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RÉSUMÉ EN FRANÇAIS 

L'urotensine Il (UII) a été initialement isolée de l'urophyse de gobie et il a été rapidement 

établi que le peptide possède plusieurs caractéristiques structurales similaires à celles de la 

somatostatine (SRIF). Ce peptide et son paralogue, l'urotensin II-related peptide (VRP), 

provoquent une vasoconstriction chez de nombreuses espèces y compris les poissons, les 

amphibiens et les mammifères. L'UII et l'URP sont les ligands endogènes du récepteur à 7 

domaines transmembranaires nommé UT. En plus de leurs capacités à causer la contraction et la 

dilatation de tissus vasculaires, I'UII peut induire la prolifération de plusieurs types cellulaires ou 

encore causer par exemple l'hypertrophie des cardiomyocytes. En fait, le système 

urotensinergique est associé à de nombreuses pathologies humaines, et plus particulièrement aux 

maladies cardiovasculaires et rénales. Par contre, malgré la présence marquée du système 

urotensinergique dans le système nerveux central (SNC), une relation claire entre ce système et 

des pathologies du SNC n'a pas encore été établie, même si une injection 

intracérébroventriculaire (icv) d'UII provoque des effets centraux. 

L'UT appartient à la classe A de la super famille des récepteurs couplés aux protéines G 

(RCPGs), une famille de récepteurs ayant comme archétype la rhodopsine. De façon générale, il 

est admis que ces récepteurs sont localisés à la membrane plasmique mais récemment, une 

localisation nucléaire a été démontrée pour de nombreux RCPGs. Notamment, les récepteurs de 

l'angiotensine II (Ang-11) et de l'endothéline 1 (ET-1) qui se retrouvent dans la même famille de 

récepteurs qu'UT et qui partagent des fonctions similaires, ont été observés au niveau des 

noyaux. Ces récepteurs nucléaires représentent donc de nouvelles cibles pharmacologiques et une 

bonne compréhension de leur activité cellulaire est essentielle pour le développement d'outils 

pharmacologiques adéquats. 

Ce projet d'étude visait donc à démontrer la présence de récepteurs UT fonctionnels au 

niveau du noyau de cellules isolées de divers organes. Nos résultats d'immunobuvardage de type 

Western ont permis d'établir pour la première fois la présence de ce récepteur aux noyaux de 

cellules dans les tissus du cœur et du système nerveux central chez le rat et le singe, et aussi dans 

des lignées cellulaires humaines de neuroblastomes et d'astrocytes. Étonnamment, parmi tous les 
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tissus évalués, incluant le cœur, le cerveau, la moelle épinière, les reins, les glandes surrénales, le 

foie, les poumons, le pancréas et les muscles squelettiques qui expriment tous UT au niveau 

membranaire, la présence de ce récepteur au noyau n'a été observée que dans le cœur et le 

système nerveux central. De plus, cette régiosélectivité d'expression du récepteur UT aux noyaux 

des cellules ne semblent pas être une caractéristique propre à une espèce puisque ce phénomène 

a été observé chez le rat et le singe. Enfin, ces résultats ont été confirmés par 

immunofluorescence par microscopie confocale avec des coupes de cœur et de cerveau de ces 

deux espèces animales ainsi qu'avec des lignées cellulaires humaines. Un examen plus détaillé de 

l'expression de 1 'UT dans le SNC de rat a révélé que ce récepteur était exprimé dans tous les 

tissus centraux étudiés, i.e. le cortex, l'hypothalamus, l'hippocampe, le cervelet, le pons et la 

moelle épinière, tant au niveau des protéines totales que nucléaires. Par la suite, des études de 

liaison sur des noyaux isolés de cœur et de cerveau de rat ont permis de caractériser 

pharmacologiquement ce récepteur nucléaire. Pour ce faire, les deux ligands endogènes de l'UT, 

soit l'UII et l'URP, ainsi que l'urantide, un antagoniste de l'UT, et la somatostatine ont été 

utilisés. Les résultats ont démontré que les ligands de l'UT, soit l'UII, l'URP et l'urantide, étaient 

capables de déplacer l'UII radiomarqué lié aux sites de liaison situés sur des noyaux isolés alors 

que la somatostatine n'avait pas cette capacité. L'immunobuvardage 2D a dévoilé trois isoformes 

de 1 'UT dans les fractions membranaires et nucléaires de cœur ayant un même poids moléculaire 

mais des points isoélectriques différents, alors que dans les extraits provenant du cerveau, il 

semble que des modifications post-traductionnelles distinctes pour les récepteurs aux noyaux et à 

la membrane génèrent des espèces protéiques de poids moléculaires différents. Des essais 

d'initiation de la transcription utilisant de l'UII humaine et de rat, de l'URP et de l'urantide sur 

des noyaux isolés de cœur et de cerveau de rat ont démontré que ces récepteurs nucléaires étaient 

fonctionnels. Toutefois, les agonistes de l'UT ont modulé différemment la transcription car seule 

l'UII a été capable d'initier la synthèse de novo d'ARN. La question s'est ensuite posée à savoir si 

les deux peptides pouvaient atteindre leur récepteur nucléaire. Pour ce faire, des dérivés 

fluorescents des deux ligands endogènes ont été préparés pour évaluer leur capacité de 

pénétration cellulaire. Les résultats obtenus en microscopie confocale et par cytométrie en flux 

démontrent que les deux ligands de l'UT peuvent atteindre l'espace intracellulaire, l'UII 

pénètrant dans la cellule plus rapidement que l'URP, sans impliquer UT. En outre, le mécanisme 
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d'entrée de l'URP impliquerait principalement les cavéoles alors que l'UII n'utiliserait ce 

mécanisme que très partiellement. 

Comme mentionné ci-dessus, le système urotensinergique est associé à divers états 

pathologiques, mais une relation claire avec des atteintes centrales n'a pas encore été démontrée. 

Par ailleurs, dans cette étude, la présence d'UT a été clairement démontrée dans tous les tissus du 

SNC, tant dans les extraits totaux que nucléaires. Or, ces tissus sont très sensibles aux conditions 

hypoxiques et/ou ischémiques. Ainsi, l'influence de telles conditions sur l'expression de ce 

récepteur a été étudiée sur une lignée cellulaire humaine neuroblastomale en présence ou non 

d'un traitement avec l'UII ou l'URP. Nos résultats indiquent qu'une exposition au chlorure de 

cobalt (pour induire des conditions hypoxiques in vitro) diminue l'expression de l'UT nucléaire 

tandis que son expression totale augmente. De plus, un traitement avec l'un ou l'autre des deux 

agonistes de l'UT a ramené l'expression de l'UT à un niveau basal. Clairement, la localisation 

intracellulaire de ce récepteur est modulée en conditions hypoxiques et l'UII et l'URP pourraient 

avoir un effet répresseur sur cette modulation. 

Contrairement aux connaissances restreintes associées au SNC, le système 

urotensinergique a été largement étudié en relation avec les maladies cardiovasculaires. Au cours 

de cette étude, une analyse d'expression génique par micro-réseaux sur des noyaux isolés de 

cardiomyocytes de rat traités avec l'UII a permis d'élargir ces connaissances en suggérant que le 

récepteur nucléaire UT serait un médiateur de l'expression de certains gènes liés aux maladies 

cardiaques, au diabète ainsi qu'à la prolifération cellulaire. 

Globalement, notre étude suggère que les récepteurs UT fonctionnels présents au noyau 

joueraient un rôle physiologique complémentaire à l'activation des récepteurs UT à la membrane 

plasmique. Ces résultats offrent une nouvelle vision plus complexe du fonctionnement du 

système urotensinergique et pourraient ouvrir de nouvelles voies pharmacologiques dans le 

développement de stratégies pour le traitement de maladies cardiovasculaires. 
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INTRODUCTION 

Receptors are proteins mainly located at the cell surface, but also within the cytosol, as 

weil as in the nucleus. Among cell surface receptors, G protein-coupled receptors (GPCRs), 

containing seven transmembrane domains (TM), belong to the largest protein superfamily. They 

are expressed in eukaryotes from yeast to humans where they regulate metabolic and cellular 

functions through signal transductions, i.e. generation of second messenger molecules and 

cellular phosphorylation cascades (Millar and Newton, 2010). To date, GPCRs account for two 

thirds of current therapeutic targets. They can be activated by different ligands including 

hormones, peptides, neurotransmitters and other types of molecules. Th us, ligand-GPCR system 

studies are among the most active and attractive domains in the pharmacological research (Millar 

and Newton, 2010; Wang and Lewis, 2012). 

GPR14 is a protein belonging to the rhodopsin-like receptor family. It was identified in 

1999 as the cognate receptor for urotensin II (UII) (Ames et al., 1999; Liu et al., 1999; Mori et 

al., 1999; Nothacker et al., 1999), a potent vasoconstrictor initially isolated from the goby 

urophysis (Pearson et al., 1980). This receptor, now renamed urotensin Il receptor (UT), is also 

the receptor of another endogenous ligand isolated in the rat brain and called urotensin 11-related 

peptide (URP) (Sugo et al., 2003). Both peptides exert vasoconstrictive effects on vascular beds 

from many species including fishes, amphibians and mammals (Vaudry et al., 2010). Biological 

activities of UII and URP were weil studied and in addition to UII ability to cause constriction or 

dilation of vascular tissues, this peptide also induces cell proliferation, as weil as cardiac and 

vascular hypertrophy (Jarry et al., 2010; Papadopoulos et al., 2008; Watanabe et al., 2001b; 

Yoshimoto et al., 2004). UII can also cause strong angiogenic effects (Albertin et al., 2009; 

Guidolin et al., 201 0; Spinazzi et al., 2006), induce collagen and fibronectin accumulation (Dai 

et al., 2007; Zhang et al., 2008) and modulate the inflammatory response (Shiraishi et al., 2008). 

Besides, it was shown that intracerebroventricular (icv) injection of UII causes central effects 

including behavioural and endocrine actions (Do-Rego et al., 2005; Do-Rego et al., 2008; 

Gartlon et al., 2001). However, the physiological role of the urotensinergic system in the central 

nervous system (CNS), where it is widely distributed, is still unclear. Due to the abovementioned 
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effects and its up-regulation in many pathophysiological states, the urotensinergic system was 

linked to numerous diseases including cardiovascular diseases, diabetes, renal and liver diseases, 

as weil as neurological disorders (Ross et al., 2010). 

Until recently, GPCRs were only considered as plasma membrane proteins but now, there 

is growing evidence of their intracellular presence, especially in nucleus. Indeed, angiotensin II 

receptors (AT, and ATz), endothelin receptors (ETA and ETs), apelin receptor and adrenergic 

receptors (AR) were concomitantly observed at the cell membrane and nucleus {Tadevosyan et 

al., 2012). Several studies on isolated nuclei demonstrated that these receptors are activated by 

their agonist(s) thus resulting in an increase ofnuclear calcium concentration (n[Ca2+]) (Bkaily et 

al., 2009; Boivin et al., 2003), kinase phosphorylation (Boivin et al., 2003; Boivin et al., 2006), 

transcription initiation (Boivin et al., 2006; V ani otis et al., 2011) or gene expression (Eggena et 

al., 1993; Thomas et al., 2006). Though the origin of these nuclear GPCRs is still speculative, 

there is evidence suggesting that they may translocate from the cell surface to the nucleus 

following the recognition of specifie nuclear localization signais (NLS) within their amino acid 

sequence by cytosol-nuclear transporters such as importins (Lee et al., 2004). However, other 

studies have shown the existence of NLS-independent nuclear translocation mechanisms (Re et 

al., 201 0; Zhu et al., 2006) and it has also been hypothesized that these nuclear GPCRs could 

arise from de novo protein synthesis (Gobeil et al., 2006a). 

GPCRs play very important physiological roles sin ce they transfer up to 80% of total cell 

signaling across the plasma membrane (Millar and Newton, 201 0). As such, they are targets for 

many pharmaceutical products. Th us, a better understanding of GPCR pharmacology represents 

the basis for the development of new therapeutic drugs. In the present study, we demonstrated 

for the first time the tissue-specifie distribution of nuclear UT. As a matter of fact, nuclear UT 

was only found in cardiac and CNS tissues isolated from rat and monkey as weil as in human 

neuronal and glial cell lines (Doan et al., 2012b; Nguyen et al., 2012). We also reported that 

nuclear receptors are functional and that their cellular distribution appeared to be modulated 

under hypoxic conditions (Nguyen et al., 2012). Finally, our study on gene expression using 

isolated nuclei from rat cardiac cells suggests that nuclear UT could mediate important processes 

involved in cardiovascular pathologies. 
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