














































































































Article A 

Résumé 
 

L'urotensine  Il (U-11}, un puissant  agent vasoactif, est un peptide cyclique 

composé de 11 acides aminés qui a récemment  été identifié comme le ligand 

endogène  du récepteur GPR14. Puisque l'UT-li est possiblement impliquée dans 

la régulation de l'homéostasie cardiovasculaire et dans des physiopathologies, le 

développement d'un antagoniste  non peptidique  serait un outil pharmacologique 

sinon thérapeutique  de choix. Nous avons réalisé une étude de structure-activité 

de  l'UT-Il,  dans  laquelle  25  analogues  peptidiques  ont  été  évalués  sur  des 

cellules  CHO transfectées  avec le récepteur  GPR14. La mesure  des variations 

de   la  concentration   intracellulaire   de   calcium   a   été   utilisée   comme   test 

biologique.  La délétion  successive  des acides aminés  à partir de l'extrémité  N­ 

terminale et la substitution des acides aminés à tour de rôle par une alanine ont 

révélé  que  la  séquence  Trp
7
-Lys

8
-Tyest  une  portion  clé  nécessaire   à  la 

reconnaissance  et  l'activation  du  récepteur.  Ainsi,  les  chaînes  latérales  des 

acides  aminés  du  segment  WKY  représentent   des  composantes   chimiques 

cruciales, qui, dans une conformation adéquate, sont des prérequis à la liaison et 

à l'activation  du récepteur.  Afin de traduire  l'information  de la séquence  WKY 
 

dans  un modèle  pharmacophore tridimensionnel à trois points, valable  pour le 

criblage  virtuel d'une  banque  de composé,  nous  avons  évalué  la structure  en 

solution de l'UT-Il par résonance magnétique nucléaire. Ainsi, à l'aide du modèle 

tridimensionnel, l'inventaire des composés de Aventis a été criblé virtuellement à 

la recherche de composés contenant 3 pôles possédant les caractéristiques 

chimiques  et géométriques  du modèle. Cette approche a permis d'identifier  des 

composés  actifs provenant de six différentes catégories de substances capables 

d'antagoniser   l'activité   biologique   de  l'UT-Il  in  vitro. Le  1-(3-carbamimidoyl­ 

benzyl}-4-méthyl-1H-indole-2-carboxylique (naphtalène-1-ylméthyl}amide s'est 

montré être le composé  le plus puissant identifié par le criblage virtuel avec un 

ICso de 400 nM dans un essai fonctionnel d'imagerie  fluorescente  sur plaque. Il 

constitue  l'un  des premiers  antagonistes  non peptidiques  de l'UT-Il humaine  à 

être décrit dans la littérature. 
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The vasoactive cyclic 11-amino acid peptide urotensin II (U-II) has recently 

been 

discovered as the endogenous ligand of the orphan G-protein-coupled receptor 

GPR14. As U-II might be involved in the regulation of cardiovascular 

homeostasis  

and pathology, a nonpeptidic GPR14/U-II antagonist is of considerable basic 

and 

therapeutic interest. We have performed structure-activity relationship 

studies 

on U-II by investigating 25 peptide analogues to mobilize intracellular 

calcium 

in GPR14-transfected CHO cells, demonstrating that only the side chains of the 

residues Trp-7, Lys-8, and Tyr-9 are required for receptor recognition and 

activation. The solution structure of U-II derived by nuclear magnetic 

resonance  

has served as a structural template for a three-dimensional three point 

pharmacophore query for the virtual screening of the Aventis compound 

repository  

for nonpeptidic U-II receptor antagonists. Highly active lead compounds of six 

different scaffold classes could be identified, antagonizing the biological 

activity of U-II in vitro. The most potent compound identified by the virtual 

screening approach, 1-(3-carbamimidoyl-benzyl)-4-methyl-1H-indole-2-carboxylic 

acid (naphthalen-1-ylmethyl)amide, reveals an IC(50) of 400 nM in a functional 

fluorometric imaging plate reader assay and constitutes a promising lead. 
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