregeon et al. 2009; Guilluy et al. 2010; Oh et al. 2012), nous 

’a o s pas t  e  esu e de ep odui e es sultats. Plusieurs hypothèses peuvent 

expliquer cela.  

 

Il est possi le ue ous ’a i ions pas à mettre en évidence une augmentation de la 

phospho latio  a  la o e t atio  d’A g II utilis e est t op importante (10-7 mol/L vs 10-10 

et 10-9 mol/L en vasoréactivité). Cette hypothèse est cependant peu probable. En effet nous 

avons traité les ellules a e  u e o e t atio  d’A g II de ,  M qui est celle classiquement 

utilisée dans la littérature sur des cultures cellulaires (Guilluy et al. 2008; Bregeon et al. 2009; 

Guilluy et al. 2010).  

 

La seconde hypothèse concerne la durée de traitement des cellules. En effet, sur ce point la 

littérature est plus disparate. Certaines études privilégient des temps de traitement courts 

(Ohtsu et al. 2005; Oh et al. 2012, 2013). Ohtsu a notamment montré une diminution de la 

phosphorylation de MYPT après 20 min de traitement (Ohtsu et al. 2005). D’aut es tudes e 

vont pas dans le même sens en visualisant un maintien de la phosphorylation de MYPT même 

après 60 min de traitement (Guilluy et al. 2010; Kirabo et al. 2011; Carbone et al. 2015). 

Pa ado ale e t l’ tude de Guilluy de 2008 montre un pic de phosphorylation de MYPT après 

5 et 120 minutres de traitement (Guilluy et al. 2008).  

 

Lors de nos premiers essais nous avions traité les ellules pe da t  h a e  de l’A g II. La 

phosphorylation étant un phénomène ré e si le il est fo t p o a le ue ous ’a o s pas u 

une augmentation de la phosphorylation pour cette raison. Cependant lors de notre deuxième 

essai, en testant plusieurs temps de traitement nous ne sommes toujours pas parvenu à 

mettre en évidence une variation. 

 

Pour notre étude, nous avons ciblé deu  p ot i es, l’u e e  a o t de la voie de signalisation 

d’AT1 (PLC  et l’aut e e  a al MYPT . Bie  ue l’ tude de MYPT soit décrit dans la littérature, 

à l’i e se peu d’ tudes se sont intéressées à la visualisation de PLC 1 par Western blot, ce 
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qui suggère u’il est o ple e de isualise  des a iatio s de sa phospho latio  (Harp et al. 

1997 ; Haendeler et al. 2003).  

 

En conclusion, il nous faudra donc déterminer les conditions optimales de traitement 

essai es pou  isualise  des a iatio s d’a ti atio  de PLC 1 et MYPT après  stimulation par 

l’A g II a a t de pou oi  alue  l’i pa t de la it osatio  sur leur activation.  

 

Une fois que nous aurons validé e p oto ole, il ous se a possi le d’ tudie  des p ot i es 

spécifiquement activées par AT1, notamment Arhgef1 (Guilluy et al. 2010) (cf paragraphe 

Voies de signalisation p64).  
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IV. Impact de la S-nitrosation sur la vasodilatation AT2-dépendante 
 

1) Contexte et objectif 

Les résultats présentés ci-dessus o t e t ue l’a ti it  d’AT1 peut être modulée par le NO, 

et ue ela se le se fai e pa  it osatio . De plus, ous a o s u p de e t u’AT2 peut 

t e it os  et ue ela gule so  ad essage à  la e a e et so  i te a tio  a e  l’A g II 

(Jang et al. 2015). 

 

Da s e o te te, ous a o s oulu tudie  l’i pa t de la S-nitrosation sur la vasodilatation 

médiée par AT2. Pou  e fai e ous a o s utilis  u  ago iste sp ifi ue d’AT2, le C21 (cf p73). 

L’a t l holi e A h  a t  utilis e comme contrôle.   

 

Les résultats préliminaires que nous avons obtenus sont présentés ci-après.  
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2) Draft article 4, S-nitrosation decreases AT2 mediated vasodilation of middle cerebral 

arteries in rats. 
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ABSTRACT 

Background and Purpose. In cerebral vessels, angiotensin II (AngII) exerts a dual action. 

Angiotensin type 1 receptors (AT1) induce vasoconstriction while angiotensin type 2 receptors 

(AT2) induce vasodilation. S-nitrosation, a direct modification of cysteine residues by NO, was 

shown to modify the activity of both AT1 and AT2. We demonstrated that exposure of cerebral 

arteries to NO donors abolished AT1-mediated responses. We hypothesized that S-nitrosation 

could modify as well AT2-mediated vasodilation. 

Methods. Concentration-response curves (internal diameter, ID (%) vs concentration) to 

Compound 21 (C21), a highly selective AT2R agonist, and to acetylcholine (Ach), have been 

performed on isolated, perfused and pre-contracted middle cerebral arteries (MCA), from 

male normotensive Wistar rats. MCA have been submitted or not to a GSNO pre-treatment 

(30 min, 10-6 M) followed by a 1-hour washout which restored ID while maintaining S-

nitrosation. AT2 and Ach vasodilatations were studied with equiactives concentrations.  

Results. Both C21 and Ach induced dose-dependent vasodilation on pre-contracted MCA. 

GSNO pretreatment decreases the AT2-mediated vasodilation and shift Ach response to a 

vasoconstriction. 

Conclusion. Further studies will reveal whether the observed effect is due to a S-nitrosation 

of AT2 itself or to common signaling components shared with muscarinic receptors.  

 

 

Key words: AT2 receptor  – S-nitrosation –  Muscarinic receptor – Rat middle cerebral artery 

– Nitric oxide  
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INTRODUCTION 

The renin angiotensin and nitric oxide (NO) systems are important contributors to the 

regulation of the cerebral circulation. In cerebral vessels, the stimulation of the angiotensin 

type 1 receptor (AT1) by angiotensin II (AngII) induces vasoconstriction, while that of the AT2 

leads to vasodilation (Vincent et al. 2005). This subtle balance between AT1 and AT2 functions 

plays a major role in the regulation of the cerebral circulation (Budzyn et al. 2010; Dupuis et 

al. 2010).   

 

The AT1/AT2 functional equilibrium appears to be finely tuned as changes in the 

cerebrovascular responses to AngII may be observed without any relation to changes in mRNA 

or protein expression of the AngII receptors (Stenman and Edvinsson 2004; Foulquier et al. 

2011). For example, stroke increases the AT1 mediated vasoconstrictor response to AngII in 

middle cerebral arteries (MCA), with potential deleterious consequences such as reduced 

perfusion in the marginal zone and impaired collateral blood flow, despite a reduction in AT1 

mRNA expression (Stenman and Edvinsson 2004).The decreased AT2 vasodilation of cerebral 

arterioles induced by high salt intake was not correlated with decreased mRNA or protein 

expression of AT2 (Foulquier et al. 2011).  

 

This suggests that the functional balance between AT1 and AT2 is not solely controlled by their 

protein and/or mRNA expression but that post-translational modifications may also be key 

regulators.  

 

S-nitrosation( the covalent bound between NO and cysteine residues) of proteins is a post-

translational modification involved in the regulation of the activity of many proteins (see the 

SNObase database for an exhaustive review, Zhang et al. 2012). For example, the responses 

of membrane receptors may be up- or downregulated by S-nitrosation: the glutamate 

receptor 6 (GluR6) of the hippocampal CA1 region is activation by S-nitrosation (Di et al. 2012) 

whereas, in rat pulmonary artery, S-nitrosation of the 1-adrenergic receptor has been shown 

to reduce the 1-vasoconstrictor effect (Nozik-Grayck et al. 2006).  
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Concerning AT1, Leclerc et al. showed that short exposure to NO donors of cells over-

expressing AT1 receptor led to S-nitrosation of the AT1 protein and decreased its affinity for 

AngII (Leclerc et al, 2006). Moreover, our previous data indicates that S-nitrosation specifically 

abolishes AT1-mediated vasoconstriction on MCA (Bouressam et al., unpublished). To the best 

of our knowledge, only one paper reports the S-nitrosation of AT2, which contributes to the 

receptor translocation to the plasma membrane (Jang et al. 2015). This suggest that S-

nitrosation might increase AT2 activity in response to AngII. 

 

We thus investigates whether S-nitrosation has a relevant impact of the specific AT2-mediated 

vasodilation under physiological conditions using MCA isolated from male Wistar rats.  MCA 

were pretreated with S-nitrosoglutathione (GSNO, a NO-donor used to induce S-nitrosation 

as described by (Alencar et al. 2003) followed by 1-hour washout before exposure to a specific 

AT2 agonist (Compound 21, C21) and acetylcholine (Ach) used as control.   
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MATERIALS AND METHODS 

Ethics Statement and animals 

The experiments were conducted on 4-5-month-old male Wistar rats  (Janvier, Le Genest-

Saint-Isles, France). They ate standard rat chow (A04, Safe, Villemoison-Epinay sur Orge, 

France) and drank water (Aqua-clear®, Culligan, Northbrook, USA) ad libitum. All e pe i e ts 

e e pe fo ed i  a o da e ith the Eu opea  Co u it  guideli es / /EU  fo  the 

use of e pe i e tal a i als i  the espe t of the  Rs’ e ui e e ts fo  A i al Welfa e. The 

p oje t u titled Nit o-Vi o  as positi el  e aluated  the egio al ethi al o ittee fo  

a i al e pe i e ts a d app o ed  the F e h Mi ist  of Resea h °APAFI“# -

. 

 

Vasoactive experiments 

Preparation of middle cerebral arteries 

Rats were anaesthetized with sodium pentobarbitone (100 mg.kg-1, i.p.), heparinized (1000 

IU.kg-1, i.v.) and then sacrificed by decapitation. The brain was placed in a physiological salt 

solution (PSS) at 4°C (NaCl 119, NaHCO3 24, KCl 4.7, MgSO4 1.17, KH2PO4 1.18, CaCl2 1.6 and 

glucose 5.10-3 mol/L).  

The first branch-free segment of the middle cerebral arteries (MCA) immediately proximal to 

the circle of Willis was dissected out and mounted on two glass micropipettes (diameter, 125–

150 µm) in a small vessel arteriograph (model CH/1/AU/SH, Living Systems Instrumentation, 

Burlington, VT, USA) and secured with silk thread (diameter, 20 µm, 2-0, 48mm, 2540, Ethicon, 

Issy-les-Moulineaux, France). The vessel was then pressurized (intraluminal pressure of 80 

mmHg) and perfused (intraluminal flow rate of 100 µL.min-1) with PSS at 37°C. Arteries were 

placed in an organ bath with PSS at 37°C gassed with 5% CO2/95% O2 (extraluminal flow rate 

of 10 mL.min-1) for measurement of isotonic vasoconstriction and assessment of viability. 

Following initial pressurization, arteries were allowed to recover their basal myogenic tone for 

60 min. Baseline internal diameter (ID) was measured using a video dimension analyzer (V94, 

Living Systems Instrumentation, Burlington, VT, USA); 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 (KCl, 4.10-2 mol/L) added to the 

extraluminal bath. The contractile response rapidly reached a steady state and was measured 
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after 5 minutes of exposure. Responses were expressed as % change in ID from baseline ID 

(arteries showing less than 20% of contraction were excluded). Perfusion with KCl was 

followed by a 15-minute washout allowing ID to return to baseline. 

 

 Pretreatment with GSNO 

After assessment of viability, MCA were exposed for 30 min to GSNO (2.10-6 mol/L) which 

increased ID. GSNO was then removed and the vessels submitted to a 1-hour washout-out 

period (PSS changed every 20 min adapted from (Alencar et al. 2003). According to Alencar et 

al. S-nitrosation of cysteine residues is maintained after the washout (Alencar et al. 2003).  

 

 Evaluation of AT2-mediated vasodilation 

In order to determine the equiactive concentrations of the various reagents used in the 

following experiments, concentration-response curves (ID (%) vs concentration) were realized 

using successive concentrations (5 minutes per concentration) from 10-13 to 10-6 M for C21, 

and 10-12 to 10-5 M for Ach. Specificity of C21 toward AT2 was assessed by performing 

concentration-response curves in presence of AT2 antagonist PD123319 (10-6 mol/L). Then, for 

the following series of experiments and in order to shorten the duration of the protocols, MCA 

were successively exposed to 2 equiactives concentration of C21 (10-10 and 10-9 mol/L) and 

Ach (10-8 and 10-7 mol/L). To visualize vasodilation MCA have been pre-contracted with KCl 

4.10-2 mol/L.  

 

Substances used 

All reagents were purchased from Sigma Chemical Company (St Louis, USA), sodium 

pentobarbital from Sanofi-Aventis (Libourne, France) C21 was a kind gift from Vicore Pharma 

AB (Gottenburg, Sweden). GSNO was prepared extemporaneously as previously described 

(Parent et al. 2013). All manipulations and assays involving GSNO were performed under 

conditions of subdued light, in order to minimize light-induced degradation. 

 

Statistical analysis  

Vasoactive responses of the MCA were expressed as % changes in ID from the value measured 

during the washout preceding administration of the drug. Concentration-response curve to 



Travaux expérimentaux 

 160 

vasoactive agents were built for each MCA and half maximal effective concentration (EC50) 

as al ulated usi g Hill’s logisti  e uatio : 

%ID change = Emin+ (Emax-Emin)/(1+10(logEC50-log(concentration)xHillslope)) 

where Emin and Emax are minimal and maximal response reached in each concentration-

response curve. The value of Hill slope for all experiments was 1.0±0.1. Then -logEC50 values 

(pD2 values) were calculated.  

For functional studies after pretreatments (PSS, GSNO) differences in the responses to C21 or 

Ach (mean ± sem) were determined by two-way ANOVAs (concentration, pretreatment) 

followed by a Bonferroni post-test (p < 0.05) 
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RESULTS 

GSNO abolishes AT2-mediated vasodilation and shifts Ach vasodilation to vasoconstriction 

On pre-contracted middle cerebral arteries, both C21 and Ach induced vasodilation (EMAX 

around 10% for both vasodilators). C21-mediated vasodilation was abolished in presence of 

AT2 antagonist PD123319. The determination of the equiactive concentrations of C21 and Ach 

are based on concentration-response curves conducted in MCA (Fig. 1). 

 

Figure 2 shows that the concentrations used for C21 and Ach induced equiactive dilatory 

responses of precontracted MCA unexposed to GSNO. Pre-exposure to GSNO abolished the 

response of MCA to C21 and switched the response to Ach into vasoconstriction. 
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DISCUSSION 

The present results indicates that GSNO abolished AT2-mediated vasodilation. Our previous 

data indicated that AT1-induced vasoconstriction is also abolished by GSNO, however other 

vasoconstrictors sharing (phenylephrine, thromboxane A2 analog) or not (serotonin) its 

signalization pathway are not affected (Bouressam et al. unpublished). 

 

In contrast to the inhibition of AT1-mediated vasoconstriction, the decrease in AT2-induced 

dilation is not specific as the vasodilator effect of Ach is also blocked by GSNO pretreatment. 

GSNO might induce the S-nitrosation of both AT2 and Ach receptors. As Ach and AT2 share the 

same transduction pathway to induce dilation (through activation of the endothelial NO 

synthase), GSNO might affects the activity of the downstream proteins rather than a specific 

effect on the AT2. This does not exclude the possible S-nitrosation of other proteins recently 

identified to interfere with the AT2 function, such as the Vasoconstriction-Inhibiting Factor 

(VIF), a potent endogenous cofactor of AT2 (Salem et al. 2015). 

 

The reversal of Ach response into vasoconstriction could be explained by a differential effect 

on the muscarinic receptor subtypes. The activity of the endothelial M3 receptor subtype, 

involved in the dilatory response of cerebral vessels to Ach (Dauphin and Hamel 1990), may 

be blocked by GSNO pretreatment (either directly or by an indirect effect on the transduction 

pathway, as mentioned above), while that of the M1 receptor (involved in the contractile 

response of cerebral arteries, (Dauphin et al. 1991) would remain unaffected, such as the 

serotonin, phenylephrine and thromboxane A2 analogue contractile responses (Bouressam et 

al. unpublished).  

 

Further studies are required to decipher the underling mechanisms.  
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ABBREVIATION 

Ach: Acetylcholine 

AngII: Angiotensin II 

AT1: Angiotensin II type 1 receptor 

AT2: Angiotensin II type 2 receptor 

C21: Compound 21 

GSNO: S-nitrosoglutathione 

ID: Internal diameter 

MCA: Middle cerebral arteries 

NO: Nitric oxide 

PSS: Physiological saline solution 
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Co e a t l’A h, au niveau des artères cérébrales, celle-ci se fixe à la fois sur les récepteurs 

muscariniques M3, qui induisent une vasodilatation (Dauphin et Hamel 1990), mais aussi sur 

les récepteur M1 espo sa les d’u e aso o st i tio  (Dauphin et al. 1991) (Figure 29). Ainsi, 

si le G“NO lo ue la asodilatatio , la sti ulatio  à l’A h i duit alo s u e aso o st i tio . 

Une des perspectives pou ait t e d’ tudie  sp ifi ue e t la po se e doth liale, e  

utilisant des agonistes des récepteurs M1. Pa  ailleu s, il se ait i t essa t d’ tudie  pa  uel s  

a is e s  se fait l’a tio  du NO pou  a oli  la asodilatatio  it os latio , it osatio , 

en utilisant une approche pharmacologique similaire à celle d ite da s l’A ti le . Il serait 

cependant essai e d’adapte  os p oto oles a  l’utilisatio  d’antagonistes de la GCs ou de 

la eNOS pourrait avoir un effet direct sur la vasodilatation médiée par le C21.  

 

Enfin, nous pourrions évaluer comme varie l’i te alisatio  du epteu  suite à l’e positio  

à un donneur de NO.  

  



Travaux expérimentaux 

 170 

 

 

 

  



Travaux expérimentaux 

 171 

V. Impact de la S-nitrosation sur la réponse fonctionnelle à l’a giote si e II da s 
u  od le ph siopathologi ue d’hypertension artérielle 

 

1) Contexte et objectifs 

Nos résultats montrent que, dans un modèle physiologique, la nitrosation abolit les réponses 

médiées par AT1 (vasoconstriction et TM) et AT2 (vasodilatation). Pour la poursuite de ce 

travail, nous souhaitions vérifier si les résultats que nous avons obtenus pouvaient être 

reproduits dans un modèle physiopathologique. 

 

Not e hoi  s’est po t  su  u e sou he de ats h pe te dus, a  l’h pe te sio  a t ielle est 

largement reconnue comme un facteur favorisant la survenue des AVC. 

 

Notre démarche expérimentale était la même que celle présentée précédemment. Les ACM 

de rats hypertendus (et de leurs contrôles normotendus) ont été exposées à un donneur de 

NO pe da t  i . Ap s u e heu e de i çage ous a o s alu  l’i pa t su  la 

aso o st i tio  à l’A g II et à la HT.  

 

Les résultats préliminaires que nous avons obtenus sont présentés ci-après.   
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2) Draft Article 5, S-nitrosation decreases angiotensin II dependent vasoconstriction of 

middle cerebral arteries during hypertension 
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ABSTRACT 

Background and Purpose. Renin angiotensin system and nitric oxide (NO) are major actors 

regulating the cerebral circulation. NO regulates angiotensin II (AngII) receptors through S-

nitrosation (redox modification of cysteine residues). We previously demonstrated that S-

nitrosation abolished AT1-mediated vasoconstriction and myogenic tone. We evaluated 

herein the impact of AngII receptor nitrosation in a pathological model of hypertension, the 

spontaneously hypertensive rats.  

Methods. Middle cerebral arteries (MCA) from male adult spontaneously hypertensive rats 

(SHR) and their normotensive controls (WKY) were immersed in a physiologic saline solution 

(PSS), perfused (100 μl/min) and pressurized (80 mmHg for WKY and 110 for SHR) in a small 

vessel arteriograph for 1 hour (baseline internal diameter, ID). MCA were submitted or not to 

pre-treatment with a NO-donor, S-nitrosoglutathione (GSNO, 30 min, 10-6 mol/L) followed by 

a 1-hour washout which restores ID while maintaining S-nitrosation. AngII and serotonin (5HT) 

were then administered. The impact of hypertension was assessed by comparing WKY and 

SHR with a 2-way ANOVA (strain, GSNO).  

Results. Hypertension tended to increase the response of MCA to AngII (pstrain=0.0697). In 

WKY and SHR, ex vivo pretreatment with GSNO decreased the responses to AngII 

(pGSNO=0.0013). Responses to 5-HT were similar in all groups.  

Conclusion. In SHR and WKY middle cerebral arteries, S-nitrosation decreases AT1 receptor 

mediated vasoconstriction. Further studies are needed to explore the underlying mechanisms.  

 

 

Key words: AT1 receptor  – S-nitrosation –  Spontaneous hypertensive rat - middle cerebral 

artery – Nitric oxide  
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INTRODUCTION 

Many factors regulate the cerebral circulation among which the renin angiotensin system and 

nitric oxide (NO) are important contributors. The cerebrovascular angiotensin II (AngII) type 1 

receptor (AT1) plays a major role (Budzyn et al. 2010 ; Dupuis et al. 2010) as it is involved in 

both vasoconstriction (Vincent et al. 2005) and myogenic tone (Schleifenbaum et al. 2014). 

Pathological conditions, such as cerebral ischemia, increase the AT1 mediated vasoconstrictor 

response to AngII, with potential deleterious consequences, such as reduced perfusion in the 

marginal zone and impaired collateral blood flow (Stenman and Edvinsson 2004). This 

increased AT1 mediated vasoconstriction appears despite a reduction in AT1 mRNA expression 

(Stenman and Edvinsson 2004). High sodium intake have also been reported to change 

cerebrovascular responses to AngII in the absence of any change in mRNA or protein 

expression (Foulquier et al. 2011), suggesting the involvement of post-translational 

modifications to regulate AngII receptors activity.  

 

Among the numerous post-translational pathways involved into the regulation of protein 

functions, we hypothesized that S-nitrosation of the AT1 receptor could be an important 

contributor. S-nitrosation (the covalent bound between NO and cysteine residues) of proteins 

is involved in the regulation of vascular tone (Stamler et al. 1992). Leclerc et al. reported that 

short exposure of cells over-expressing AT1 receptors to NO donors led to S-nitrosation of the 

AT1 receptor and decreases its affinity for AngII (Leclerc et al. 2006). Our previous data 

(Bouressam et al. unpublished) indicate that exposure to a NO donor regulates 

cerebrovascular angiotensin receptors. Indeed we identified that S-nitrosation abolishes both 

AT1-mediated vasoconstriction and AT1-myogenic tone in a physiological model.  

 

Herein we evaluated whether a pretreatment with NO-donor aiming to induce S-nitrosation 

of AT1 receptor has a relevant impact on its cerebrovascular function in pathophysiological 

conditions predisposing to stroke, such as hypertension (Sacco et al. 1997 ; Johansson 1999 ; 

O’Do ell et al. . Middle cerebral arteries (MCA) isolated from spontaneously 

hypertensive rats (SHR) and their normotensive control Wistar Kyoto rats (WKY) were exposed 

ex vivo to a NO-donor, S-nitrosoglutathione (GSNO) before assessing AngII and serotonin (5-

HT) mediated vasoconstrictions.  
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MATERIALS AND METHODS 

 

Ethics Statement and animals 

The experiments were conducted on 4-5-month-old male Spontaneously Hypertensive rats 

(SHR) and their normotensive counterparts Wistar Kyoto (WKY) rats  (Janvier, Le Genest-Saint-

Isles, France). They ate standard rat chow (A04, Safe, Villemoison-Epinay sur Orge, France) 

and drank water (Aqua-clear®, Culligan, Northbrook, USA) ad libitum. All e pe i e ts e e 

pe fo ed i  a o da e ith the Eu opea  Co u it  guideli es / /EU  fo  the use 

of e pe i e tal a i als i  the espe t of the  Rs’ e ui e e ts fo  A i al Welfa e. The 

p oje t u titled Nit o-Vi o  as positi el  e aluated  the egio al ethi al o ittee fo  

a i al e pe i e ts a d app o ed  the F e h Mi ist  of Resea h °APAFI“# -

. 

 

Vasoactive experiments 

Preparation of middle cerebral arteries 

Rats were anaesthetized with sodium pentobarbitone (100 mg.kg-1, i.p.), heparinized (1000 

IU.kg-1, i.v.) and then sacrificed by decapitation. The brain was placed in a physiological salt 

solution (PSS) at 4°C (NaCl 119, NaHCO3 24, KCl 4.7, MgSO4 1.17, KH2PO4 1.18, CaCl2 1.6 and 

glucose 5.10-3 mol/L).  

The first branch-free segment of the middle cerebral arteries (MCA) immediately proximal to 

the circle of Willis was dissected out and mounted on two glass micropipettes (diameter, 125–

150 µm) in a small vessel arteriograph (model CH/1/AU/SH, Living Systems Instrumentation, 

Burlington, VT, USA) and secured with silk thread (diameter, 20 µm, 2-0, 48mm, 2540, Ethicon, 

Issy-les-Moulineaux, France). The vessel was then pressurized (intraluminal pressure of 80 

mmHg for WKY ; 110 mmHg for SHR) and perfused (intraluminal flow rate of 100 µL.min-1) 

with PSS at 37°C. Arteries were placed in an organ bath with PSS at 37°C gassed with 5% 

CO2/95% O2 (extraluminal flow rate of 10 mL.min-1) for measurement of isotonic 

vasoconstriction and assessment of viability. 

Following initial pressurization, arteries were allowed to recover their basal myogenic tone for 

60 min. Baseline internal diameter (ID) was measured using a video dimension analyzer (V94, 

Living Systems Instrumentation, Burlington, VT, USA); signals were digitized and stored with 
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WinDataq DI 720 data acquisition software (Dataq Instruments, Akron, OH, USA). Viability of 

the MCA was then assessed with potassium chloride (KCl, 4.10-2 mol/L) added to the 

extraluminal bath. The contractile response rapidly reached a steady state and was measured 

after 5 minutes of exposure. Responses were expressed as % change in ID from baseline ID 

(arteries showing less than 20% of contraction were excluded). Perfusion with KCl was 

followed by a 15-minute washout allowing ID to return to baseline. 

 

Pretreatment with GSNO 

After assessment of viability, MCA were exposed for 30 min to GSNO (2.10-6 mol/L) which 

increased ID. GSNO was then removed and the vessels submitted to a 1-hour washout period 

(PSS changed every 20 min, adapted from Alencar) that allowed MCA ID to return to baseline 

(data not shown). According to Alencar, S-nitrosation of cysteine residues is maintained after 

the washout  (Alencar et al. 2003b).  

 

Evaluation of AngII and 5HT responses 

Vessels were exposed for 5 min to AngII (10-10 
and 10-9 

mol/L), then to 5-HT (3.10-9, 10-8 mol/L). 

Control MCA followed the same protocol but GSNO was replaced with PSS. These 

concentrations were determined by performing concentration response curves (data not 

shown ; Bouressam et al. unpublished). 

 

Substances used 

All reagents were purchased from Sigma Chemical Company (St Louis USA), sodium 

pentobarbital from Sanofi-Aventis (Libourne, France). GSNO was prepared extemporaneously 

as previously described (Parent et al. 2013). All manipulations and assays involving GSNO were 

performed under conditions of subdued light, in order to minimize light-induced degradation. 

 

Statistical analysis  

Responses of the MCA to AngII and 5-HT were expressed as % change in ID from the value 

measured during the wash-out preceding drug administration. Differences in the WKY and 

SHR series were analyzed by a two-way ANOVA (strain, exposure to GSNO) followed by a 

Bonferroni post-test (p<0.05).  

RESULTS 



Travaux expérimentaux 

 177 

At 10-9 mol/L, AngII tends to increase vasoconstriction in SHR compared to WKY rats. Those 

results are in accordance with the literature (Endo et al. 1998; Touyz et al. 1999; Loiola et al. 

2011). In both SHR and WKY, exposure to GSNO significantly decreases AngII-mediated 

vasoconstriction of MCA (Fig. 1, panel A), while no differences was observed for 5-HT-

mediated vasoconstriction (Fig. 1, panel B).  
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DISCUSSION 

These preliminary data indicates that in a pathophysiological model of hypertension, GSNO 

decreases AngII-mediated vasoconstriction. Those results are in accordance with those we 

obtained in a physiological model (Bouressam et al. unpublished).   

 

Additional experiments are required to determine whether GSNO acts through S-nitrosation 

or nitrosylation. Moreover it would be interesting to evaluate whether GSNO specifically 

targets AT1 receptors or acts on other receptors mediating vasoconstriction (i.e. 1 adrenergic 

e epto s, th o o a e A  e epto s… . Our previous data on Wistar rats indicate that S-

nitrosation specifically abolishes Ang-II mediated vasoconstriction, while it has no effect on 

vasoconstrictors sharing (phenylephrine, thromboxane A2 analog) or not (5HT) its 

signalization pathway. The mechanisms involved should be evaluated in SHR using a similar 

approach than that used in our previous study on Wistar rats (GSH, SNP, L-NAME, ODQ, 

as o ate, … . 

 

Furthermore it would be interesting to assess AT2 function in SHR. Indeed it has been 

described that hypertension shifts AT2-mediated vasodilation to vasoconstriction in 

mesenteric arteries (You et al. 2005). Thus it would be relevant (i) to determine whether such 

phenomenon occurs on MCA, (ii) to evaluate the impact of NO on AT2 responses. 

 

Finally, it would be interesting to evaluate the effect of nitrosation on AT1-mediated myogenic 

tone (i.e. contractile response of arteries consecutive to an increase of arterial pressure) in 

SHR. Indeed it has been recently demonstrated that AT1 participates in myogenic tone, 

independently of its interaction with Ang II. Mo eo e  oge i  to e is i eased i  “HR’s 

MCA compared to WKY (Foulquier et al. 2014).  

 

Specific abolition of AT1-mediated vasoconstriction by S-nitrosation of the AT1 receptor during 

hypertension could be interesting. Indeed treatment of hypertension involves angiotensin-

converting enzyme inhibitors (and at a lesser extent angiotensin receptor blockers) which 

blocks AT1-mediated vasoconstriction.  
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ABBREVIATION 

AngII: angiotensin II 

AT1: angiotensin II type 1 receptor 

GSNO: S-nitrosoglutathione 

5-HT: 5-hydroxytryptamine, serotonin 

ID: internal diameter 

MCA: middle cerebral arteries 

NO: nitric oxide 

PSS: physiological saline solution 

SHR: spontaneous hypertensive rat 

WKY: Wistar Kyoto rat 
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3) Perspectives 

Ces résultats préliminaires vont dans le même sens que ceux obtenus chez les rats 

o ote dus. E  effet l’e positio  à du G“NO a olit la aso o st i tio  di e pa  l’A g II. 

Par ailleurs, chez les rats SHR, la aso o st i tio  di e pa  l’A g II se le aug e te . Ces 

résultats sont en accord avec ceux de la littérature ayant déjà décrit ce phénomène (Endo et 

al. 1998 ; Touyz et al. 1999 ; Loiola et al. 2011). Afin de compléter notre étude plusieurs 

perspectives sont envisageables.  

 

Tout d’a o d il se ait i t essa t de alise  des CCR complètes à l’A gII afin de vérifier si 

GSNO abolit toujours la réponse pour des concentrations élevées. De plus il faudrait étudier 

la aso o st i tio  di e pa  d’autres récepteurs couplés à Gq/11 afin de vérifier si, chez les 

“HR, l’a olitio  induite par le NO est spécifique à AT1. Pa  ailleu s il se ait i t essa t d’ tudie  

spécifiquement la réponse médiée par AT2. En effet il a été montré, dans des artères 

mésentériques, que la vasodilatation AT2-dépendante se transforme en vasoconstriction au 

ou s de l’h pe te sio  (You et al. 2005). Il nous faudrait donc étudier comment varie la 

réponse médiée par AT2 au ou s de l’h pe te sio  dans les ACM, ainsi que l’i pa t du NO 

sur cette réponse.  

 

E suite, il ous faud ait ifie  pa  uel a is e se fait l’a tio  du NO. La signalisation du 

NO, et e  pa ti ulie  la oie NO/GCs/GMP  se le i pa t e au ou s de l’h pe te sio . Des 

études ont montré que l’hypertension était associée à une augmentation de la nitrosation de 

la GCs et à son inactivation (Jacke et al. 2000; Crassous et al. 2012). De plus la vasodilatation 

di e pa  l’A h et le SNP est diminuée dans un modèle de souris hypertendues (Choi et al. 

2011). Malgré une diminution de la signalisation via la voie NO/GCs/GMPc, dans nos 

conditions le GSNO a olit toujou s la po se à l’A g II. Cela pou ait sugg e  u e a tio  du 

NO via la nitrosation. Afin de vérifier cela, nous pourrions utiliser la même approche que celle 

d ite da s l’A ti le  e  utilisa t diff e ts outils pha a ologi ues L-NAME, ODQ, 

as o ate… . 

 

De plus il se ait pe ti e t d’ tudie  le TM hez les “HR. Tout d’a o d pou  alue  o e t 

varie le TM AT1-d pe da t au ou s de l’h pe te sion, puis si le GSNO diminue la partie du 



Travaux expérimentaux 

 185 

TM médiée par AT1. Plusieurs études du groupe de Toth ont montré que le TM est augmenté 

da s les a t es ales au ou s de l’h pe te sio  (Toth et al. 2013a, c, b; Szarka et al. 

2017). Des sultats si ilai es o t t  o te us pa  ot e la o atoi e au i eau d’ACM et 

d’a t ioles ales (*Foulquier et al. 2014). 

 

Enfin il serait intéressant de corréler nos résultats sur la vasoconstriction avec des variations 

d’e p essio  d’AT1. En effet, des études ont montré, au niveau cérébral, une augmentation de 

l’e p essio  d’AT1 au ou s de l’h pe te sio  (Saavedra et al. 1982, 2011; Gutkind et al. 1988; 

Zhou et al. 2005, 2006).  
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1) Principaux résultats et discussion générale 

L’o je tif des t a au  p se t s da s ette th se tait d’ tudie  la S-nitrosation des 

epteu s de l’Ang II. Co e ous l’a o s u, le NO et le “RA so t la ge e t d its et 

étudiés dans la littérature, cependant en comparaison peu d’ tudes se so t i t ess es à 

l’i te a tio  e t e es deu  s st es.  

 

Le NO est majoritairement connu pour son rôle vasodilatateur et joue un rôle prépondérant 

da s l’ho ostasie as ulai e. Une diminution de sa biodisponibilité est associée à de 

o euses pathologies, ’est da s e o te te u’o t été développées les molécules 

donneuses de NO. Nous avons vu les différentes classes de donneurs de NO disponibles sur le 

marché ainsi que celles en développement.  

 

Les RSNO semblent être une classe prometteuse grâce à leurs nombreux avantages : ils ont 

une demi-vie plus longue ue les do eu s de NO a tuelle e t utilis s, ils ’i duise t pas de 

st ess o da t ou it osa t et ’e t aî e t pas de ph nomène de tolérance. Par ailleurs 

e tai s R“NO o e l’Al “NO et le G“NO so t e dog es (Bauer et Fung 1991; Mathews et 

Kerr 1993; Miller et al. 2000).   

 

Nous avons présenté dans la première étude publiée, l’ aluatio  in vivo et in silico d’u  

nouveau RSNO développé dans notre laboratoire, la BUC(NO)2. Nos résultats mettent en avant 

que le choix du thiol portant la (ou les) molécule(s) de NO est primordial. En effet une simple 

aug e tatio  de la ha ge de NO ’est pas fo e e t asso i e à u e aug e tatio  de l’effet.    

 

Les RSNO sont sensibles à différents facteurs, notamment la température, la lumière, le pH ou 

encore les enzymes. Une des approches envisagée pour protéger les RSNO de la dégradation, 

est de les encapsuler. Notre équipe a développé plusieurs formulations permettant de 

protéger les RSNO et de contrôler leur libération (*Parent et al. 2013a, 2015; *Wu et al. 2015, 

2016; *Shah et al. 2017).  
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En préclinique, l’utilisatio  de RSNO da s des od les d’is h ie ale se le 

prometteuse. Les travaux de Khan ont notamment montré que le GSNO, administré en 

intraveineuse à des doses non hypotensives, avait un rôle cérébroprotecteur après une 

is h ie/ epe fusio  da s les  heu es ap s l’AVC) (Khan et al. 2005, 2012). Par ailleurs, 

les travau  de ot e la o atoi e o t o t  ue l’ad i ist atio  de i opa ti ules o te a t 

du GSNO deu  heu es ap s l’AVC pe ettait de di inuer le déficit neurologique et de réduire 

le olu e de l’œd e (*Parent et al. 2015).   

 

L’ uipe de Bath a pilot  plusieu s tudes li i ues pou  alue  l’effi a it  des do eu s de 

NO da s l’AVC ais les sultats este t o fli tuels. E  , leu  tude a montré que 

l’ad i ist atio  i t a ei euse de “NP à des doses non hypotensives (dans la phase aiguë de 

l’AVC) i hi e l’ag gatio  pla uettaire et améliore le DSC (Butterworth et al. 1998). Par la suite 

ils ont étudié la réduction de la pression artérielle induite par des patchs transdermiques de 

trinitrine (Bath et al. 2001; Rashid et al. 2003; Willmot et al. 2006; Ankolekar et al. 2013). Les 

résultats de l’ tude clinique ENOS (cf Tableau 1 p11) montrent un effet neutre des patchs de 

trinitrine su  les o s ue es de l’AVC (Bath et al. 2015). Les auteurs émettent plusieurs 

hypothèses : (i) une baisse de la pression artérielle insuffisante (-7 mmHg vs groupe contrôle 

pour la pression artérielle systolique) ; (ii) une latence de traitement trop long (en moyenne 

 heu es ap s la su e ue de l’AVC  ; (iii) un d eloppe e t d’u e tol ance vis à vis de la 

trinitrine (Bath et al. 2015).  

 

Le o e t d’administration du donneur de NO se le p i o dial. E  effet da s l’ tude ENO“ 

des bénéfices ont été observés pour les patients traités dans les 6 heures (Bath et al. 2015). 

Par ailleurs le choix du donneur de NO semble aussi important. Le d eloppe e t d’un 

phénomène de tolérance duit les effets su  la p essio  et di i ue do  les ha es d’a oi  

un effet bénéfique du traitement. Dans ce contexte les RSNO représentent une classe 

th apeuti ue i t essa te a  ils ’i duise t pas de ph o e de tol a e.  En outre, dans 

des od les p li i ues, il a t  o t  ue l’a tio  fi ue du G“NO e passait pas que 

par son action sur la pression artérielle. En effet les travaux de Khan indiquent que le rôle 

cérébroprotecteur du GSNO est associé à sa capacité à nitroser des protéines (Khan et al. 

2006, 2012). 
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Nous a o s u ue le NO peut odifie  l’a ti it  de ombreuses protéines via la S-nitrosation 

(Zhang et al. 2012), notamment celle des RCPG (Daaka 2012). Parmi les RCPG, AT1 et AT2 ont 

été identifiés comme nitrosés (Leclerc et al. 2006; Jang et al. 2015). Nos travaux montrent que 

l’e positio  d’ACM à u  do eu  de NO a olit la réponse AngII-dépendante et -indépendante.  

 

Concernant la vasoconstriction (dépendante de l’A gII , ous a o s u ue le NO alt e 

spécifiquement la réponse d’AT1 a  d’aut es aso o st i teu s o e la Phe, le U  ou 

la 5HT ne sont pas affectés. Cela exclut une action du NO au niveau de la voie de signalisation 

d’AT1. Ces résultats, spécifiques à AT1, semblent se limiter au territoire cérébrovasculaire. En 

effet il a été montré que le GSNO inhibe la vasoconstriction médiée par la Phe, le U46619 et 

la 5HT au niveau pulmonaire et aortique (Nozik-Grayck et al. 2002; Alencar et al. 2003b, a; 

Nozik-Grayck et al. 2006; Sarr et al. 2007; *Perrin-Sarrado et al. 2017). D’ailleurs, dans ces 

tissus, l’a olitio  de la asoconstriction Phe-dépendante pourrait être liée à une S-nitrosation 

des récepteurs 1 (Nozik-Grayck et al. 2006).  

 

Concernant la réponse Ang II-indépendante, le NO abolit la partie AT1 dépendante du TM. 

Nous e pou o s epe da t pas e lu e u’il agisse aussi sur les autres mécanosenseurs. Il 

se ait i t essa t d’évaluer comment a ie le TM di  pa  d’aut es RCPG couplés aux 

protéines Gq/11 (Kauffenstein et al. 2012; Mederos Y Schnitzler et al. 2016).  

 

E fi , à l’aide d’outils pha a ologi ues, ous a o s o t  ue la gulatio  des récepteurs 

de l’A g II pa  le NO, se faisait très certainement par S-nitrosation.  

 

Diff e ts outils so t d its da s la litt atu e pou  tudie  les a is es d’a tio s du NO 

sur les vaisseaux isolés. E  pa all le des tudes su  les ACM, ot e la o atoi e s’est aussi 

intéressé aux réponses aortiques après un prétraitement nitrosant par GSNO (revue en 

préparation comparant les réponses des ACM et des aortes).  

 

D’autres études se sont intéressées à l’i teraction SRA/NO et ont mis en évidence une 

régulation des r epteu s de l’A g II pa  le NO. Une liste non exhaustive est présentée dans le 

Tableau 4 ci-dessous.    
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Tableau 4 : Principales études ayant évalué la régulation des récepteurs de l'angiotensine II par le monoxyde d'azote 

 

(Ang II : angiotensine II ; AT1,2 : récepteur de t pe ,  de l’a giote si e II ; CMLV : cellule musculaire lisse vasculaire ; HEK : human embryonic kidney ; HUVEC : human umbilical vein endothelial 
cell ; IP3 : inositol trisphosphate ; ISDN : di it ate d’isoso ide ; N/A : non applicable ; SNAP : S-nitroso-N-acétylpénicillamine ; SNP : nitroprussiate de sodium) 

Modèle 
Source de 

NO 
Concentration 

Temps 
d’e positio  

Effet Référence 

CMLV d’ao tes 
thoracique et 

mésentériques 

SNP, SNAP, 
ISDN 

10 à 500 M 
(SNP, SNAP) 

5 et 10 mM (ISDN) 
4 à 24 h Di i utio  de la liaiso  de l’A g II (Cahill et al. 1995) 

CMLV d’aorte 
thoracique 

SNAP 100 à 300 M 3 à 24 h 
Di i utio  de l’e p essio  g ti ue d’AT1 
Di i utio  de la liaiso  de l’A g II 

(Ichiki et al. 1998) 

Cellules rénales 
cancéreuses de 

rat 
SNP 500 M 12 h Di i utio  de l’e p essio  g ti ue d’AT2 (Bucher et al. 2001) 

HUVEC 
Force de 

cisaillement 
N/A 1 à 24 h 

Diminution de l’e p essio  g i ue et p ot i ue d’AT1 
Aug e tatio  de l’e p essio  protéique d’AT2 

(Ramkhelawon et 
al. 2009) 

Cellules 
hypothalamiques 

SNP 0,01 à 10 M 24 h Di i ue de l’’e p essio  g i ue et p ot i ue  d’AT1 
(Sharma et al. 

2012) 

 
Études ayant évaluées la S- it osatio  d’AT1 et d’AT2 

Modèle 
Source de 

NO 
Concentration 

Temps 
d’e positio  

Effet Référence 

Cellules HEK 
surexprimant AT1 

SNP 10 nM à 10 mM 5 à 30 min 
Di i utio  de la liaiso  de l’A g II, de la p odu tio  d’IP3 

S- it osatio  d’AT1 
(Leclerc et al. 2006) 

Cardiomyocytes SNP 10 M 30 min S- it osatio  d’AT2 (Jang et al. 2015) 



Discussion générale et perspectives 

 192 

Ce tai s t a au  ette t e  ide e u e di i utio  de l’e p essio  g i ue d’AT1 suite à 

l’e positio  à u  do eu  de NO. Cepe da t da s es tudes le te ps d’e positio  et/ou la 

o e t atio  e  NO est sou e t plus le e ue pou  os tudes. Da s l’ tude d’I hiki, u e 

di i utio  de l’e p essio  g i ue d’AT1 a été observée dans des CML après 3 heures de 

traitement. Cependant les doses de SNAP utilisées étaient de 100 à 300 M, contre 2 M pour 

nos études (Ichiki et al. 1998). L’ tude de “ha a a o t  u e di i utio  de l’e p essio  

g i ue d’AT1 avec une dose de SNP proche de celle que nous avons utilisée (1 M), 

cependant les cellules étaient traitées pendant 24 h, contre 30 min pour notre étude. Il serait 

toutefois i t essa t de ifie , au i eau des ACM, les a iatio s d’e p essio  g i ue d’AT1 

et d’AT2 suite à l’e positio  au  do eu s de NO. Nos sultats p li i ai es o t e t ue le 

traitement de rats, in vivo, avec des microparticules contenant du GSNO (cf Paragraphe 

perspectives du projet - Évaluation de la nitrosation in vivo, p194  e odifie pas l’e p essio  

g i ue d’AT1 et d’AT2. 

 

D’aut es tudes ette t e  ide e u  lie  i di e t e t e le NO et les epteu s de l’A g II. 

E  effet, les epteu s au  œst og es gule t l’e p essio  g i ue d’AT1 via une 

production de NO (Nickenig et al. 1998, 2000).   

 

Pa  ailleu s, il se le ue le NO e dog e puisse gule  les epteu s de l’A g II. Plusieu s 

tudes o t o t  ue l’i hi itio  de la p odu tio  e dog e de NO via l’i hi itio  de la 

eNO“  aug e te l’e p essio  g i ue des récepteurs AT1 (Usui et al. 1998; Katoh et al. 1998). 

Enfin, il a été montré, en conditions pathologiques, u’u e di i utio  de la iodispo i ilit  

du NO est asso i e à u e aug e tatio  de l’a ti it  du “RA.  

 

Il est à noter que certaines de ces études ont mis en évidence une modification de l’e p essio  

p ot i ue d’AT1 en utilisant des anticorps (Ramkhelawon et al. 2009; Sharma et al. 2012) qui 

ont été décrits depuis comme non-spécifiques (Benicky et al. 2012; Herrera et al. 2013). 

L’asp ifi it  de es a ti o ps ep se te u  p o l e ajeu  au uel ous avons été 

confrontés. Notre étude (cf a ti le  a o fi  l’asp ifi it  de l’a ti o ps polyclonal sc-

1173, encore largement utilisé dans la littérature (Chao et al. 2017; Zhao et al. 2018; Ribeiro 

et al. 2018). De plus nous avons montré que le nouvel anticorps monoclonal sc-57038 n’est 

pas spécifique.  
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Au u de es sultats ous a o s d id  de e pas utilise  d’a ti o ps a ti-AT1 pour nos 

études. Nous avions montré par une technique de biotine switch (i.e. technique permettant 

l’ide tifi atio  des p ot i es it os es  ue le G“NO pe ettait la it osatio  d’AT1. Cette 

te h i ue i pli ue l’utilisatio  d’a ti o ps a ti-AT1, nous avons donc décidé de ne pas 

exploiter ses résultats.  
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2) Perspectives du projet  

Identification de la nitrosation des récepteu s de l’A g II 

Le d eloppe e t d’outils pe etta t l’ide tifi atio  des epteu s de l’A g II et l’ aluatio  

de la nitrosation en conditions physiologiques constitue une des principales perspectives de 

ce projet. Plusieurs approches sont envisageables pour identifier la nitrosation des récepteurs 

AT1 et AT2. 

 

Tout d’a o d, e  utilisa t u  od le h t ologue d’e p essio  d’AT1 (EGFP-AT1, cf articles 2 

et 3), il ous se ait possi le d’e pose  les ellules à u  do eu  de NO, puis d’isole  les 

récepteurs AT1 en les immunoprécipitant à l’aide d’u  a ti o ps anti-GFP, avant de les 

visualiser par spectrométrie de masse. Cette technique nous permettrait de vérifier, in vitro, 

si l’e positio  à un donneur de NO entraine la nitrosation des récepteurs AT1. Cette technique 

pourrait aussi être développée pour AT2 en utilisant un plasmide EGFP-AT2.  

 

Une seconde approche e isagea le se ait d’utilise  u  modèle murin transgénique 

exprimant le récepteur AT1 ou AT2 couplé à la GFP. Plusieurs équipes ont développé des 

modèles transgéniques exprimant un récepteur AT1-GFP (Chen et al. 2012; Gonzalez et al. 

2012) ou AT2-GFP (de Kloet et al. 2016) au niveau cérébral. Ces modèles nous seraient 

particulièrement utiles pour visualiser les récepteurs de l’A g II au ni eau d’artères cérébrales. 

Dans ces modèles, nous pourrions isoler les récepteurs grâce à des anticorps anti-GFP, et 

évaluer la quantité de récepteurs nitrosés de manière endogène. Par ailleurs, nous pourrions 

aussi confirmer ue l’e positio  au G“NO e t ai e ie  la it osatio  d’AT1 et d’AT2. La 

spectrométrie de masse nous permettrait de déterminer quelle(s) cystéine(s) est (sont) 

nitrosée(s).  

 

Par ailleurs, les études menées par l’i stitut de Pha a ologie de l’u i e sit  de “he ooke 

Ca ada  se so t i t ess es au  elatio s e t e la st u tu e d’AT1 et son activité (Leclerc et 

al. 2002; Boucard et al. 2003; Cabana et al. 2013, 2015). Une collaboration avec ce laboratoire 

serait très intéressante pour identifier comment la liaiso  d’u  g oupe e t NO su  u e 

st i e d’AT1 ou d’AT2 peut modifier son activité.  
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Évaluation de la nitrosation in vivo 

L’e se le des résultats présentés dans cette thèse a été obtenu suite à une exposition 

directe, ex vivo, d’ACM à u  do eu  de NO. U e des pe spe ti es du p ojet est d’étudier les 

réponses AT1- et AT2 dépendantes après une exposition in vivo à un donneur de NO.  

 

Nous avons réalisé une étude préliminaire où des rats ont été traités in vivo pendant 48 h avec 

des microparticules contenant du GSNO. Le protocole de traitement est basé sur une 

précédente étude menée au laboratoire ayant montré que nos formulations permettent une 

libération de GSNO pendant minimum 42h (*Parent et al. 2015). Nous avons ensuite prélevé 

les ACM, et alis  des CCR à l’A g II. Nos sultats o t e t u  d alage de la ou e et u e 

aug e tatio  de l’EC50 (EC50 = 2.10-9 mol/L vs EC50 = 4.10-11 mol/L pour les microparticules 

vides). Nous ’avons pas observé de variation pour la vasoconstriction médiée par la 5HT (5HT 

3.10-8 mol/L : GSNO, -28±3 vs -19±4 %  pour les microparticules vides ; n=5 à 6 

artère/condition). Ces résultats doivent cependant être complétés en réalisant des CCR 

complètes à la 5HT. 

 

Par la suite il serait intéressant de démontrer si e d alage de CCR à l’A g II est associé à une 

nitrosatio  des epteu s de l’A g II.  

 

Enfin, nos résultats préliminaires montrent que le diamètre de base des ACM ’est pas odifi  

suite au traitement avec les microparticules contenant du GSNO (157±3 vs 160±8 µm avec les 

particules vides). Il se ait do  i t essa t d’alle  alue  si, dans ces conditions, le GSNO a 

toujours un effet sur le TM AT1-dépendant.   
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Évaluatio  de l’i pact de la it osatio  da s des od les pathologi ues  

Notre étude préliminaire menée chez des rats SHR montre que le GSNO diminue la réponse à 

l’A g II f p171). Comme indiqué précédemment cette étude doit être complétée pour 

d te i e  le a is e d’a tio  du NO et évaluer son impact sur le TM.  

 

Nos précédentes études ont montré que le GSNO avait un rôle cérébroprotecteur dans un 

od le d’AVC (*Parent et al. 2015). Il se ait do  i t essa t d’étudier dans ce modèle 

l’i pa t du G“NO su  les po ses di es pa  AT1 et AT2.  

 

L’utilisatio  de i opa ti ules ha g es e  G“NO da s l’AVC a ota e t fait l’o jet de 

projets déposés par notre équipe auprès de la Fondation pour la Recherche sur les AVC en 

2017, ainsi u’aup s de l’ ole do to ale BIO“E de l’université de Lorraine en collaboration 

avec le laboratoire CYCERON (UMR-S U1237, Caen). 

 

L’o je tif de es p ojets est d’ alue  les effets fi ues du G“NO administré dans la phase 

post-aigue de l’AVC. “uite à u e o lusio  de l’ACM, la o e t atio  e  NO augmente de 

manière transitoire pendant 30 min (Malinski et al. 1993; Kader et al. 1993), puis diminue 

pe da t les  jou s ui sui e t l’AVC (Malinski et al. 1993; Sugimura et al. 1998). Notre 

h poth se est do  u’une libération contrôlée de GSNO, à partir de nos formulations,  

pou ait p e i  la di i utio  d l t e de NO da s les jou s sui a t l’AVC. Le NO libéré 

pourrait ainsi, grâce à la nitrosation, avoir une action protectrice contre les conséquences de 

l’AVC (Khan et al. 2006, 2012), notamment via une diminution de la réponse médiée par AT1. 
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Impact de la S- it osatio  su  les aut es fo ctio s des cepteu s de l’A g II  

Notre étude s’est p i ipale e t i t ess e au  o s ue es de la it osatio  su  les 

fo tio s aso ot i es d’AT1 et d’AT2. Il serait également i t essa t d’ alue  so  i pact sur 

les autres fonctions des récepteurs comme la migration ou la prolifération cellulaire.  

 

Des études ont notamment montré que le SNAP et/ou le SNP diminuent la migration (Dubey 

et al. 1995; Maruhashi et al. 2014) et l’h pe t ophie des CML i duite pa  l’Ang II (Ritchie et al. 

1998). Par ailleurs, Suzuki a montré que la transfection de CML avec un adénovirus codant 

pou  l’eNO“ e t ai e l’i hi itio  de la voie G12/13/Rho/ROCK et la ig atio  i duite pa  l’A g 

II (Suzuki et al. 2009). Il se ait do  i t essa t d’ tudie  l’i pli ation de la nitrosation sur ces 

fonctions.  

 

Comme présenté en introduction, le récepteur AT1 agit via l’a ti atio  des p ot i es G ais 

aussi des -arrestines. Le d eloppe e t d’ago istes iais s i la t sp ifi ue e t la oie -

a esti e sus ite d’ailleu s u  g a d i t t da s la litt atu e. Nos résultats montrent que le 

NO a olit la aso o st i tio  di e pa  les p ot i es G  epe da t l’i te alisatio  di e 

par les -a esti es  ’est pas i pa t e. Il se ait do  i t essa t d’ tudie  l’i pa t de la 

nitrosation spécifiquement sur les effets médiés par la voie -arrestine. En effet, nous avons 

u u’elle est i pli u e, entre autres, dans la régulation de certaines kinases (Kendall et al. 

2014).  

 

 

 

 

 

 

 

L’e se le de es pe spe ti es pe ett a de ieu  a a t ise  l’i po ta e de la S-

it osatio  des epteu s de l’A g II au i eau ph siologi ue ai si ue l’i t t au i eau 

physiopathologique. 
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Les travaux présentés dans cette thèse se sont intéressés à l’i te a tio  e t e deu  a teu s de 

la régulation de la circulation cérébrale, le NO et le SRA. Nos études se sont porté en particulier 

sur u e ou elle oie de gulatio  des epteu s de l’A g II, la S-nitrosation.  

 

Nous ous so es tout d’a o d i t ess s à la problématique actuelle concernant 

l’asp ifi it  des a ti o ps a ti-AT1. Nous o t o s i i u’u  des ou eau  a ti o ps 

monoclonal anti-AT1 ne reconnaît pas le récepteur de manière spécifique. Nous avons donc 

hoisi de e pas utilise  d’a ti o ps i la t AT1 pour le reste de nos études.   

 

Nous avons ensuite évalué l’i pa t de l’exposition à un donneur de NO sur les réponses 

vasomotrices d’ACM isol es. Nous a o s o t  ue l’e positio  à u  do eu  de NO a olit 

spécifiquement la vasoconstriction AT1-dépendante, alo s ue la po se di e pa  d’aut es 

aso o st i teu s ’est pas i pa t e. De plus, le NO abolit aussi une autre fonctio  d’AT1, non 

dépendante du liga d, le TM. À l’aide d’outils pha a ologi ues ous a o s d o t  ue 

l’a tio  du NO passait pa  u e it osatio  plutôt u’u e it os latio . Enfin, dans un modèle 

h t ologue d’e p essio  d’AT1, nous avons montré que le NO ne odifie pas l’i te alisatio  

du récepteur.   

 

Par ailleurs, nos résultats préliminaires indiquent que la nitrosation abolit également la 

vasodilatation AT2-d pe da te, ai si ue la po se di e pa  l’A g II da s u  od le de 

rats hypertendus.  

 

Les principales perspectives de ce travail seront de développer une méthode permettant 

l’ide tifi atio  de la it osatio  des epteu s de l’A g II sans avoir recours aux anticorps 

anti-AT1, tudie  l’i pa t du NO in vivo et enfin approfondir nos études dans des modèles 

pathologiques d’h pe te sio  a t ielle et d’AVC.  

 

Plusieurs études ont décrit une interaction entre le NO et le SRA. Certaines études ont décrit 

u e di i utio  de l’e p essio  g i ue et/ou p ot i ue des epteu s de l’A g II suite à u e 

exposition à un do eu  de NO. À l’i e se, u e di i ution de la biodisponibilité de NO a été 

o l e à u e aug e tatio  de l’a ti it  du “RA.  
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Nous proposons ici la S-nitrosation o e l’u  des a is es pa ti ipa t à l’i te a tio  

entre le NO et le SRA. Les perspectives ouvertes par ces travaux permettront de mieux 

a a t ise  la it osatio  des epteu s de l’A g II et so  i t t da s des od les 

pathologiques. 
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IMPORTANCE DE LA S-NITROSATION DES RÉCEPTEURS CÉRÉBROVASCULAIRES DE L’ANGIOTENSINE II 
 

Les accidents vasculaires cérébraux sont la deuxième cause de mortalité dans le monde, le développement de 

nouvelles thérapeutiques est donc urgent. Deux acteurs jouent un rôle majeur dans la régulation de la circulation 

cérébrale : le monoxyde d’azote (NO) et le système rénine angiotensine (SRA).  

Le chapitre 1 de ce manuscrit s’intéresse tout d’abord au NO, son rôle physiologique et ses voies de signalisation. 

Nous présentons les donneurs de NO disponibles sur le marché ainsi que ceux en développement. La bucillamine 

dinitrosée, développée dans notre laboratoire, fait l’objet d’une évaluation in vitro et in vivo. La deuxième partie de 

l’introduction s’intéresse au SRA, en rappelant son rôle prépondérant dans le maintien de la pression artérielle et de la 

régulation cérébrovasculaire. Nous présentons les récepteurs de l’angiotensine II (AngII), AT1 et AT2, responsables 

respectivement d’une vasoconstriction et d’une vasodilatation des artères cérébrales. Enfin la dernière partie présente 

la régulation des récepteurs de l’AngII par le NO, en particulier via la S-nitrosation du récepteur, la liaison d’un 

groupement NO sur une fonction thiol d’un résidu cystéine. Nous présentons les travaux de Leclerc qui montrent que 

l’exposition de cellules surexprimant le récepteur AT1 à un donneur de NO entraine une diminution d’affinité de l’AngII 

pour AT1 (Leclerc et al., 2006).  

Le chapitre 2 est consacré aux études expérimentales. L’objectif des travaux présentés dans cette thèse est 

d’étudier l’importance de la S-nitrosation des récepteurs de l’AngII au niveau cérébrovasculaire. Tout d’abord nous 

abordons la problématique actuelle concernant l’aspécificité des anticorps anti-AT1. Nous montrons que le nouvel 

anticorps monoclonal anti-AT1, censé être plus spécifique, ne reconnaît pas AT1 en western blot et en 

immunofluorescence, rendant donc son utilisation impossible. Nous faisons ensuite la démonstration pharmacologique 

des effets de la S-nitrosation sur les récepteurs de l’AngII. Nous montrons que l’exposition à un donneur de NO (S-

nitrosoglutathion ou nitroprussiate de sodium) abolit spécifiquement la vasoconstriction médiée par AT1 comparé à 

d’autres vasoconstricteurs partageant ou non sa voie de signalisation. De plus cette exposition abolit aussi le tonus 

myogénique AT1-dépendant indépendant de la stimulation par l’AngII suggérant que l’altération survient sur le récepteur 

lui-même. Nous montrons par ailleurs que cet effet (i) ne dépend pas du NO endogène, (ii) se fait par une S-nitrosation 

plutôt que par la voie de la GMPc/GCs. Enfin nous étudions l’internalisation du récepteur par cytométrie en flux, sur un 

modèle hétérologue d’expression AT1. Nos résultats montrent que le GSNO ne modifie pas la localisation d’AT1 à la 

membrane et n’empêche pas son internalisation, indiquant que la voie b-arrestine n’est pas impactée par la nitrosation. 

L’ensemble de ces résultats permet d’établir que la S-nitrosation d’AT1 constitue une cible thérapeutique 

potentiellement intéressante dans les AVC, où l’augmentation de la vasoconstriction médiée par AT1 est délétère. 
 

Mots-clés : Monoxyde d’azote – Angiotensine II – S-nitrosation – circulation cérébrale – Récepteur AT1  

 

IMPORTANCE OF S-NITROSATION OF CEREBROVASCULAR ANGIOTENSIN II RECEPTORS  
 

Stroke is the second leading cause of death worldwide, the development of new therapeutics is thus urgent. 

Two actors play a major role in the regulation of cerebral circulation: nitric oxide (NO) and the renin-angiotensin 

system (RAS). 

The first chapter of this manuscript focuses on NO, its role and its signaling pathways. We present the 

available NO donors as well as those in development. Dinitrosobucillamine, a new NO donor developed in our team, 

is evaluated in vitro and in vivo. The second part of the introduction focuses on RAS and its preponderant role in 

blood pressure maintenance and cerebrovascular regulation. We present the angiotensin II (AngII) receptors, AT1 

and AT2 responsible for vasoconstriction and vasodilation of cerebral arteries, respectively. Finally, the last part 

presents the regulation of AngII receptors by NO, in particular through S-nitrosation of the receptors, the covalent 

bound between NO and cysteine residues. We present the work of Leclerc, showing that exposure of cells 

overexpressing AT1 to NO causes a decrease in AngII affinity for AT1 (Leclerc et al., 2006). 

The second chapter is devoted to the experimental studies. The objective of this work is to study the 

importance of AngII receptor S-nitrosation at the cerebrovascular level. First, we address the current problematic 

concerning the nonspecificity of anti-AT1 antibodies. We show here that the new monoclonal anti-AT1 antibody, 

which is supposed to be more specific, does not recognize AT1 in western blot and immunofluorescence, making its 

use impossible. We then make a pharmacological demonstration of S-nitrosation effects on AngII receptors. We 

show that exposure to NO donors (S-nitrosoglutathione or sodium nitroprusside) specifically abolishes AT1-

mediated vasoconstriction compared to other vasoconstrictors sharing or not its signaling pathway. Moreover, this 

exposure also abolishes AT1-mediated AngII-independent myogenic tone, suggesting an alteration on the receptor 

itself. We also show that this effect (i) does not depend on endogenous NO, (ii) is mediated by S-nitrosation rather 

than by the cGMP/sGC pathway. Finally, we study AT1 internalization by flow cytometry on a heterologous model 

of AT1 expression. Our results show that GSNO does not alter AT1 cell surface localization and does not prevent its 

internalization, indicating that the b-arrestin pathway is not impacted by nitrosation.  
 

Key words: Nitric oxide – Angiotensin II – S-nitrosation –  cerebral circulation – AT1 receptor 
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