nNNOS

INTRODUCTION

Le monoxyde dO6Azote (NO) e st pmepamipollla@ss o0 XV ¢
atmosphérigues et se compose chimigueraemte ¢ un at oif® etdaaxng g n e
débazote (N). D 4980 les étdd@sbsur factod dit £ DR = i®etlelium
derived relaxing factor) condui sent progres
apparait comme provoquée par ce facteur mais aussi des cette époque doEsme
probablement provoqugarl e r el ar gage dans | .@0opadesaloisdeme d o6
| a I i b®r at i mtmgue ccemmd Gno compbs® chimique ayamés propriétés
biologiques de relaxantAinsi en 1990, onconsi d re d®finitivement
commeun nouveau messager neuroagart entiére

Le NO est suscepti bl e niuibdles types celluldiresecomentes t r ou v
cellules endothélialesles cardiomyocytes, les cellules musculaires, les macrophages, les
plaguettes, mais aussi dans des tissus conenfpie, le cerveau et le systeme nerveux

p®ri ph®ri que. Le NO d®rive dans une r ®acti on
la L-Arginine, acide aminé source de la réaction qui se trouve ainsi conveNiOeet

Citrulline . Ce processus sera étudié en détail par la suite et met en jeu un long processus qui
soeffectue en cing ®tapes et est c attlal ys ®e
découverte est relativement récente.

La NO synthase

Tableau récapitulatif des séquences de la nNOS

nNOS 160 kDa 12q24 Muscle squelettique
Cerveau

m 131 kDa 17q11.2-q12 Non-musculaire
m 133 kDa 7936 Cellule endothéliale

Léenzyme identifi® comme | a NO synthase (N
prédominante dans le muscle est{N@S. Selon les auteurs différentes systématique furent
adoptées pour les iddfier systématiquement et on va parler des isoforme 1, 2 et 3 et ou
ajouter une | ettre pour marquer | 6origine <co
inductible), e (pour endothéliale). On résume dans un tableau récapitulatif ces diverses
proténes avec un lien SwissProt pour plus de détaH29475 P35228; P29474.
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Portrait-robot de la synthase nNOS
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Wheatley C, ) Nutr Environ Med. 2007 Sep;16(3-4):181-211.

La premiére isolation de la nitrique oxyde synthase fut réatiaée les années 1998i. des

1992 unrdle biologiqueimportant étaitd¢ ol u ~ | 6 oxyde nitrique <ce
que lastructuredte d®but desanalyses sur | esfurem®cani s
enfin mieux compris. Puis on fut dealmgubl e de
isoformes de NO synthasdinsi avec ces diverses données il a pu étre établi un portrait

robot qu coest affin® au fur et " mesure des ¢
plusieurs types de domaines au sein de la structure de la protéine NOS1 (=nNOS).

L a s®quence de | 6enzyme nNNOS et | a pr ®s en
reconnaissares sont alors répertoriés avec en partiemfhinale un motif diPDZ puis une

large région souvent répertoriee comme la p&tEME de la protéine. Ensuite se trouve une

hélice particuliere pour une interaction avec la Calmoduld®M en jaune sur ce kéma)

suivie par unezone pour la liaison avec IEVIN (=Flavin Mono Nucleotide). Enfin en-C

terminal une possibilité de liaison avecHAD (=Flavin adenine dinucleotideg¢t une zone

d®di ®e ~ | 0 i MADRBH (& blitotinamide Ademine Dihuatgide Phosphate).

Le schéma présenté -dessus donne yportrait -robot de la -NOS qui permet de mieux

| ocaliser |l es diff®rents sit eessiond deail@Soet i at i o
eNOSsont également sous forme de portraitsot, et si on y teouve le méme agencement

i néby a pas pr®sence du motif PDZ en d®but
NO synthase. Pour une meilleure identification de ces régions on a défini au sein de cette
structure 2 domai ne sge av&paaCal®adulipezAM) uhdomage t e d o0
dit doé Oetwmd@miaesdd de Réductase
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Structure du Géne Humain de la synthase NOS1 et possibles variants
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Selon Freudenberg et al., Gens, Brain and behavior2015; 14: 46-63

Une récente organisation génomique du gene humain pemet 2015 d 6

affiche

exons de la Synthase NO8Tompris les autres premiers exons-{I1aAS) et seulement les

exons exprim®es dans |l e testicul
et/ou coloré). Les premiers exons alteffisatflalj) sont utilisés par des promoteurs
individuels (indiqué par la fleche). Le variant spécifique ou s c | e
contient tous les exons de la forme de Synthase-NQS av e c
16 et géhe codat INOE&(NQSIL) equi raffichel uae régulation
transcriptionnelle complexe, avec neuf autres premiers exons. Exon 1c et 1f qui sont les
formes les plus abondantes dans le cervadu.polymorphisme fonctionnel de nucléotide
dans | 6exon 1c et comesporwdnyano mombre s me

| 6exon

unique( SNP)

e

e et/ ou | e 1

squedlletti qu
n plus | 6exc

variable de répétitions en tandem (VNTR) ce qui va conduire a un alléle dit soit (®urt
short) soit long (L=long). Ainsi ceg trés polymorphe répétition estouvent nommeée
«ex1FVNTR » et se trouve en fait varier entre 180 et 210 pb de longueur.

Portrait-robot des différentes synthases nNOS
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Selon Allen et al. Physiol rev. 2016; 96: 253-305

Ainsi les connaissances actuelle (2015) permettent de dresgartumt comparatif de ces
diverses protéines que sont les synthases NMO&ne illustration récapitulative donne
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des protéines similaires qui gardent en commun les 3 domaines
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Oxydase, réductase et liaison a la Calmoduline. Notez que seule la forme nNOSm possede le
motif PDF, et la zone dite «m , tandis que la forme eNOS (Golgi) se trouve
Myristoylée (Myr) et Palmitoylée (Palm).

Etapes chimiques contrdlées par la NO Synthase

(libération d‘bxyd- nitrique = NQ)
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P. J. Andrew, B. Mayer / Cardiovascular Research 43 (1999) 521 -531

Les étapes chimiques conduisant a la libérati de | 6 Oxyde Nitriqgue so
schéma econtre. Cette réaction complexe exige la présence dsshstrats @et NAD(P)H

avec conversion de ce dernier en NADP. De plus il faudra la présence de nombreux
cofacteurs, tels que la FAD et la FMhais aussi de la BH4 (tetrahydrobiopterine) Une fois
synthétisé, le NO diffuse alors librement a travers les membranes cellulaiteg n s e mb | e d
ceprocessusedt®t ai | | ® damnmencel 6article en r ®f®

Association entre 2 protéines NOS pour former un Dimére

Selon Tengan et al., Int J mol Sci 2012, 13:17460-17184.
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Campbell et al., Proc Natl Acad Sci U S A. 2014 Sep 2;111(35):E3614-23.

Par ailleurs, déja en 1999 et comme cela sera confirmé plus tard par exemple en 2012 et dans
de nombreuses études le processus va nécessiter une organisation spécifique de la NO
synt hase qgui vV a l or s s 6associhmmodinéaquenea ni r e
unei | lustration directememdntirses uled adregd miasatiicdr

que prend alors ce type de synthase.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10690324
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23242154

Modéle dynamique du transfert d’électrons
durant la Biosynthése du NO
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Hollingsworth et al., Protein Sci. 2016 Feb;25(2):374-82.

En complément de cette étude en 2014 la silhouetteymtlaase iINOS est représentée et son
arrangement spatiahontre la forte association entre les zorétEME » correspondantes a
chaque qui vont ainsi permettre de former un dimertiétdhe de 2 monomeres.

Diverses revuedont le point sur cette enzyme a partir des années 2000. Cette enzyme est
présente au niveau du sarcolemme et son ancrage a la membrane de la cellule musculaire fait
intervenir le complexe macromoléculaire autour de la Dystrophine et plus particulierement la
Dystrobrévine. (Voir chapitres correspondants).

L6®t ude de el a MO ogyn t®h 8®s eaésidus @articuliers furent mis ant et
en avant pour un réle important plus spécifique comme le Tryptophane 188.88) et par
ailleurs la Valine 567\(567) pour sa participation ° | 6int®
et par conséquence pour la production de NO. Par ailleurs suite a des expériences de
mutagénese dirigéele résidu glutamique 361EB861) est décrit comme critique pour une

interaction avec | d6arginine en tantD3§e sub:
auours de | dactivit® edavisgenette méne iateracon.l a synt h

Différentes silhouettes du dimére de la synthase iNOS
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Campbell et al., Proc Natl Acad Sci U S A.
2014 Sep 2;111(35):E3614-23.

Actuellement en 2015, apréle nombreuses étudsar le processus par lequel le dimére de
synthase NOS va finalement libérer dans lacellulé¢ deo x yde ni tri que, on v
du dimere des changements de conformations et ondegiifier 3 stades différentavec des
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orientations bien établies, indiquant que les partidEME de chacun des monomere glissent
| 6une sur | 6autre -comremme cel a est pr®sent® ci

Comme cel a est rapport® en d®t ai | e une s r G
schématisation est maintenant établie pour mieux comprendre les étapes de transfert
do®l ectrons et niodéle dynsenmeerdé la ntheade INGUr arriven a une
biosynthése dslO.

Propriétés et role de la synthase-NOS

La ntNOS fut d 6 ab ole derveb@vec une distriduiombondante dans le

muscle. Aprés la découverte de cette enzyrieeclonage du généut rapidement exécut&n

fait d¢d®@®adtseam e dgeu eDyl sbtorno pohbisneer v e uNOS etdi®! o c al
déficit de son action dans la relaxation du muscle chez les DMD.

Puis naturellement il fut proposé deipplémenter en -Arginine _un muscle déficient en
Dystrophine, ce qui devai't avoir pour cons®quenc
muscle. Une telle stratégie permettait | | e ddéaugmenter | dexpressio
chez la sourigndx présentait une s@xpression telle étaita question posée dans un premier
temps.(Un bilan des résultats sur le traitement de-ardinine est déja décrit et ne sera pas

abordé ici, voir dans le chapitre sur Utrophine).

Xanthine Oxydase
Oxydo-Reductase

Selon Rando TA , Microsc Res Tech. 2001 Nov 15;55(4):223-35.

Autant il est évident que le NO est au centre de nombreuses propriétés dans la cellule

musculaire etpar t i ci pe ) | 6act i v a(peimettant ld eréparatome | | u | e
muscul aire par ses propres cel |l uluasansgéemal c hes)
par la ANOS améliorele muscle déficient en Dystropie.Un schéma récapitulatif des
nombreusegibles du NOe s t i ssu dobéune messages durN®cdens tee s u
muscleet | 6 | {dessotusrésume cesinfarmations.

Par le fait, il est important de noter que IaNOS fait partie du complexe des protéines
autour de la Dystrophine. De plus pour une certaine part le NO participe dal&gabilité
musculaire et que des défauts dans la glycolyse avec perte des interactions avec
la_phosphofructokinase contribue a cette derniere.
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De plusun mécanisme sojsacent i mportant permettant doboex

DMD, est due 7 |l a puneBpence hdams nlRg | myealbé ed
musculaire . Celle-ci est directement reliée au stress nitrosatif provoquée par la délocalisation
membranaire de lanN® (= oxyde nitriqgque synthase neur

Dystrophine.

Chez le rat et dans des conditions extrémes de contractions museuldiits sur le role de

la protéine nNOS danle muscleest disponible sur le lien indiqué. La liaison de la nNOS

avec la Dystrophine nécessite seulement les hélices dites alphad2etz@nes répétitives

R16 et R17comme cela est maintenant établi en déthilsn s | 6 ar t i .cHus en r
unenouvelle étude a été entreprise pour mieux disséquer au sein de la structure de la
Dystrophindazonen ®cessai re =~ r ®al i poéinenNOSd ¢ giteded 6 ac c
fixation pour cette prot® ne nNnNOS se situe o
de la Dystrophine et concerne plus précisemenglastitions codées R16 et R17

Uneautre étude chez la souris déficiente en Dystrophoiémontre soigneusement que les
voies de signalisation impliquant | 6oxyde n
régulation de transporteurgde la L-arginine. Un bilan fait alors état des bases structurales

i mpliqu®es s®l ectivement dans | 0emfdnctibnideé i on d
chaque isoforme

Processus d’hypertrophie musculaire impliquant
la protéine nNOS et la production de NO

m Sarcolemme
Selon Ito et al., Nat Med. nNOS

2013 Jan;19(1):101-6.
\l, <— Charge mécanique
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Larégulation de la forme | endothélialee | 6 o x y d e n i-glutathienyationgay nt h a s

l a NOS neuronal e est rapport®e dans | e d®t a
preuved bune i nteraction fonctionnelle entre | es
du myocarde. lexiste par ailleurs une activation de la signalisation cal@gueavers de la

protéine canal du calciumTrpvlq u i avec | daction indirecte

libération de NO va favoriser ainsi la synthése du peroxynitrite (ONE©qui va agir sur la

proteéine mTOR en synergie e&v le calcium et jouer le rble de déclencheur clé de

| 6hypertrophie du muscle squelettiqgue. Un sc
cons®cutif " une charge m®cani que muscul a
musculaire.
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Unerécente revue fait le bilasesdivers inhibiteurs potentiel qui peuvent étre utilisé pour
affecter | 6activit® de | a nNOS (=Neuronal N
indique commentilestps si bl e doam®Il i orer | a biodisponib
de la 2-aminopyridine. La description des progres récents obtenu avec le thigphene
carboximidamide montre que des inhibiteurs sélectifs basés sur la NNOS existent et présentent
des pofils pharmacologiques prometteurs. Binre travail rapporte e pr ocessus doi
de | a synthase neuronale de | 6oxyde nitriqguce
nerfsympattfue. Ces donn®es sont discut®es dans | ¢

Il existe bien par ailleurs une cascade de signalisatipliquant nNOS/NO/sGC/cGMPau

cours de la sensibilisation a la cocaine @nds | es al t ®r ati ons assoc
L éffet de la supplémentation alimentaéren donneur ddoxyde nitric
doéi nhishuirt ilodbne x pressi on de il au niveAl@8a nsotilittde d ®c r i
|l 6intestin gr°le chez | e poul et. Une ®valuat
de type en fonction de la forme neuronaleld® o x yde sy nt hlatscex ycdoen trrittl r®
vasculaire chez le rat est rapportée en datal cour s du foncti onnement
tapis roulant sur lequel sont entrainés les animaux. Le facteur de nécrose tumorale (TNF)
favorise la faiblesse des muscles squeletsgen partie, emhibant la force spécifigue des

fibres musculairesAinsi lessignaux du TNF émis par les neurones de type Nitric Oxyde
Synthase et les especes moléculaires ditd80S» (=Especes oxygénée réactives),
favorisent la perte spécifique de la force développée par le muscle squelettique.

L éxpression de la forme neurondlee | a synt hase de | 6oxyde nit
les zones du noyauwit « TRACTUS SOLITARIUS» chez des rats hypertendus dont le

muscle squelettique est excité par réflexes. dhady® précise rapporte chez la souris
déficiente en synthase nN@& type Neuronale ; souris (nNGig)ockout), le phénotype

r®sul tant sur | es capillaires dans | e muscl e

Un travail me t | accent sume [l1éeo xrygl édexdyede e s
nitrique danslar ®ponse i notrope posi danyle myocartlebd®t i r e n
mammifére. Ainsi lesféets de la NOS neuronale et la productionld® o x yde ni tri que
enregistrés surldiaméetred e | 6 art r e etarladralatioresanguinelia vivo.e
La calmoduline est susceptible dguler la NO synthaseEn 2010 une revue présente selon
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