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Résumé

L’endothéline (ET) fait partie d’une famille de peptides vasoactifs constitués d’une
chaine de 21 acides aminés. Cette chaine est repliée par deux ponts disulfures et ses
extrémités N- et C-terminales sont libres. Il existe trois isoformes de I’'ET soit ET-1, ET-2
et ET-3, qui différent entre elles par leur structure ainsi que par leur activité biologique.
En effet, ET-1 et ET-2 semblent posséder une activité vasoconstrictrice alors que ET-3
engendrerait plutdt une vasodilatation. L’activité biologique des ETs s’exerce, chez les
mammiferes, via deux types de récepteurs: ET, et ETs. Le premier se retrouve
principalement sur les cellules musculaires lisses des vaisseaux sanguins et il posséde une
affinit€ plus grande pour ET-1 et ET-2 que pour ET-3. Sa stimulation entraine une
vasoconstriction puissante et soutenue. Le récepteur ETj posséde une plus vaste
distribution dans I’organisme et ne présente aucune spécificité envers 1’une ou I’autre des

isoformes de I’ET.

Cette €tude visait a déterminer les éléments de la molécule d’ET-1 importants pour la
liaison et I’activation des récepteurs ET4 et ETg, mais aussi ceux responsables de la
s€lectivité de ceux-ci. En ce sens plusieurs séries d’analogues de I’ET-1, en plus
d’analogues tronqués du segment C-terminal ont &té développés. Ces analogues
peptidiques ont été synthétisés sur phase solide au moyen de la chimie Fmoc ou t-Boc.
Aprés clivage, certains analogues ont subi des réactions de cyclisation et de
déformylation. Les analogues ont ensuite été purifiés par chromatographie liquide & haute
performance (CLHP) préparative sur phase inverse. Chaque analogue a finalement été
caractérisé par CLHP analytique sur phase inverse et par spectrométrie de masse
(MALDI-TOF).

L’évaluation pharmacologique des analogues a été réalisée sur deux préparations
tissulaires riches en I’'un ou I’autre des deux récepteurs de I’ET. Ainsi, des anneaux
d’aorte de rat dénudée de leur endothélium ont permis de déterminer 1’activité biologique

des analogues sur le récepteur ET, tandis que le parenchyme pulmonaire de cobaye a été
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utilis€ pour évaluer leur activité sur le récepteur ETg. L’affinité de certains analogues a
€té évaluée par des essais de compétition, contre I’ET-1 radiomarquée, sur des cellules
CHO exprimant soit le récepteur ET5 ou le récepteur ETg. De plus, des études de
dichroisme circulaire ont été effectuées afin d’évaluer I’arrangement structural de certains

analogues.

Les résultats obtenus sur les préparations ET, ont montré pour la premiére fois,
contrairement au concept établi et présenté dans la littérature, que la structure compléte de
PET-1 n’est pas nécessaire pour I’activation du récepteur ETA. Le segment 9-21
contiendrait en effet tous les pharmacophores, alors que le segment N-terminal
participerait plutdt a I’affinité du peptide pour le récepteur. De ces pharmacophores,
’acide glutamique de la position 10 semble jouer un réle de premier plan dans le
processus de liaison et d’activation alors que la lysine-9 et ’acide aspartique-18 auraient
plutdt un rdle dans la stabilisation de la structure secondaire. A I’intérieur du fragment 9-
21, la présence de modifications aux extrémités N- ou C-terminales semble aussi agir en
stabilisant cette derniére. En nous basant sur les résultats de structure-activité et sur ceux
obtenus par dichroisme circulaire, nous proposons que le segment C-terminal de I’ET-1
adopte une structure en hélice irrégulidre jusqu’a son extrémité comme proposé par
I’équipe de Wallace suite 2 des études par cristallographie. Cette structure permet
d’aligner le groupement carboxylique terminal avec 1’imidazole de I’His'® et le noyau
phénolique de la Tyr? de fagon a former un relais de charge permettant
vraisemblablement d’activer le récepteur ET, par un mécanisme moléculaire similaire a

celui retrouvé au site catalytique des sérine protéases (Langlois et al., 2003).

Les résultats obtenus sur les préparations de parenchyme pulmonaire de cobaye, ont
montré que la présence de la charge positive, portée par la chaine latérale de la lysine, a
Iextrémité N-terminale des analogues 9-21 défavoriserait la liaison et I’activation du
récepteur ETp. La position 13 semble également jouer un rdle important dans la
sé€lectivité du fragment envers le récepteur ET,. En effet, le remplacement de la Tyr par
un acide aminé non ionisable a augmenté I’activité biologique des analogues du fragment

9-21 sur les préparations pulmonaires. Finalement, nos résultats sont en accord avec notre
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hypothése a savoir que le récepteur ETg accommoderait un ligand de structure allongée,
hautement hydrophobe dont I’extrémité C-terminale serait repliée de fagon a placer le

tryptophane-21 dans I’environnement voisin de la leucine-17.

Pour finir, nous avons vérifié si les fragments PTHrP (1-16) et PTHrP (1-23), définis
récemment comme des stimulateurs des ostéoblastes lors du développement de métastases
osseuses suite au cancer de la prostate, agissent comme agonistes du récepteur ETa. Cette
hypothése avait été avancée par une équipe américaine en comparant les séquences de ces
fragments a celle de ’ET-1. Donc, nous avons repris ces fragments du PTHrP pour les
€tudier dans nos modeles pharmacologiques des récepteurs de I'ET. Selon nos résultats,
aucun des deux fragments n’a montré d’activité contractile sur les préparations d’aorte de
rat et de parenchyme pulmonaire de cobaye. De plus, méme 2 des concentrations élevées,
ceux-ci n’ont pu bloquer I’activité biologique engendrée par I’ET-1 sur ces préparations.
Finalement, les essais de liaison ont également montré qu’ils ne compétitionnent pas pour
le méme site de liaison que I’ET-1. Par conséquent, il ne semble pas que I’activation des
ost€oblastes, observée lors du développement de métastases osseuses passe directement

par la voie traditionnelle de I’ET-1 (Langlois et al., 2005).

Chantal Langlois Alain Fournier

Etudiante Directeur de recherche
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Chapitre 1 : L’endothéline




1.1. Découverte:

Déja avant I"arrivée du XX° siecle, Tigerstedt et Bergman avaient montré que I’injection
d’un extrait de rein a un lapin provoquait une augmentation de la pression sanguine
(Tigerstedt et Bergman, 1898). Cette substance vasoactive, extraite du rein, fut alors
nommée rénine. L’idée que la pression sanguine pouvait &tre modulée par un ou plusieurs
facteurs solubles est née de ces résultats. Par la suite, plusieurs études ont permis
I"identification de facteurs peptidiques, comme I’angiotensine (Braun-Menendez et al.,
1940; Page et Helmer, 1940) et non peptidiques, comme le PGI, (Moncada et al., 1976)

ayant une influence directe ou indirecte sur le tonus vasculaire et la pression sanguine.

Cependant, jusqu’a la fin du XX° siécle, le réle crucial joué par I’endothélium vasculaire
dans les mécanismes de régulation de la pression sanguine demeura méconnu. En effet,
on croyait que le seul réle de cette fine couche cellulaire était la protection du muscle
sous-jacent. En 1980, 1’équipe de Furchgott et Zawadzki démontra que la présence de
I’endothélium a I’intérieur de I’aorte de rat était essentielle 4 la vasodilatation provoquée
par I’acétylcholine. IIs proposgrent alors que cet effet vasodilatateur est relayé par le
récepteur muscarinique, qui en réponse a I’acétylcholine, entraine la sécrétion de facteurs,
qui eux pourraient agir sur les cellules musculaires lisses du vaisseau sanguin pour
entrainer sa dilatation. Endothelium relaxing factors (EDRF) fut le nom donné 2 ces
facteurs. Sept ans plus tard, des travaux menés sur 1’aorte de porc ont permis de
démontrer qu’en réponse A des concentrations croissantes de bradykinine, il y avait
sécrétion de monoxyde d’azote (NO), provoquant la dilation du vaisseau sanguin (Palmer,
Ferrige et Moncada, 1987). 1l fut alors proposé que I’EDRF était en fait le NO. Ce
médiateur est maintenant connu non seulement pour ses effets vasodilatateurs, mais aussi
pour inhiber P’agrégation plaquettaire, la prolifération des cellules musculaires
vasculaires, ’adhésion des monocytes, etc. En fait, le NO aurait pour role de prévenir le
développement de plusieurs pathologies telles que I’arthérosclérose et la thrombose
(Taddei et al., 2001).



Simultanément, des travaux menés dans les laboratoires de De Mey et Vanhoutte ont
suggéré qu’en plus de produire des facteurs relaxants, I’endothélium vasculaire sécréterait
des facteurs constricteurs. En effet, leurs travaux ont montré que la destruction de cette
couche cellulaire entraine une diminution importante de la contraction induite par le
potassium (De Mey et Vanhoutte, 1981). Des études menées sur des veines de chien
montrerent également que le retrait de I’endothélium conduit 2 une diminution de 1’effet
constricteur de 1’acide arachidonique et de I’anoxie (De Mey et Vanhoutte, 1982 ; De
Mey et Vanhoutte, 1983). O’Brien et McMurtry montrérent, eux aussi, que 1’endothélium
vasculaire sécrétait, en plus de ’'EDRF, une substance vasoconstrictrice : I’ Endothelium-
derived contracting factor (EDCF) (O’Brien et McMurtry, 1984). Bien qu’il fut montré
que cette substance €tait sensible aux peptidases (Gillespie ef al., 1986), ce n’est qu’en
1988 que Yanagisawa et son équipe réussirent a isoler et caractériser cette substance
protéique, & partir de surnageant de cellules endothéliales d’aorte de porc (Yanagisawa ef

al., 1988b)

1.2. Caractéristiques moléculaires:

Le peptide isolé par Yanagisawa est constitué d’une chaine de 21 acides aminés repliée
par deux ponts disulfures, reliant les cystéines 1-15 et 3-11, lui conférant une structure
bicyclique unique. De plus, les extrémités amino- et carboxy-terminales du peptide sont
libres (Masaki et Yanagisawa, 1992; Yanagisawa et al., 1988a). Puisque ce peptide
n’appartenait 2 aucune famille connue et qu’il était issu de I’endothélium, ils Ie

nommerent endothéline (ET).

L’injection d’ET 2 un rat anesthésié entraine une réponse biphasique sur la pression
sanguine systémique. Dans un premier temps, on observe une diminution rapide, suivie
de son €lévation dans une progression lente, mais soutenue (Spokes, Ghatei et Bloom,
1989). L'ET était en fait, le plus puissant agent vasoconstricteur alors connu. Depuis,
seule I'urotensine II est plus puissante. La vasoconstriction engendrée par cette derniére
est cependant de moindre importance que celle provoquée par 'ET (Maguire et

Davenport, 2002).



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 1819 20 2t

ET-1 Cys-Ser-Cys -Ser- Ser- Leu-Met-Asp-Lys-Glu -Cys-Val-Tyr-Phe -Cys- His-Leu-Asp-lle-Ile-Trp
ET-2 Cys-Ser -Cys- Ser -Ser-Trp-Leu-Asp-Lys-Glu-Cys-Val-Tyr -Phe-Cys- His-Leu-Asp-lie-lle-Trp
ET-3 Cys-Thr-Cys-Phe-Thr-Tyr-Lys-Asp-Lys-Glu-Cys-Val-Tyr-Tyr-Cys- His-Leu-Asp- lle-lle-Trp
S6a Cys-Ser-Cys-Lys-Asp-Met-Thr-Asp-Lys-Glu-Cys-Leu-Asn-Phe-Cys-His-Gln-Asp-Val-lle-Trp
S6b  Cys-Ser-Cys-Lys-Asp-Met-Thr-Asp-Lys-Glu-Cys- Leu-Tyr-Phe-Cys-His-Gln-Asp-Val-lle-Trp
S6c Cys-Thr-Cys-Asn-Asp-Met-Thr-Asp-Glu-Ghu-Cys-Leu-Asn-Phe-Cys-His-Gln-Asp-Val-lle-Trp

S6d Cys-Thr-Cys-Lys-Asp-Met-Thr-Asp-Lys-Glu-Cys-Leu-Tyr-Phe-Cys- His-Glu-Asp- llc-Ile-Trp

Figure | : Isoformes de I’endothéline-1.

1.3. Isoformes:

Des travaux menés sur des séquences du code génétique ont montré 1’existence de trois
isoformes de I'ET (Inoue er al., 1989a). Ainsi la séquence identifiée par Yanagisawa
(1988a) est aujourd’hui connue comme étant ’ET-1. Les deux autres isoformes furent
nommeées ET-2 et ET-3. L’ET-2 différe de I’ET-1 seulement aux positions 6 et 7, alors
que I’ET-3 possede six acides aminés différents (Figure 1). Ces peptides se distinguent au
niveau de leur structure, mais aussi de leur activité biologique. En effet, I’'ET-1 et ’ET-2
présentent une activité vasoconstrictrice supérieure & I'ET-3, laquelle semble plutot agir

comme agent vasodilatateur (Masaki et Yanagisawa, 1992).



Les sarafotoxines (SRTXs) et la bibrotoxine, des cardiotoxines isolées du venin des
viperes égyptiennes Atractaspis engaddensis et Atractaspis bibroni, présentent une
étonnante homologie de structure avec les endothélines (Becker ef al., 1993; Kloog et al.,
1988). De plus, le VIC (vasoactive intestinal contractor), un peptide présent dans
Iintestin de souris, ne différe de I’ET-1 que par trois acides aminés (Saida er al., 1989).
Ces peptides sont tous des agents vasoactifs, dilatateurs, tels que les SRTX-c et -d, ou
constricteurs, tels que le VIC et les SRTX-a et -b. Cette similarité structurale et
fonctionnelle entre les endothélines et des peptides présents chez les reptiles suggére une

méme origine.

En fait, les peptides des familles des ETs et des SRTXs présentent entre 60% et 70%
d’homologie au niveau de leur structure primaire. Les deux ponts disulfures retrouvés aux
positions 1-15 et 3-11, le segment carboxy-terminal hydrophobe, la portion médiane
chargée retrouvée entre les positions 8 2 10 ainsi que les extrémités N- et C-terminales
libres sont des caractéristiques de tous les peptides de ces familles (Masaki et
Yanagisawa, 1992). La comparaison des structures primaires de ces peptides montre que
la région la plus variable est retrouvée entre les positions 4 3 7 du segment amino-
terminal. De plus, le résidu sérine retrouvé en position 2 de ’ET-1 est présent dans I’ET-
2, mais aussi dans les SRTX-a et —b. Cependant, dans I’'ET-3 de méme que dans les
SRTX-c et ~d cette position est plut6t occupée par un résidu thréonine. Bien que ces deux
acides aminés portent tous deux un groupement hydroxyle sur leur chaine latérale, cette
différence pourrait expliquer la divergence entre les effets pharmacologiques de ces
peptides; les premiers ayant une activité vasoconstrictrice alors que le second groupe agit
plutdt comme agents vasodilatateurs. I1 a été montré qu’une modification méme
conservative de la structure primaire pouvait avoir des répercussions importantes sur
Iactivité biologique d’une protéine aussi volumineuse que les canaux potassiques
dépendant du voltage (Yellen et al., 1991). La position 2, occupée soit par une sérine ou
une thréonine, pourrait &tre cruciale pour discriminer entre I’effet constricteur et dilatateur

(Bdolah et al., 1989).



1.4. Biosynthése:

Les cellules endothéliales vasculaires ne contiennent aucune vésicule servant 2
I'accumulation ’ET de sorte que la sécrétion de cet agent constricteur est régulée
directement par la synthése endogéne du peptide. Les facteurs modifiant le taux de
synthese influencent donc directement les niveaux circulants d’ET. Parmi ces facteurs
connus pour stimuler la synth¢se de I’ET-1, on compte notamment I’adrénaline, la
thrombine, la vasopressine, I’angiotensine II, I’insuline, certaines cytokines, des facteurs
de croissance, le TNF-o (tumor necrosis factor) ainsi que certaines conditions
physiologiques telles que I’ischémie. D’autre part, le monoxyde d’azote, les
prostacyclines, le peptide natriurétique, 1’héparine et certaines manifestations
physiologiques telles que I’augmentation de la pression sanguine diminuent la sécrétion
d’ET-1 (Emori et al., 1989; Kourembanas et al., 1991; Kurihara et al., 1989; Masaki et
Yanagisawa, 1992; Ortega Mateo et De Attinano, 1997; Ohta et al., 1990; Yoshizumi et
al., 1989; Yoshizumi et al., 1989).

Peptides, Prostacycline,
Hormones, NO,
Stimuli Héparine
physico-

chimiques

©

Prépro ET-1 (212 a.a.)
Endopeptidase
Big ET-1 (38 a.a.)

DOOO0 / ECE Cellule endothéhiale

ET-1 (21 a.a)F
-

S S - -~ —__ e ]
A I IC I OO

Figure 2 : Synthese endogéne de I’endothéline-1



Bien que les trois isoformes de 1’endothéline soient issues de trois génes distincts, leur
biosynthése implique le méme processus enzymatique (Inoue et al., 1989a; Inoue et al.,
1989b). Chacun de ces genes est d’abord traduit en une protéine d’environ 200 acides
aminés : la prépro ET-1. Celle-ci est clivée par la furine, une endopeptidase de type
subtilisine spécifique pour les résidus dibasiques : Arg’*-Lys®. La pro ET-1 (big ET-1)
ainsi obtenue est constituée chez I’humain de 38 acides aminés. LA big ET-2 et la big
ET-3 sont, quant a elles constituées respectivement de 37 et 41 acides aminés (Doherty,

1992; Gray et Webb, 1996).

La derniére étape de maturation est effectuée par I’enzyme de conversion de I’ET (ECE),
qui coupe le peptide entre Trp®' et Val? (ou Ile? pour ET-3). L’importance
physiologique de ce dernier clivage a ét€ démontrée par le fait que la big ET-1 est 140
fois moins puissante que ’ET-1 (Kimura et al., 1989). La prépro ET-1 est quant a elle

complétement inactive (Cade et al., 1990).

1.5. L’ECE :

L’ECE fut découverte en 1990 aprés qu’on eut observé qu’un homogénat de cellules
aortiques de beeuf en culture possédait la capacité de cliver la big ET-1 en ET-1 mature
(Ohnaka et al., 1990). De plus, la big ET-1 injectée in vivo est rapidement convertie, alors
que le plasma sanguin in vitro est incapable de produire de I’ET-1 2 partir de son
précurseur (Hensen et al., 1991). Des études menées a I’aide d’antagonistes spécifiques
aux métalloprotéases ont permis de déterminer que le phosphoramidon [N-(o-(-
rhamnopyranosyloxyhydroxy-phosphonyl))-L-Leu-L-Trp] inhibait I’action de ’'ECE de
fagon compétitive (Fukuroda et al., 1990; Pollock et al., 1993). Cependant, le thiorphan,
un inhibiteur des endopeptidases neutres (NEP), n’a aucun effet sur la conversion de la
big ET-1 (Doherty, 1992; Masaki et Yanagisawa, 1992; Okada et al., 1990). L’ECE est
donc une métalloendopeptidase membranaire fortement glycosylée retrouvée dans les

cellules endothéliales ou musculaires lisses des vaisseaux sanguins.



Cellute musculaire lisse

Figure 3 : Structure de I’endothelin-converting enzyme-1 (ECE-1)

Il existerait deux isoformes de I'ECE : I'ECE-1 et I'ECE-2. Elles se différencieraient par
leur structure moléculaire, leur distribution et par leur affinité pour les différentes formes
de la big ET (Gray et Webb, 1996; Ortega Mateo et De Artinano, 1997; Okada et al.,
1990).

L’ECE- 1, retrouvée 2 la surface des cellules musculaires lisses, posséde un pH optimal
neutre et ne montre aucune spécificité entre les différentes isoformes de I’ET. Elle est
sensible aux capteurs de métaux tels que I’acide éthyleneglycol-bis(B-aminoéthyléther)-
N,N-tétraacétique et I’acide éthylénediamine tétraacétique, mais non a la pepstatine A.
Elle existerait, en fait, sous la forme d’un dimére retenu par un lien disulfure (Emoto et

Yanagisawa, 1995; Opgenorth, Wu-Wong et Shiosaki, 1992; Xu et al., 1994) (Figure 3).

L’ECE-2, quant a elle, est plutdt retrouvée dans le cytosol des cellules endothéliales,
probablement dans I’appareil de Golgi, et montre un pH optimal acide (5,5). Elle présente
un patron de sensibilit€ aux inhibiteurs inverse a I’ECE-1, c’est 2 dire qu’elle est sensible
a la pepsine A, mais non aux capteurs de métaux. De plus, elle est deux cents fois plus
sensible au phosphoramidon que I’ECE-1. Enfin, a I’inverse de celle-ci, I'ECE-2 posséde

une affinité accrue envers big ET-1 par rapport a big ET-2 et big ET-3 (Emoto et



Yanagisawa, 1995; Opgenorth, Wu-Wong et Shiosaki, 1992).

L’ECE-2 semble avoir le rdle principal dans la conversion des big ETs en agissant
directement a Dintérieur des cellules endothéliales afin de permettre la sécrétion
majoritaire d’ET-1 sous sa forme mature. L’ECE-1, dans la membrane des cellules
musculaires vasculaires, aurait plutt un réle secondaire en clivant de fagon non sélective
les big ETs en circulation. Les peptides matures pourraient ainsi agir directement sur ces
cellules musculaires pour entrainer leur contaction (Opgenorth, Wu-Wong et Shiosaki,

1992).

1.6. Catabolisme:

L’ET n’est en fait probablement pas une hormone circulante puisque sa concentration
plasmatique est d’environ 1 fmole/mL ce qui n’est pas suffisant pour induire la
vasoconstriction (Battistini, D’Orléans-Juste et Sirois, 1993; Howard, Plumpton et
Davenport, 1992). En fait, aprés la biosyntheése de I’ET, le peptide semble
majoritairement sé€crété a la surface basolatérale des cellules endothéliales (Wagner et al.,
1992; Yoshimoto et al., 1991). Une fois libéré dans I’espace interstitiel, il agit sur les
cellules musculaires pour générer la constriction. La concentration d’ET dans le liquide
interstitiel baignant le tissu vasculaire est en fait cent fois plus élevée que la concentration
plasmatique. Cependant, la majorit€ du peptide dans I’espace interstitiel est li€ aux
récepteurs (Battistini, D’Orléans-Juste et Sirois, 1993; Waggoner, Genova et Rash, 1992).
L’ET semble étre une hormone paracrine qui, une fois libérée par les cellules

endothéliales, agit localement sur les cellules du muscle lisse sous-jacent.

Afin de conserver une concentration faible d’ET circulante, le peptide est rapidement
dégradé. Abassi et son équipe (1992) ont montré que I’injection d’un inhibiteur de la NEP
le SQ-29,072 a un rat avait pour effet d’augmenter la concentration plasmatique d’ET. En
effet, ’'ET, comme plusieurs autres hormones peptidiques telles que le peptide
natriurétique, la substance P, la bradykinine et les enképhalines (Erdos et Skidgel, 1989),

est dégradée par la métalloendopeptidase I, mieux connue sous le nom de NEP ou
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enképhalinase. Cette enzyme présente a la surface plasmatique de plusieurs organes, clive
de facon non sélective I’ET pour I'inactiver (Fagny et al., 1991; Sokolovski, 1991;
Vijayaraghavan et al., 1990).

1.7. Récepteurs:

Suite a la libération d’ET dans I’espace interstitiel, le peptide se lie 2 son ou ses
récepteurs situés soit sur les cellules endothéliales elles-mémes ou sur les cellules
musculaires sous-jacentes. Cette liaison engendre dans un premier temps une
vasodilatation qui est rapidement suivie d’une vasoconstriction. Ces deux phases de la
réponse a I’ET possédent des caractérisques pharmacologiques différentes. En effet, la
réponse hypotensive semble étre provoquée indifféremment par I’ET-1, I’ET-2 ou I’ET-3.
Cependant, la réponse hypertensive est, quant a elle, engendrée préférablement par I’ET-1
et 'ET-2 plutét que I’ET-3. 1l était présagé que ces deux effets biologiques de I’ET
étaient générés par des récepteurs distincts (Kloog et al., 1989; Spokes, Ghatei et Bloom,
1989). Des essais de liaison faits non seulement sur différents tissus, tels que des cellules
endothéliales et des cellules musculaires lisses de vaisseaux sanguins en culture, mais
aussi sur des tissus extravasculaires tels que 1’utérus et le cerveau, ont montré deux
patrons de liaison distincts, renforgant ainsi I’idée de I’existence de deux récepteurs (Badr
et al., 1989; Fu et al., 1989; Jones et al., 1989; Kloog et al., 1989; Loffler et Lohrer,
1991; Maggi et al., 1989; Rovero et al., 1990). Des études pharmacologiques menées sur
le systéme vasculaire, mais a ’extérieur de I’aorte sont venues aussi renforcer cette idée.
Par exemple, Cardell et son équipe ont observé que I’ET-3 est moins puissante que I’ET-1
et ’ET-2 pour induire la constriction de I’artére pulmonaire de cobaye, alors que les trois
isoformes sont équipotentes pour engendrer la contraction de la trachée (Cardell, Uddman
et Edvinsson, 1992).

En 1989, Maggi et son équipe identifierent le premier analogue peptidique capable de
discriminer les récepteurs de I’ET. Cet analogue, constitué du segment C-terminal 16-21
de ’ET-1, engendre la constriction de préparations de bronches de cobaye, mais est

complétement inactif sur des préparations d’aortes de rat dénudées de leur endothélium.
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On nomma donc ET4 le récepteur de ’ET retrouvé sur ’aorte et ETg le récepteur

responsable de la bronco-constriction (Doherty, 1992).

L’examen du génome de mammiféres a permis effectivement d’identifier deux types de
récepteurs de I’'ET (Arai ef al., 1990; Hosoda et al., 1991; Lin et al., 1991; Nakamuta et
al., 1991; Ogawa et al., 1991; Sakamoto et al., 1991; Sakurai et al., 1990). Ces deux
récepteurs different autant au niveau de leur structure primaire, que de leur distribution,
mais aussi en ce qui a trait a leur affinité pour les trois isoformes de I’ET. En effet, le
récepteur ETa se retrouve surtout sur les cellules musculaires lisses du systéme
vasculaire. Il présente une affinité plus grande pour I’'ET-1 et 'ET-2 que pour I’ET-3. Par
exemple, chez ’homme ET4 posséde une affinité mille fois supérieure pour ET-1 par
rapport a ET-3 (Hosoda et al., 1991). La stimulation de ce récepteur entraine une
puissante vasoconstriction (Doherty, 1992; Masaki et Yanagisawa, 1992). Le récepteur
ETs possede, quant a lui, une plus vaste distribution dans ’organisme, il ne présente
1991). A T'origine, on croyait que le récepteur ETg était responsable, dans le systéme
vasculaire, de I’effet hypotenseur de I'ET-1. Cependant, a I’aide du segment ET-1 (16-21)
et d’antagonistes spécifiques, il fut possible de démontrer I’existence de deux sous types
de récepteurs ETp dans le systhéme vasculaire. Ces récepteurs, bien qu’ils soient issus du
méme gene et qu’ils possédent donc la méme structure primaire, différent au niveau de
leur distribution, mais aussi de leurs caractéristiques pharmacologiques: ’un étant
vasodilatateur et I’autre causant plutdt un effet vasoconstricteur. En effet, on observa chez
le lapin dans la veine jugulaire et dans la saphéne, une vasoconstriction spécifique au
récepteur ETg (Moreland er al., 1992; Sumner et al., 1992). I fait donc maintenant
consensus que le récepteur ETg;, situé sur les cellules endothéliales, est responsable de
Ieffet hypotenseur de I’ET via le relargage de facteurs tels que le NO et le PGL
(Doherty, 1992; Masaki et Yanagisawa, 1992). Ce récepteur est sensible a 1’antagoniste
PD142893 (Warner et al., 1993). Le récepteur ETjg; est, quant a lui, situé sur les cellules
musculaires lisses, et engendre une vasoconstriction (Doherty, 1992; Masaki et

Yanagisawa, 1992). Celui-ci n’est pas affecté par le PD 142893 (Sudjarwo er al., 1993).
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Il existerait un troisitme récepteur de I’ET : ET¢. Celui-ci semble posséder une affinité
plus grande pour I'ET-3 que pour les deux autres isoformes. Cependant, ce récepteur n’a
été cloné que chez la grenouille africaine Xenopus laevis (Karne, Jayawichkreme et
Lerner, 1993; Kloog et al., 1989). Des études menées sur le génome de mammiferes,
incluant I’humain, n’ont jamais montré I’existence de ce récepteur (Haendler, Hechler et

Schleuning, 1992; Sakamoto ef al., 1991).

Les récepteurs de I’endothéline sont constitués d’une chaine, variant de 420 4 450 acides
aminés, repliée de fagon a former sept domaines transmembranaires chacun formé de 20 a
27 acides aminés. L’extrémité amino-terminale des récepteurs, comprenant entre 75 et
100 résidus, est orientée vers I’extérieur de la cellule alors que leur extrémité carboxy-
terminale, retrouvée du c6té cytoplasmique de la membrane, est couplée a une protéine G
(Arai et al., 1990; Karne, Jayawichkreme et Lerner, 1993; Sakurai et al., 1990). Les
récepteurs de I’ET font donc partie de la superfamille des récepteurs de la rhodopsine

(Birnbaumer, Abramowitz et Brown., 1990) (Figures 4 et 5).

Cellules
endothéliales

O ET-1

e

OQOOOOO

B0oo000000000° Cellules
musculaires
lisses

Vasodilatation Vasoconstriction

Figure 4 : Les récepteurs de I’endothéline-1



Il existe 60% d’homologie entre les séquences primaires des récepteurs ET, et ETg
(Karne, Jayawichkreme et Lerner, 1993). Chacune de ces séquences en acides aminés est
hautement conservée entre les especes. En effet, Haendler et son équipe (1992) ont
observé 89% d’identité entre les récepteurs ETg d’origine humaine et bovine, alors que la
séquence issue du rat partage 88% d’identité avec celle d’origine humaine. Le récepteur
ET, humain, quant a lui, présente une identité de séquence supérieure a 92% avec celle
du rat et du beeuf (Haendler, Hechler et Schleuning, 1992) (Figure 6). Des analyses par
hybridation in situ ont montré des séquences retrouvées sur les chromosomes 4 et 13
codant pour les récepteurs ETa et ETg respectivement. Le patron d’épissage des exons
versus celui des introns, trés semblable pour les deux génes, suggére une origine

évolutive commune pour les deux récepteurs (Arai et al., 1993; Hosoda et al., 1992).

O0000000000000000<00H
427

Figure 5 : Structure du récepteur ET 4 humain.



)| 80
Hu ETA .. ........ metlcirasfwlalvgevisdnperystnlsnhvddfttfrgT........... elsflvtthgptnivl
Bo ETA .......... metfwlrlsfwvalvggvisdnpesystnlsihvdsvatfhgT........... elsfvvtthgptnlal
Rt ETA .......... mgvicflasfwlalvggaiadnaerysanLsshvedftpfpgT........... efdflgttlrppnlal

Hu ETB mqpppslcgralvalvlacglsriwgeergfppdratp.LlqtaeimtpptkTIwpkgsnaslarslapaevpkgdrtag
Bo ETB mgplpslcgralvalilacgvagiqaeerefppagatqplpgtgemmetpteTswpgrsnasdprssatpqiprggrmag
Rt ETB mgssasrcgralvalllacgllgvwgekrgfppaqatpsLigtkevmtpptkTswtrgsnssimrfrt.aevtkggrvag

Cons.  ~-r-mememcmmmc e Lo-emmemeeee LR LR

81 1 11 160
Hu ETA psngsm.hnyCpqqtkItsaFKYINTviSCtiFivGmvGNaTLLRIIYqNKCMRNGPNaLTASLALGDLiyvvIDIPINV
Bo ETA psngsm.hnyCpqqtkItsaFKYINTviSCtiFivGmvGNaTLLRIIYGQNKCMRNGPNaLIASLALGDLiyvvIDIPINv
Rt ETA psngsm.hgyCpqqtkIttaFKYINTviSCtiFivGmvGNaTLLRIIYqNKCMRNGPNaL IASLALGDLiyvvIDI1PINv
Hu ETB spprtispppCqgpielketFKYINTvvSCIvFv1GiiGNSTLLRITYKNKCMRNGPNiLIASLALGDLYIhivIDiPINv
Bo ETB ipprt..pppCdgpielket FKYINTvvSCIvFvIGiiGNSTLLRITYKNKCMRNGPNiLIASLALGDLThiiIDiPINt
Rt ETB vpprsf.pppCarkieInkt FKYINTivSCIvFv1GiiGNsTLLRITYKNKCMRNGPNiLIASLALGDL1hiiIDiPINa

Cons. ~-ereee--- C-ev-- I---FKYINT--SC--F--G--GN-TLLR1TY-NKCMRNGPN-LIASLALGDL----1D-PIN-

161 111 v
Hu ETA  fKLLAgrWPfdhndFGvf1CKLfPF1QKsSVGITVLnLCALSVDRYRAVASWSRvGIGiPIVTATEIVSIWITSTiLA{
Bo ETA fKLLAgrWPfeqndFGvf1CKLfPF1QKsSVGITVLnLCALSvDRYRAVASWSRvQGIGiPIvTATEIVSIWi1SFiLAd
Rt ETA fKLLAgrWPfdhndFGvf1CKLFPF1QKsSVGITVLnLCALSVDRYRAVASWSRvQGIGiPTiTATEIVSIWi1SFiLA{
Hu ETB yKLLAedWP..... FGaemCKLVPFiQKaSVGITVLSLCALSiDRYRAVASWSRikGIGvPkwTAVEIV] IWvvSvvLAY
Bo ETB yKLLAkdWP..... FGvemCKLVPFiQKaSVGITVLSLCALS1DRYRAVASWSRIKGIGVPkwTAVEIV] IWvvSvvLAY
Rt ETB yKLLAgdWP..... FGaemCKLvPFiQKaSVGITVLSLCALSiDRYRAVASWSRikGIGVPKWTAVEIV] IWvvSvvLAv

Cons.  -KLLA--WP----- FG---CKL-PF-QK-SVGITVL-LCALS-DRYRAVASWSR--GIG-P--TA-EIV-IW--S--LA-

v 320
Hu ETA PEAiGFvmvpfeyrGeghktCmbLn..atskFMeFYqdvKDWWLFFYFCmPLvcTATFYTLMTCEMLnRrngsIrlALse
Bo ETA PEAiGFvmvpfeykGaghrtCmln..atskFMeFYqdvKDWWLFQF YFCmPLvcTAiFYTLMTCEMLnRrngslriALse
Rt ETA PEAiGFvmvpfeykGeghrtCmLn..attkFMeFYqdvKDWWLFgFYFCmPLvcTAiFYTLMTCEMLARrngs1riALse
Hu ETB PEAiGFdiitmdykGsylriClLhpvgktaFMqFYktaKDWWLFsFYFC1PLaiTAfFYTLMTCEML.RkksgmqlALnd
Bo ETB PEAvGFdiitsdhiGnklriClLhptqktaFMqFYktaKDWWLFsFYFCIPLaiTATFYTLMTCEML .RkksgmqIALnd
Rt ETB PEAiGFdvitsdykGkplrvCmLnpfqktaFMqFYktaKDWWLFsFYFCT1PLaiTATFYTLMTCEML.RkksgmqlALnd

Cons.  PEA-GF-------- G----- C-L------- FM-FY---KDWWLF-FYFC-PL--TA-FYTLMTCEML-R------ IAL--

321 VI VII 400
Hu ETA HLKQRREVAKTVFCLVviFALCHFPLHLSRILKkTvYnemdknRCEYLSFLUTmDYTGINTALmNSCINPTALYFVSKKF
Bo ETA HLKQRREVAKTVFCLVviFALCWfPLHLSRILKkTvYdemdtnRCETLSFLLImDYIGINTAtmNSCINPIALYfVSKKF
Rt ETA  HLKQRREVAKTVFCLVviFALCWFPLHLSRILKkTvYdemdknRCETLSFLLImDYIGINTAtmNSCINPIALY fVSKKF
Hu ETB HLKQRREVAKTVFCLVIVFALCWIPLHLSRILK1T1YngndpnRCEILSFLLVIDYIGINmASINSCINPIALYTVSKrF
Bo ETB HLKQRREVAKTVFCLVIvFALCWIPLHLSRILK)T1YdghdprRCEfLSFLLVIDYIGINmASINSCINPIALY1VSKrF
Rt ETB HLKQRREVAKTVFCLV1vFALCWIPLHLSRILKIT1YdqsnpqRCETLSFLLVIDYIGINmASINSCINPIALY1VSKrF

Cons.  HLKQRREVAKTVFCLV--FALCW-PLHLSRILK-T-Y------RCE-LSFLL--DYIGIN-A--NSCINPIALY-VSK-F

401 451
Hu ETA KNCFqSCLCCcCyQsksImtSvpmngtsiqwKnhdgnnhNtdRSShKdSmn
Bo ETA KNCFqSCLCCcCyQsksImtSvpmngtsigwKnheqnnhNteRSShKdSin
Rt ETA KNCFqSCLCCcChQsksImtSvpmngtsigwKngeqn.hNteRSShKdSmn
Hu ETB KNCFkSCLCCwC.(QsfeekqSleekgsclkfKandhgydNf.RSSnKySss
Bo ETB KNCFKSCLCCwC.QsfeekqSleekqsclkfKandhgydNf.RSSnKySss
Rt ETB KNCFkSCLCCwC.QtfeekqSleekqsclkfKandhgydNf.RSSnKySss

Cons.  KNCF-SCLCC-C-Q------ §eeecmeone- (SRR N--RSS-K-S--

Figure 6: Comparaison de la structure primaire des récepteurs ET, et ETg d’origines

humaine, bovine et de rongeur (Haendler, Hechler et Schleuning, 1992).



1.8. Identification des sites de liaison des récepteurs :

La structure tridimensionnelle des récepteurs permet la formation de sites d’interaction
avec le peptide, mais aussi avec les différents constituants de la protéine G, en plus de
former des points d’ancrage de la protéine dans la bicouche lipidique. Les sept segments
hautement hydrophobes permettent non seulement de bien fixer le récepteur dans la
membrane plasmique, mais aussi de stabiliser la structure tridimensionnelle de la chaine

protéique pour permettre la formation de ces sites d’interaction.

L’identification du site de liaison de I’ET sur chacun de ces récepteurs demeure un sujet
d’étude de pointe. Des travaux menés sur les récepteurs ET4 et ETg, ayant leur segment
amino-terminal extracellulaire tronqué, montrent I’importance de ce segment pour le
récepteur ETa. En effet, lorsque ce récepteur est écourté de plus de 25 acides aminés, on
observe alors une diminution radicale de I’affinité pour I’ET-1 (Hashido et al., 1992). Les
auteurs suggerent alors que le récepteur ET, doit conserver au minimum un site de
glycosylation pour maintenir son affinité pour ET-1. Cette hypothése est corroborée par
I’équipe de Devesly (1991) qui ont observé une forte diminution de 1’affinité de I’ET-1
pour des cellules exprimant le récepteur ETa lorsque celles-ci sont exposées a
I’agglutinine de germe de blé. Cependant, le profil pharmacologique de I’ET-1 semble
inchangé lors du traitement de cellules exprimant le récepteur ET, avec une
endoglycosidase (Bousso-Mittler, Galron et Sokolovsky, 1991). Les sucres retrouvés sur
le segment amino-terminal extracellulaire du récepteur ETy ne semblent pas jouer de role
important pour la liaison du ligand. Le retrait complet de cette portion ne semble pas
affecter 1’affinit€ de I’'ET-1 pour ce récepteur (Akiyama et al., 1992; Kozuka et al., 1991).
De plus, I’exposition de cellules exprimant ETg a la sialidase de méme que son
expression dans des bactéries telles que E. coli ne changent pas son profil
pharmacologique (Bousso-Mittler , Galron et Sokolovsky, 1991; Haendler et al., 1993).
Le segment carboxy-terminal du récepteur ETp pourrait cependant avoir un rdle
secondaire dans la stabilisation du complexe ligand-récepteur tel que suggéré par des

études par mutagenese dirigée (Takasuka et al., 1994).
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La fabrication et ’expression de récepteurs hybrides ou mutés permettent de suggérer
quels sont les segments responsables de la liaison et de la sélectivité du récepteur ETa
envers les isoformes de I’ET. A ce titre, le second segment transmembranaire et sa boucle
extracellulaire semblent jouer un rdle clé pour la liaison de ’ET-1. Plus précisément, la

19 retrouvée 2 I’intérieur de ce segment serait essentielle puisque son remplacement

Lys
par une Ile entraine une importante diminution de la liaison de I’'ET-1. De plus, cette
mutation semble rendre le récepteur incapable d’interagir correctement avec la protéine G
puisqu’aucune €lévation de la concentration calcique intracellulaire n’était observée
(Adachi, Furuichi et Miyamoto, 1994a). Cependant, le remplacement de I’His'° dans
ETg homologue 4 la Tyr'®® dans ETa, par une Ala ou une Tyr ne change pas le profil
pharmacologique non sélectif du récepteur ETg (Lee et al., 1994b). Les travaux de
Sakamoto et collaborateurs (1993a et b) ont aussi montré I’importance de ce segment
pour la liaison du BQ123, un antagoniste compétitif spécifique au récepteur ET,. De plus,

'29, également située dans le second segment transmembranaire,

le remplacement de la Tyr
au moyen d’une Ala, Gln, Asn, Lys, His ou Ser, entraine une augmentation de I’affinité
du récepteur ET4 pour I’'ET-3 ainsi que pour la SRTX-c. Ce résidu semble donc établir
une interaction privilégiée avec I’'ET-1 expliquant ainsi la sélectivité de ce récepteur (Lee
et al., 1994b). Ces résultats sont corroborés par 1’équipe de Krystek (1994), qui eux
avaient observé que le remplacement de Tyr'* par Ala avait pour effet de diminuer la
sélectivité du récepteur ETa. En effet, ils ont observé que I’affinité de I’ET-3 et de la
SRTX-c était augmentée alors que celle des antagonistes BQ123 et BMS182874 était
diminuée. Finalement, les équipes de Adachi et coll. (1994b) et de Webb (1996) ont
publi€ des résultats similaires en utilisant des antagonistes différents, spécifiques pour
’un ou I’autre des récepteurs ET4 et ETg, sur le récepteur ET4 dans lequel la Tyr'29 avait
€té remplacée par une Ala. Ces études démontrent I’importance du résidu Tyr situé a
I’extrémité C-terminale du deuxiéme segment transmenbranaire. Cet acide aminé pourrait
étre impliqué dans une interaction entre résidus aromatiques et/ou pont hydrogéne avec
PET. La technique de photomarquage a récemment identifié le cinquieéme passage
transmembranaire, plus précisément entre les résidus 257 et 278, comme étant aussi un

€lément important du site de liaison de I’ET au récepteur ET4 (Tessier et al., 2005).
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La construction de récepteurs chimériques fournit aussi des indices sur les éléments
importants pour la sélectivité des récepteurs pour leurs ligands. Le remplacement du
premier segment extracellulaire du récepteur ET, par la méme portion du récepteur ETp
entraine une diminution importante de la liaison du BQ123 alors que le remplacement des
autres segments extracellulaires n’affecte pas I’affinité de cet antagoniste pour le
récepteur (Adachi et al, 1992). De la méme fagon, Sakamoto et son équipe (1993b) ont
montré que les passages transmembranaires 1, 2, 3 et 7 et leurs segments extracellulaires
adjacents du récepteur ET, sont importants pour la liaison et la sélectivité du ligand de
méme que pour I’activation de la protéine G. Il a été suggéré que le troisi¢éme segment
intracellulaire joue un réle crucial dans I’activation de cette derniere pour conduire 2 la
vasoconstriction (Takagi et al., 1995). Finalement, 1’équipe de Hashido (1993) a
corroboré cette hypothese par 1’expression de récepteurs tronqués 2 la surface de cellules
COS-7 et CHO. IIs ont ainsi déterminé qu’une délétion de 16 acides aminés situés 2
Pextrémit€ C-terminale du troisitme segment intracellulaire diminuait sévérement

I’activité€ biologique reliée a la liaison de I’'ET-1.

Les études menées avec des chimeére-s du récepteur ETg ont conduit a I’identification des
segments transmembranaires 4, 5 et 6 comme étant des éléments clés pour la liaison de
I’ET-3, de 'IRL1620 et du BQ3020, trois agonistes spécifiques 2 ce récepteur (Krystek et
al., 1994; Sakamoto et al, 1993b). La mutation de Lys'®? située dans le troisieme
segment transmembranaire, par Arg, Ala, Met, Asp ou Glu a présenté des profils
pharmacologiques semblables pour I’'ET-1, mais I’'ET-2, I’'ET-3 et la SRTX-c se sont
avérées entre 10 et 1000 fois moins puissantes sur les variants par rapport au récepteur
naturel. Ces mémes récepteurs mutés avaient pratiquement perdu toute affinité pour des
antagonistes non peptidiques tels que le (+)-SB209670 et le Ro46-2005 (Lee et al.,
1994a). Ces résultats suggerent que la chaine latérale de Lys'®* contribue directement 2 la
liaison de haute affinité de ces antagonistes par la formation d’un lien hydrogéne. Aussi,
les antagonistes non peptidiques de la famille du (x)-SB209670 et du Ro46-2005
semblent partager le méme site de liaison que les agonistes ET-2, ET-3 et SRTX-c. De

plus, des études récentes de photomarquage, menées dans nos laboratoires, ont montré
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que le cinquieéme passage transmembranaire comme site de liaison de ’IRL1620 (Boivin

et al., 2004).

Finalement, les segments intracellulaires 2 et 3 semblent importants 2 I’interaction entre
le récepteur et la protéine G (Takagi et al., 1995). Plus particulidrement, la Cys*® située
dans la portion C-terminale intracellulaire semble cruciale pour I’activation de cette

derniére (Koshimizu et al., 1995).

Globalement, il a €été proposé que les récepteurs ET, et ETy puissent étre séparés en 2
domaines : le domaine «message» composé des domaines transmembranaires I, I, III et
VII, et le domaine «adresse» incluant les passages IV, V et VI (Sakamoto et al., 1993a et
b). Plus particulierement, les études semblent indiquer que le second segment
transmembranaire du récepteur ET,, incluant la Tyr-129 et la Lys-140, et le troisiéme
passage transmembranaire du récepteur ETg comprenant la Lys-182, semblent importants

pour le maintient de I’activation de ces récepteurs par I’ET.

1.9. Mécanismes de transduction de signal :

La liaison du ligand entraine des modifications allostériques de la structure du récepteur
stabilisant ce dernier dans sa conformation active. La protéine G qui lui est accrochée est
ainsi altérée, ce qui entraine soit I’activation, ou la désactivation de protéines effectrices
situées 2 Dintérieur ou sous la membrane plasmique. Cette cascade d’événements
intracellulaires est responsable des effets générés par le ligand tels que la vasoconstriction

engendrée par ’ET-1.

L’augmentation de la tension vasculaires passe par I’activation de la phospholipase C
(PLC). Cette enzyme une fois activée utilise le phosphatidylinositol-4,5-biphosphate
(PIP2), un phospholipide mineur de la membrane plasmique, pour produire deux seconds
messagers : 1’inositol-triphosphate (IP3) et le diacylglycérol (DAG) (Araki et al., 1989;
Kasuya et al., 1989b; Rapoport, Staudermann et Highsmith, 1990; Resink, Scott-Burden
et Buhler, 1988; Van Renterghem e al., 1988). Une fois I’IP; produit, celui-ci peu lier les
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canaux calciques dont I’ouverture est responsable de la mobilisation du calcium du
réticulum sarcoplasmique (Bialecki er al., 1989; Kai et al., 1989; Simpson et Ashley,
1989). La production de DAG, qui peut durer au-dela de vingt minutes (Muldoon ef al.,
1989), ainsi que I’arrivée massive d’ions Ca™" activent 2 leur tour la protéine kinase C
(PKC). Cette derniere enzyme, sous sa conformation active, transfére un groupement
phosphate terminal de I’ATP 2 des résidus Ser ou Thr spécifiques situés sur des protéines
cibles ce qui les active ou désactive a leur tour. Sur les cellules musculaires lisses
vasculaires, les esters de phorbol miment I’effet de I’ET-1 en induisant une contraction
forte et soutenue et on observe alors la phosphorylation de la méme protéine effectrice de
76 kDa (Nishizuka, 1989). De plus, la staurosporine ainsi que d’autres inhibiteurs de la
PKC bloquent complétement I’effet de I’ET-1 (Griendling, Tsuda et Alexander, 1989;
Nishizuka 1989). La phosphorylation de certaines protéines effectrices via I’activation de
la PKC semble donc étre a I’origine de la transmission du message de I’ET-1 vers
intérieur de la cellule pour ainsi engendrer les effets biologiques tels que la

vasoconstriction (Figure 7).

La PKC, une fois activée, peut phosphoryler certaines protéines musculaires, les rendant
plus sensibles aux effets du calcium, et ainsi potentialiser la contraction musculaire
engendrée par ce dernier. En effet, 'ET-1 peut causer une vasoconstriction méme en
absence d’une augmentation de la concentration calcique intracellulaire, ce qui suggere
qu’une sensibilisation de la machinerie contractile serait aussi responsable de la
vasoconstriction (Sunako et al., 1989). De plus, des études rapportent que certaines
chaines de la myosine et de la calmoduline seraient phosphorylées lors de 1’exposition de

cellules musculaires lisses vasculaires 2 ’ET-1 (Abe et al., 1991; Adam et al., 1990).

Suite a la liaison de I’ET-1, on observe dans un premier temps, une élévation rapide de la
concentration calcique a I'intérieur de la cellule musculaire vasculaire qui ne semble pas
dépendre de la concentration en ion Ca™ extracellulaire ni des canaux calciques (Bialecki
et al., 1989; Danthuluri et Brook, 1990; Iijima et al., 1991; Kai et al., 1989; Muldoon et

al., 1989). Puisque cet effet est inhibé par la caféine et la ryanodine, les ions calciques
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proviennent vraisemblablement du réticulum sarcoplasmique (Kai et al., 1989; Wagner-

Mann et Sturek, 1991).

Cette premiere vague pourrait étre secondée par un apport plus lent mais soutenu d’ions
Ca™ provenant du milieu extracellulaire. Cependant, beaucoup d’études ont été menées
sur le sujet et aucun consensus ne semble se dégager de celles-ci. A ’origine Yanagisawa
et son équipe (1988a) rapportaient que la contraction de I’artére pulmonaire, engendrée
par I'ET-1, était affectée par la concentration calcique extracellulaire et par le verapamil,
un antagoniste des canaux calciques de type 2. Cependant, d’autres études faites sur
différents tissus vasculaires et non vasculaires ont fourni des résultats contradictoires
selon la dose d’ET-1 et les antagonistes utilisés. En effet, certaines études rapportent une
diminution significative de I’effet de I’ET-1 par des antagonistes des canaux calciques
(Egashira et al., 1990; Encabo et al., 1992; Sakata et al., 1989), alors que d’autres
recherches montrent plut6t un effet marginal (Blackburn et Highsmith, 1990; Chabrier er
al., 1989; Wallnofer et al., 1989). Cependant, les résultats obtenus sur les canaux
calciques eux-mémes montrent clairement que I’ET-1 ne compétitionne pas avec les
ligands naturels de ceux-ci (Gu et al., 1989; Hamilton, Frew et Lundy, 1989; Kasuya et
al., 1889a; Kasuya et al., 1989b). D’autre part, ces antagonistes des canaux calciques
n’interférent pas non plus dans la liaison de I’ET-1 sur des cellules musculaires
vasculaires en culture ni sur des préparations de vaisseaux sanguins (Clozel, 1989;
Gardner et al., 1992; Hirata et al., 1988). Il semble donc que I’ET-1 n’interfere pas
directement avec les canaux calciques de type 2 et que 1’augmentation de la concentration
d’ions Ca™ intracellulaire en provenance du milieu extracellulaire pourrait étre la
conséquence d’un effet indirect sur les canaux voltage dépendant (Danthuluri et Brook,
1990; Iijima et al., 1991; Klochner et Isenberg, 1991; Lee, Leikauf et Sperelakis, 1990;
Meyer Lehnert et al., 1989; Naitoh et al., 1990; Nakao et al., 1990; Okada, Ishikawa et
Saito, 1991; Van Renterghem et al., 1988; Wallnofer et al., 1989).
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Figure 7 : Mécanismes de transduction de signal

La phosphorylation des canaux antiporteurs Na*/H* par la PKC a pour effet de diminuer
le pH intracellulaire (Koh et al., 1990; Lonchampt et al., 1991; Rosati et al., 1990).
L’abaissement du pH ainsi généré pourrait, par exemple, étre a I’origine de 1’effet
isotropique positif de I’ET-1 (Ishikawa ef al., 1988; Watanabe et al., 1989a; Watanabe et
al., 1989b).

L’effet mitogéne de I’ET-1 suggére une action a plus long terme de I’ET-1 sur les
fonctions cellulaires. Cette modulation passe vraisemblablement via la modification de
I'expression de certains génes engendrant ainsi des changements adaptatifs dans plusieurs
tissus. Ces mécanismes pourraient expliquer I’implication de I’ET-1 dans divers
phénomenes incluant le remodelage vasculaire et I’hypertrophie cardiaque de méme que
dans certaines physiopathologies telles que I’artériosclérose et ’asthme (Simonson et
Dunn, 1990). L’ET-1 a effectivement ét€ décrite comme étant un modulateur de plusieurs
génes dont c-Foc et Myc dans les cellules musculaires vasculaires et 3T3 dans les

fibroblastes (Komuro et al., 1988; Takuwa et al., 1989).
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1.10. Etudes structure-fonction:

Les pharmacophores sont les éléments du ligand essentiels a la liaison et & I’initiation des
mécanismes de réponses par les récepteurs. Toutefois, I’arrangement tridimensionnel des
pharmacophores est aussi trés important puisque le ligand doit correspondre parfaitement

a la topographie du récepteur afin de le stabiliser dans sa conformation active.

L’étude des pharmacophores d’une molécule peptidique débute généralement par
I’exploration détaillée de la structure primaire. La contribution de chaque acide aminé a
I’activité biologique peut étre évaluée a I’aide d’analogues, contenant un ou plusieurs
acides aminés différents de la molécule native, et/ou de fragments de celle-ci. Ainsi,
plusieurs caractéres physico-chimiques responsables des interactions avec le récepteur,
tels que I’aromaticité, ’hydrophobicité, la chiralité, I’encombrement stérique et la charge
€lectrique, peuvent ainsi étre évalués. Ces études de structure-activité ont permis de
déterminer les pharmacophores de plusieurs peptides tels que la substance P (Fournier et
al., 1982), le VIP (Fournier, Saunders et St-Pierre, 1984), le NPY (Forest et Fournier,
1990), le CGRP (Mimeault et al., 1992), etc.

De la méme fagon, plusieurs études ont évalué certains des pharmacophores de la
molécule d’endothéline. Il apparait que ceux-ci sont différents pour chacun des deux
types de récepteurs. En effet, les deux ponts disulfures ne semblent pas importants pour
I’activation du récepteur ETg. Des analogues linéaires, ou des alanines remplacent les
quatre cystéines, ont un pouvoir vasoconstricteur égal a I’ET-1 sur une préparation
d’artére pulmonaire de lapin (tissu riche en récepteurs ETg) (Pelton et Miller, 1991). Par
contre, les ponts disulfures apparaissent importants pour le récepteur ET,, puisque ces
mémes analogues linéaires sont inactifs sur ce dernier récepteur. (Aumelas et al., 1991;
Cody et al., 1991; Dalgarno et al., 1992; Forget et al., 1996; Hirata et al., 1989b; Hirata et
al., 1989c; Jones et al., 1989; Kimura et al., 1988; Kloog et al., 1988; Pelton et Miller,
1991). Cependant, la présence du lien intramoléculaire reliant les positions 1 et 15 semble
plus importante que celle du lien reliant les Cys 3 et 11 puisque 1’analogue [Ala*'']ET-1

posséde une certaine activité biologique alors que [Ala"'*JET-1 et [Ala"*'"'*|ET-1 sont
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complétement inactifs sur des préparations riches en récepteurs ET, (Lin et Lee, 1990;
Nakajima et al., 1989a). De plus, plusieurs études montrent que la formation des ponts
croisés soit 1-11 et 3-15 est défavorisée et qu’elle conduit & des analogues inactifs
(Kumagaye et al., 1988; Kitazumi et al., 1990; Tam et al., 1994). Spinella et son équipe
(1991) ont méme suggéré qu’une cystéine libre sur le récepteur ET, interagirait avec

I’une des cystéines de I’endothéline pour ainsi stabiliser le complexe ligand-récepteur.

Il est important pour les deux types de récepteurs que I’extrémité N-terminale soit libre.
En effet, I’acylation de cette extrémité meéne a une molécule complétement inactive
(Nakajima et al., 1989b). L’extrémité carboxy-terminale libre semble aussi jouer un réle
dans I’activation du récepteur ET, puisque I’amidation de I’ET-1 entraine une forte
diminution de I’activité biologique du peptide (Nakajima et al., 1989a; Nakajima et al.,
1989b). Par contre, notre équipe a montré que la formylation du Trp?' ne diminue en rien
’activité vasoconstrictrice produite par I’ET-1 (Germain e? al., 1993). Cet analogue est
cependant incapable de produire I’activité hypotensive transitoire qui précéde
normalement la constriction produite par I’ET-1. Pour expliquer le phénomeéne, il a été
propos€ que la présence du groupement formyle permettait de discriminer entre le
récepteur ETg; et ETp, (Cardell, Uddman et Edvinsson., 1992; Filep et al., 1992; Forget
et al., 1996). L’ importance d’un résidu Trp en position C-terminale a été rapportée dans
plusieurs études menées tant sur le récepteur ETx que sur le récepteur ETy (Kimura et al.,
1988; Kimura et al., 1989; Nakajima et al., 1989a; Rovero, Patacchini et Maggi, 1990;
Tam et al., 1994; Wanatabe et al., 1991). Cependant, I’insertion d’un résidu aromatique
la position 21 semble tolérée. En effet, le remplacement de Trp par une Tyr ou une Phe
entraine une perte d’activité biologique d’un facteur 10 alors que I’insertion d’acides
aminés aliphatiques tels que I’Ala ou I’Ile conduit a4 des analogues pratiquement inactifs

(Koshi et al., 1991; Nakajima et al., 1989a).

Le segment 2 a 11 est la portion la plus variable entre les différentes isoformes de ’ET et
des sarafotoxines. Il a été suggéré que ce segment pourrait étre responsable de la
discrimination entre les deux types de récepteurs (Sokolovsky, 1992). En effet, I'ET-1,
PET-2, de méme que les SRTX-a, -b et -d portent une charge nette de —1. Ceux-ci
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présentent une affinit€ supérieure a celle de I’ET-3 et de la STRX-c qui ont
respectivement une charge nette de 0 et —4. L’importance biologique du segment 8 & 10
chargé négativement a été démontrée en bloquant Asp® et Glu'® par des fonctions amides.
On observe alors une diminution importante de 1’activité biologique sur des préparations
d’artéres pulmonaires de rat (Nakajima et al., 1989a; Tam et al., 1994; Watanabe et al.,
1991). De plus, la nécessité d’incorporer une fonction acide dans la structure des
antagonistes des différents récepteurs démontre également le rdle essentiel joué par ce

pble (Jae et al., 1997; Opgenorth, 1995).

Le remplacement successif des acides aminés du peptide par I’alanine ou I’isomeére D de
I’acide aminé a permis de déterminer I’importance de la nature et de I’orientation de la
chaine latérale de chaque résidu pour chacun des deux récepteurs. Ainsi Phe'’, His'®,

Leu'’

, Asp'® et Trp®' ont été identifiés par plusieurs équipes comme étant des
pharmacophores du récepteur ET (Galantino ef al., 1995; Nakajima et al., 1989a; Tam et
al., 1994; Watanabe et al., 1991). Glu'o, Phe”, Leu”, Asp's, ne® et Trp2' seraient, quant
a eux, essentiels a I’activation du récepteur ETg (Galantino et al., 1995; Saeki et al.,

1992, Tam et al., 1994).

De fagon plus globale, la portion N-terminale, incluant les ponts disulfures, et le segment
hydrophobe 16-21 sont importants pour la liaison et I’activation du récepteur ET,, de
méme que les extrémités carboxy- et N-terminales libres (Doherty, 1992; Ortega-Mateo et
DeArtiana, 1997; Nakajima et al., 1989b; Spinella et al., 1991). Le segment hydrophobe
16-21 est également essentiel a I’activation du récepteur ETg (Cody et al., 1991, Forget et

al, 1996).

1.11. Structures secondaires

L’activité biologique des endothélines ainsi que leur affinité pour leurs récepteurs
dépendent de la présence des pharmacophores. Toutefois, c’est 1’orientation spatiale de
ceux-ci qui leur permet d’interagir correctement avec les sites de liaison et d’activation

des récepteurs. Plusieurs méthodes théoriques et spectroscopiques, telles que la



25

cristallographie, la résonance magnétique nucléaire (RMN), le dichroisme circulaire et la
modélisation moléculaire, permettent 1’étude de la structure tridimensionnelle de
protéines et de peptides. Un grand nombre d’études ont tenté de déterminer I’arrangement
spatial de ’endothéline. Il n’y a cependant pas de consensus sur les structures secondaires

et tertiaires qui composent la molécule, surtout au niveau du segment C-terminal.

Le segment 1 a 4 de la molécule d’ET est fortement contraint par la présence des deux
ponts disulfures. Des €tudes faites par RMN montrent que cette portion adopterait une
structure globulaire rigide (Kuroda, Yamazaki et Taga, 1994). Cependant, par
cristallographie, I’équipe de Wallace et Janes (1995) a plutdt proposé I’adoption d’une
structure en feuillet B. Ce segment serait rattaché a un coude B induit par les deux ponts
disulfures tel que démontré par RMN (Tamaoki ef al., 1991) mais aussi par dichroisme

circulaire (Aumelas et al., 1991; Perkins, Hider et Barlow, 1990).

La partie médiane de la molécule adopterait une conformation en hélice o qui s’étendrait
des résidus 9 a 15 (ou 16). La présence de cette conformation est suggérée par RMN
(Krysteck et al., 1991; Saudeck, Hoflack et Pelton, 1989; Tamaoki et al., 1991), par
dichroisme circulaire (Perkins, Hider et Barlow, 1990), ainsi que par modélisation
moléculaire. De plus, Aumelas et son équipe (1991) ont démontré par RMN et par
prédiction géométrique des distances que cette hélice serait stabilisée par trois ponts

hydrogénes impliquant les résidus 12, 13 et 14.

La conformation tridimensionnelle adoptée par la portion C-terminale semble varier
beaucoup selon la méthode et le milieu utilis€ pour I’investigation. Selon les travaux de
Wallace et coll., (Wallace et al., 1995; Wallace et Janes, 1995) cette portion serait plutot
flexible. En effet, la comparaison des différentes structures de I’'ET-1 obtenues a I’aide de
la diffraction des rayons X et par RMN, tout en respectant les contraintes imposées par les
surfaces accessibles et I’encombrement stérique des chaines latérales, montre de grandes
différences de conformations. Certaines études par RMN d’analogues monosubstitués de
PET-1 définissent plutdt la géométrie de la molécule comme étant étendue (Aumelas et

al., 1991; Dalgarno et al., 1992). D’autres travaux de cristallographie avec I’ET-1



26

suggerent méme le prolongement de I’hélice o de la portion médiane jusqu’a la position
21 (Janes Peapus et Wallace, 1994). Finalement, d’autres encore proposent un repliement
de la portion C-terminale vers le segment hydrophobe de la molécule de facon a ce que
Trp2] soit prés de Leu'” et Asp]8 (Forget et al., 1996; Saukek, Hoflack et Pelton, 1989).
Ce postulat est corroboré par les études de I’équipe de Kuroda (1994) qui ont montré, a
I’aide de la simulation de Monte-Carlo, la formation d’un environnement hydrophobe
causé par le segment C-terminal replié vers I’hélice o de la partie N-terminale. Cet
arrangement a aussi €t€ observé lors d’une évaluation par RMN menée avec I’ET-3 (Mills
et al., 1992). La comparaison de la structure de I’ET-1 obtenue par cristallographie avec
celle d’un antagoniste sélectif du récepteur ETa, le BQ123, suggere aussi une
juxtaposition spatiale des résidus Asp'®et Trp2' dans les deux molécules (Peishoff et al.,

1995).

1.12. Agonistes et antagonistes

Les études de structure-fonction ont mené au développement de plusieurs analogues
peptidiques agonistes ou antagonistes sélectifs ou non envers les récepteurs ET, et ETg.
D’abord, Maggi et son équipe (1989) ont identifié le premier fragment agoniste sélectif
pour le récepteur ETp. Cet analogue constitué du fragment 16-21 de I’'ET-1, en plus de
démontrer I’existence de deux récepteurs distincts, suggérait que 1) la molécule entiére et
que 2) les ponts disulfures ne sont pas nécessaires a 1’activation des récepteurs. Partant de
cette observation, plusieurs fragments linéaires ont été développés. Parmi ceux-ci on
retrouve [Ala'"""JET-1 (6-21), [Ala'""*]ET-1 (8-21) et Ac[Ala'""JET-1 (10-21), tous
présentant une activité antagoniste sélective envers ETg (Saeki et al., 1991). D’autres
fragments, tels que le BQ3020 (Ac[Ala'"'"*]ET-1 (6-21)), 'IRL1038 ([Ala'"'*JET-1 (11-
21)) et 'IRL1620 (Suc[Glu’,Ala""'"*JET-1 (8-21)) ont, quant & eux, présenté les propriétés
pharmacologiques d’agonistes sélectifs pour le récepteur ETg (Thara et al., 1991; Karaki
et al., 1993; Takai et al., 1992; Watanabe et Himori, 1992). Par la suite, des études faites
a partir du fragment 16-21 ont montré que I’introduction d’un groupement acétyle a
’extrémité N-terminale de ce segment suffisait 2 produire un antagoniste non sélectif de

PET-1. De plus, des études structure-fonction menées sur ce fragment ont permis de
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montrer que le choix des deux acides aminés en N-terminal était crucial pour la sélectivité
des récepteurs ET4 et ETg (Cody et Doherty., 1995; Cody et al., 1997; Doherty et al.,
1993a; Doherty et al., 1993b). 1l a ainsi été possible de développer plusieurs antagonistes

sélectifs pour I’un ou I’autre des récepteurs de I’ET.

Fait étonnant, deux antagonistes sélectifs pour le récepteur ET, ont été isolés a partir de
cultures de Streptomyces misakensis. Ces deux peptides présentent une structure primaire
en boucle semblable au segment C-terminal de I’ET-1 (Ihara et al., 1991). L’étude
systématique de leur chaine peptidique a permis le développement du BQ123, I’un des
plus connus parmi les antagonistes ET, (Fukami et al., 1995; Thara ef al., 1991; Ishikawa
et al., 1992). La structure tridimensionnelle de celui-ci a été étudiée par cristallographie et
les résultats ainsi obtenus suggérent une superposition des chaines latérales des résidus
Asp et Trp du BQ123 avec celles retrouvées aux positions 18 et 21 de I’ET-1 (Peishoff et
al., 1995). D’autres fragments antagonistes ETg sélectifs, isolés de Streptomyces
sp.RE701, ont amené I’idée que des fragments encore plus courts pouvaient lier les
récepteurs de I’ET. Ainsi, plusieurs tripeptides présentant une bonne affinité et sélectivité
ont €té développés (Ishikawa er al, 1994). Parmi ceux-ci, le BQ610 ((N,N-
hexaméthylene)carbamoyl-Leu-D-Trp(CHO)-D-Trp), antagoniste  sélectif pour le
récepteur ET,, et le BQ788 (N-cis-2,6-diméthylpipéridinocarbonyl-L-methyl-Leu-D-1-
méthoxycarbonyl-Trp-D-Nle), antagoniste sélectif pour le récepteur ETg, sont les plus

connus.

A la lumitre de ces études, plusieurs auteurs suggérent qu’une structure centrale
hydrophobe contenant plusieurs noyaux aromatiques chapeautés par une charge négative
serait essentielle pour la liaison au récepteur ET, (Astles er al., 1998a; Astles et al.,
1998b; Astles et al., 2000; Boss, Bolli et Weller, 2002: Dasgupta, Mukherjee et
Gangadhar, 2002; Ishizuka et al., 2002a; Ishizuka et al., 2002b; Jae et al., 1997
Opgenorth, 1995; Tomita et al., 1991). La présence de la structure de I’hélice o de I’ET
ne semble pas essentielle (Panek er al., 1992; Tomita et al., 1991), par contre
I’arrangement tridimensionnel des noyaux aromatiques semble important (Ishizuka et al.,

2002b). Malgré tous les travaux menés sur I’ET-1 et ses récepteurs, aucun agoniste
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sélectif pour le récepteur ETa n’a encore été identifié. Les pharmacophores responsables
de I’activation de celui-ci nous échappent donc toujours. Puisque le fragment ET-1(3-8)
possede une certaine affinité pour ce récepteur sans toutefois induire la vasoconstriction,
il est suggéré que les €léments essentiels & I’activation du récepteur ET, sont contenus

dans la portion C-terminale du peptide (Mc-Donald et al., 1996).

1.13. Problématique et hypothéses de travail

Depuis sa découverte en 1988, ’ET-1 demeure un sujet d’étude important principalement
a cause de sa puissance et de la nature de ses effets biologiques. Elle a d’ailleurs été
impliquée dans le développement de plusieurs pathologies vasculaires, mais aussi rénales
et pulmonaires. En effet, I’activit€ biologique de I’ET sur le tonus vasculaire et les
fonctions rénales, de méme que son implication dans 1’hypertension artérielle ont été le
sujet d’études intensives (Dasgupta, Mukherjee et Gangadhar, 2002; Fagan, McMurtry et
Rodman, 2001; Moe et al., 2003). De plus, un taux élevé d’ET a été associé a plusieurs
pathologies telles que 1’hypertension artérielle, I’hypertension pulmonaire, I’infarctus du
myocarde, I’angine et 'urémie. Aussi, I’hypercholestérolémie, un probleme de santé
important au Québec, pourrait contribuer au développement de plaques artérioscléreuses.
En effet, il a ét€ montré que les patients atteints d’hypercholestérolémie ont aussi une

concentration élevée d’ET en circulation (Cardillo et al., 2000).

Les maladies cardiovasculaires ont été identifiées parmi les plus importants problemes de
santé a travers le monde, et elles touchent non seulement les personnes agées, mais de
plus en plus la classe des 35-50 ans. En fait, 20% des personnes décédées de maladies
cardiovasculaires sont agées de moins de 45 ans. De plus, il est estimé qu’en 2015, le
nombre de personnes atteintes aura doublé. Le développement de traitements pour ces
pathologies est donc un des enjeux majeurs de la prochaine décennie. A cet effet, six
avenues ont été ciblées par I’industrie pharmaceutique, soit 1) les agents antithrombiques,
2) les agents antiarhythmiques, 3) les bloqueurs des récepteurs a-adrénergiques, 4) les
bloqueurs des canaux calciques, 5) les bloqueurs de la voie de 1’angiotensine tels que les

inhibiteurs de I’enzyme de conversion de I’angiotensine et les antagonistes AT, et
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finalement, 6) les inhibiteurs de 1’enzyme de conversion de I’'ET / antagonistes des
récepteurs de I'ET (Dasgupta, Mukherjee et Gangadhar, 2002). Bien que plusieurs
produits soient déja sur le marché, et que d'autres soient en voie de 1’étre, 1’industrie
biomédicale est toujours 2 la recherche de médicaments efficaces et sans effet secondaire.
Le développement de tels agents thérapeutiques passe par la compréhension des
mécanismes moléculaires sous-jacents et, a cet effet, les études structure-fonction de

I’ET-1 demeurent un sujet de pointe.

Nous avons donc poursuivi ces études reliant la structure primaire du peptide 2 ses effets
biologiques dans le but de mieux comprendre les interactions qui s’établissent entre I’ET-
1 et les récepteurs ETa et ETg. Plus particuliérement, nous avons tenté d’identifier les
€léments qui permettent de discriminer ces deux récepteurs dans le but de développer les
premiers agonistes sélectifs pour le récepteur ET,. De tels analogues seraient des outils
précieux pour I’étude des mécanismes moléculaires conduisant au développement de

pathologies.

Pour atteindre cet objectif, nous avons d’abord étudié plus attentivement I’'importance des
charges retrouvées a I’intérieur du segment médian de ’ET-1 soit entre les positions 8 a
10. En effet, plusieurs études suggerent que la charge nette portée 2 cet endroit est
importante pour la liaison et I’activation du récepteur ET, (Sokolovsky, 1992; Tam et al.,
1994; Watanabe at al., 1991). Ensuite, ’analyse des résultats des études de structure-
fonction menées sur ’ET-1 ainsi que sur des fragments actifs suggére que le segment
carboxy-terminal hydrophobe contient tous les éléments essentiels pour la liaison et
I’activation du récepteur ETa. Nous avons donc développé plusieurs séries d’analogues
partir des fragments 8-21, 9-21 et 10-21 de I’'ET-1 basés sur le modéle proposé de I’hélice

o hydrophobe précédée par un court segment chargé.
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Chapitre 2 : PTHrP
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2.1. Cancer de la prostate et métastases osseuses

Depuis longtemps, le concept entourant le développement spécifique de métastases dans
certains tissus suite & une tumeur primaire est généralement accepté. Cette théorie selon
laquelle le développement de métastases serait un processus non pas aléatoire, mais plutt
défini selon certaines lois se nomme The seed and soil hypothesis. Certains tissus
possedent donc certaines propriétés intrinséques permettant aux cellules tumorales de s’y
infiltrer et d’y prospérer. Les cancers de la prostate et du sein sont de bons exemples de
ces principes. En effet, avec le temps, ces carcinomes finissent toujours par développer
des métastases osseuses, ces Iésions allant de 1’ostéolyse 1égere a I’ostéopénie diffuse en
passant par une résorption sévere de la matrice osseuse. Cependant, a des stades avancés,
on retrouve souvent une combinaison de lésions ostéolytiques et ostéoblastiques chez les
patients atteints du cancer de la prostate (Mundy, 1997). Bien que ce phénoméne soit
connu depuis longtemps, les mécanismes permettant aux cellules tumorales de la prostate

d’envahir et de croitre dans la matrice osseuse demeurent mal connus.

La résorption osseuse observée suite au cancer de la prostate est un processus
relativement bien documenté. En effet, les cellules prostatiques cancéreuses, en réponse
au micro-environnement osseux, augmentent grandement leur production de parathyroid
hormone-related protein (PTHrP), qui est un facteur connu pour stimuler les ostéoclastes
(Guise et Mundy, 1996; Powell et al., 1991). En réponse, la matrice osseuse produit le
transforming growth factor-B (TGF-B) (Guise, 2000; Guise et al., 1993). Ce dernier agit
sur les cellules cancéreuses et immunitaires pour augmenter encore davantage la
production de facteurs ostéolytiques tels que le TGF-a, les interleukines-1 et —6, le tumor
necrosis factor (TNF) et le PTHrP lui-méme. Ces facteurs entrainent directement ou
indirectement la résorption osseuse et générent un cycle vicieux qui amplifie la
destruction de la matrice osseuse (Mundy; 1997). Celle-ci est donc non seulement un
environnement propice au développement de métastases suite aux cancers du sein et de la

prostate, mais elle participe a I’expansion de celles-ci.
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Si le développement de Iésions ostéolytiques est relativement bien connu, les mécanismes
conduisant a I’hypertrophie des os demeurent un sujet de controverse. Plusieurs facteurs
ont €t€ proposés pour stimuler la croissance osseuse dont les insulin-like growth factor
(IGF) -1 et -2 (Koutsilieris et al., 1993), le prostate specific antigen (PSA) (Thalmann et
al., 1994), I'urokinase-type plasmogen activator (WPA) (Achbarou et al., 1994), les
Jibroblastes growth factors (FGF) -1 et -2 (Mayahara et al., 1993), le platelet-derived
growth factor (PDGF) (Yi et al., 2002), le TGF-B (Harris et al., 1994) et 'ET-1 (Yin et
al., 2003; Guise et Mohammad, 2004).

En fait, en plus des effets sur le systtme vasculaire, I’'ET-1 aurait un réle important dans
le développement et le maintien du squelette (Kitano et al., 1998; Sasaki et Hong, 1993).
En effet, des souris déficientes dans I’expression des génes de I’ET-1 ou du récepteur ET-
A montrent une sévére hypoplasie des os de la téte (Clouthier et al., 2000). De plus, I’ET-
1 est exprimé par différents types cellulaires retrouvés dans 1’os tels que les ostéocytes,
les ostéoclastes et les ostéoblastes. Ces derniéres posseédent méme les récepteurs ET, et
ETg a leur surface et leur stimulation entraine leur division (Guise, Yin et Mohammad,

2003; Stern et al., 1995).

2.2. Implication _de I’ET-1 dans le développement de lésions

ostéoblastiques

Plusieurs études suggerent donc I’implication de I’ET-1 dans le développement de Iésions
ostéoblastiques suite au cancer de la prostate. D’abord, les cellules cancéreuses du sein et
de la prostate produisent de I’'ET-1 et expriment le récepteur ET,, suggérant ainsi un effet
autocrine sur les cellules cancéreuses elles-mémes, en plus de générer un effet paracrine
sur les cellules osseuses (Guise, Yin et Mohammad, 2003). De plus, I’ET-1 induirait la
prolifération des cellules cancéreuses de la prostate et augmenterait 1’effet de facteurs
mitogenes tels que les IGF-1 et -2, le PDGF, I’ epidermal growth factor (EGF) et le FGF-
2 (Nelson et al., 1996). Puisque les niveaux circulants d’ET-1 sont supérieurs chez les
hommes souffrant d’un cancer de la prostate avancé et ayant développé des métastases

osseuses par rapport aux hommes sans métastase, Nelson et son équipe (1995) ont
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suggére un lien entre le cancer de la prostate, I'ET-1 et le développement de métastases
osseuses. Cette hypothése est renforcée par des résultats d’une étude menée sur des souris
développant des métastases dans les os suite au cancer du sein. Dans ce modele, des
antagonistes du récepteur ETa ont diminué ou aboli la formation des lésions osseuses
(Guise et Mohammad, 2004; Guise, Yin et Mohammad, 2003; Yin et al., 2003). Il semble
donc que I’ET-1 joue un réle majeur dans le développement de métastases ostéoblastiques

suite au cancer du sein ou de la prostate.

Cependant, le mécanisme d’activation du récepteur ETa conduisant au développement de
ces lésions ostéoblastiques demeure inexpliqué. De plus, I’apparition de ces lésions
semble paradoxale avec les niveaux élevés de PTHrP, un facteur ostéolytique sécrété par
les cellules cancéreuses dans la matrice osseuse. Pour expliquer ce phénoméne, Chirgwin
et son équipe ont suggéré que des fragments du PTHrP, les PTHrP (1-16) et PTHrP (1-
23), stimulent les ostéoblastes via I’activation du récepteur ET-A pour générer la
croissance osseuse (Guise et Mohammad, 2004). En effet, ce groupe rapporte la
croissance d’une clavicule de souris et I’augmentation du nombre d’ostéoblastes suite 3
’exposition du tissu a de faibles concentrations de PTHrP (1-16) et de PTHrP (1-23). Cet
effet est bloqué par une préincubation du tissu 2 I’ABT-627, un antagoniste du récepteur

ETa. Ces résultats suggérent donc que ces fragments sont des agonistes de ce récepteur.

2.3. Problématique et hypothése de travail

L’intérét pour ces fragments était donc important puisque les études menées sur
I’activation du récepteur ET, des ostéoblastes, en paralléle a celles menées sur I’ET-1,
permettaient de dégager plus d’informations sur les pharmacophores des récepteurs de
I’ET. Nous avons donc repris les fragments PTHrP (1-16) et PTHrP (1-23) pour les
caract€riser pharmacologiquement sur des préparations d’aortes de rat (ET,) et de

parenchymes pulmonaires de cobaye (ETg).
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Chapitre 3 : Matériel et méthodologies
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3. Synthése des analogues de ’ET-1

La synthése peptidique sur phase solide est une méthode chimique développée par le Dr
Bruce Merrifield (1986). Ce protocole utilise des acides aminés portant un groupement t-
butyloxycarbonyle (t-Boc) attaché a leur amine o afin d’assurer I’ajout sélectif des
différents résidus dans la séquence peptidique. 11 a ainsi été possible de produire plusieurs
peptides et méme de courtes protéines telles que I’insuline. Plus récemment, un second
protocole de synthese peptidique a ét€ développé utilisant, cette fois, le groupement 9-
fluorénylméthyloxycarbonyle (Fmoc) pour la protection de I’amine o. Selon la
disponibilité commerciale des acides aminés, et le plan de protection orthogonale mis au
point pour ’obtention des différents dérivés, ’'une ou I’autre des deux approches a été

utilisée pour I’obtention des analogues de I’ET-1.

3.1. Protocole de synthése peptidique en chimie t-Boc

3.1.1. Réactifs et solvants utilisés

Les dérivés Trp(For), Leu, Cys(Acm), Arg(Tos) et Tyr(I) ont été achetés de la compagnie
Chem Impex (Wood Dale, IL). Ile et D-Lys(2CI-Z) provenaient de Propeptide (Vert-le-
Petit, FR) tandis que Lys(2-Cl-Z), Glu(O-Bzl), His(Tos), his(Tos), Gln et Asp(cHex) ont
été obtenus, quant a eux, de Richelieu Biotechnologies (Montréal, QC). Finalement,
Tyr(OBzl), Val, Ser, Gly et Phe ont été achetés de Matrix-Innovation (Montréal, QC).
L’His et la Tyr méthylées ont aussi été obtenues de la compagnie Matrix Innovation. La

fonction ai-aminé de ces dérivés était protégée par le groupe t-Boc.

La résine chlorométhylée et MBHA (1,2 méq/g, 200 4 400 mesh) a été fournie par la
compagnie BioRad (Richmond, ON) et I’agent de couplage, hexafluorophosphate de
benzotriazol-1-yl-oxy-tris (diméthylamino)-phosphonium (BOP) a ét€ obtenu de la

compagnie Quantum (Montréal, QC). Les différents solvants de qualité A.C.S. utilisés
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lors des synthéses et des purifications, soit le dichlorométhane (DCM), le
diméthylformamide (DMF), le méthanol, I’éthanol, I’éther éthylique, 1’acétonitrile (ACN)
et le toluene provenaient de Fisher Scientific (Nepean, ON). L’acide trifluoroacétique
(TFA) a ét€ acheté de Halocarbon Products Corporation (River Edge, NJ). La
diisopropyléthylamine (DIEA), le m-crésol, le diméthylsulfure (DMS) et le bicarbonate
de césium (CsHCO3) ont été obtenus de Aldrich (Milwaukee, WI). Finalement, I’acide
fluorhydrique (HF) provenait de Matheson Gas Products (Ottawa, ON).

3.1.2. Fixation sur la résine de I’acide aminé en position C-terminale

Le résidu en position C-terminale est fixé a la résine sous forme de sel d’acide aminé.
Celui-ci est formé a partir de 3 éq d’acide aminé (par rapport a la substitution de la résine)
dissous dans une solution éthanol : H;O (4 :1). Cette solution est titrée jusqu’a pH 7 a
I’aide de bicarbonate de césium (2M CsHCO3/H,0). Le mélange est ensuite évaporé a
sec. Le sel ainsi obtenu est dissous dans du DMF contenant la résine et 100 mg d’iodure
de potassium par gramme de résine. Le mélange est agité pendant 24h & 50°C. La résine

substituée est ensuite récupérée et lavée au DMF, au DCM et au méthanol.

3.1.3. Test a I’acide picrique

La substitution réelle de la résine est déterminée en utilisant le protocole décrit par Gisin
(1972). Un aliquot (20 mg) de résine-Trp-Boc est d’abord lavé trois fois avec du DCM, ce
qui permet son gonflement. Le groupement t-Boc est ensuite retiré a 1’aide d’une solution
40% TFA / DCM. Une premiére réaction d’une minute est exécutée suivie d’une autre,
apres drainage du premier volume (4 mL). La réaction est poursuivie pendant 20 minutes

dans un troisiéme volume de la méme solution.

La résine est ensuite lavée plusieurs fois avec des volumes de 4 mL d’une solution 40%
TFA / DCM, puis cinq fois avec du DCM, et finalement 2 fois avec un mélange DCM :
dioxane (1:1). L’amine du résidu est ensuite neutralisée avec une solution 5%

DIEA/DCM. La résine est d’abord lavée deux fois avec cette solution puis la
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neutralisation est complétée en laissant la résine 5 minutes dans un troisiéme volume.

L’étape suivante consiste a former le complexe entre 1’acide picrique et I’amine o du
résidu. La résine est lavée trois fois au DCM, puis une fois avec 4 mL d’une solution
d’acide picrique 0,05 M dans du DCM. Ensuite, 4 autres mL de cette solution sont ajoutés
et la réaction est poursuivie pendant 10 minutes. L’excés d’acide picrique est lavé au
DCM, a I’éthanol, puis au DCM encore. Le picrate est finalement élué i I’aide de 10 mL
d’une solution de DIEA (5% DIEA / DCM). La résine est lavée avec de 1’éthanol jusqu’a
la disparition compléte de la coloration jaune. Les solutions d’élution et de lavage sont
recueillies dans une fiole jaugée de 100 mL. L’absorbance est mesurée au

spectrophotométre réglé a 358 nm. La formule suivante basée sur I’équation de Beer-
Lambert (A=€cd) permet de calculer le taux d’incorporation de I’acide aminé sur la

résine :

Substitution (mol/g) = Absorbance mesurée (D.O.358 nm)
€ (16250 cm™™M™) x poids de résine (g) x 1 cm

3.1.4. Cycle de couplage en chimie t-Boc

Le couplage de chaque acide aminé correspond a un cycle de quatre étapes : soit la
déprotection de I’amine o (Appendice A), la neutralisation de ce groupement, le couplage
du nouvel acide aminé (Appendice B) et finalement un test de Kaiser permettant de
vérifier que le couplage est complet (Tableau 1). Un appareil de fabrication locale,

comprenant six réacteurs a été utilis€ pour les synthéses.

3.1.4.1. Déprotection de I’amine terminale

La fonction o aminé du résidu en position N-terminale est déprotégée par deux
traitements en conditions acides (40% TFA / DCM). Aprés un premier traitement de 5

minutes, la solution est drainée et la réaction est ensuite poursuivie dans les mémes
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conditions pendant 20 minutes. Du DMS (1%) est ajouté 2 la solution de déprotection
apres I’introduction d’une Met afin de minimiser I’oxydation de ce résidu. La résine est
ensuite lavée 2 fois au DCM, puis a I’éthanol, et encore au DCM pour permettre son

regonflement (Appendice A).

3.1.4.2. Neutralisation de la résine

Puisque la déprotection de I’amine o est effectuée en milieu acide, celle-ci se retrouve
sous sa forme ionisée. Sa neutralisation est amorcée par un traitement initial de 2 min
avec une solution basique contenant 1% DIEA dans du DMF. La résine est ensuite lavée

deux reprises au DMF.
Lorsque I’acide aminé déprotégé est 1’acide glutamique, cette étape de neutralisation est

remplacée par un simple lavage de la résine avec du DMF afin d’éviter la formation d’une

pyrrolydone.

3.1.4.3. Couplage des t-Boc-acides aminés

Pour le couplage des autres acides aminés, nous utilisons un protocole mis au point dans
notre laboratoire (Forest et Fournier, 1990). Il prévoit Iutilisation de 3 éq de t-Boc-acide
aminé, 3 éq de BOP (réactif de couplage) et 5 éq de DIEA (une base tertiaire). Les
réactifs sont dissous dans un volume minimal de DMF et ajoutés dans le réacteur
contenant la chaine peptidique en croissance attachée 2 la résine (Appendice B). Apres 30
min de réaction, plusieurs lavages sont effectués afin d’éliminer 1’exces de réactifs et les
produits de la réaction. Ainsi, deux premiers lavages sont effectués au DMF puis deux

autres au DCM.

Ce cycle de synthése est repris autant de fois qu’il y a d’acides aminés 2 ajouter 2 la
chaine peptidique. Chacun de ces cycles est suivi d’un test de Kaiser. Ce test qualitatif
permet de vérifier I’achévement de la réaction de couplage. En effet, ce test utilise la

ninhydrine qui, en présence d’amines libres, réagit pour former le complexe de
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Ruhemann de couleur bleu foncé (Kaiser et al., 1970). 1I arrive parfois que la réaction de
couplage ne soit pas compléte, souvent causer par I’encombrement stérique autour de
’amine terminale engendré par le repliement de la chaine peptidique. Le couplage est

repris dans les mémes conditions, aussi suivi d’un test i la ninhydrine.

Lors du couplage du dernier acide aminé, le protocole doit &tre poursuivi afin de
compléter la déprotection de I’amine terminale du peptide. Ensuite, les analogues sur
résine sont retirés des réacteurs et lavés plusieurs fois au DMF, au DCM, i 1’éthanol et a

I’éther. IIs sont séchés au dessicateur et conservés 4 —20°C.

3.1.5. Clivage du peptide de la résine

Puisque le lien ester retenant le peptide au support solide est protonable, le clivage est
effectué avec de I’acide fluorhydrique liquide. Suite 2 ce traitement, on obtient le peptide
libre de sa résine, sur lequel subsistent seulement les groupements Acm portés pas les Cys
et le formyle sur le noyau indole du Trp. Le clivage s’effectue en plagant le peptide-résine
dans un réacteur de Kel-F dans lequel on ajoute deux capteurs de carbocations : le m-
crésol (1 mL/g) et le diméthylsulfide (1 mL/g). Ce dernier a aussi pour avantage d’€tre un
antioxydant. Le réacteur est ensuite vissé au montage, mis sous vide puis refroidi a I’aide
d’azote liquide. L’acide fluorhydrique est introduit dans le réacteur par condensation 2
raison de 10 mL/g de résine. La réaction est poursuivie pendant 1 heure 3 4°C, avec

agitation continue. Par la suite, I’acide fluorhydrique est évaporé rapidement.

L’éther éthylique est utilisé afin de récupérer le peptide. Cette étape est suivie de
plusieurs lavages a I’éther éthylique pour éliminer les produits de réaction et les capteurs
de carbocations. Le peptide est ensuite solubilisé dans un volume minimal de TFA afin de
le séparer de la résine par filtration. Finalement, le TFA est évaporé sous vide et
I’analogue est précipité a nouveau a 1’aide d’éther éthylique. Les peptides, sous forme de

poudre amorphe, sont séchés sous vide au dessicateur et gardés & —20°C.
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Tableau 1 : Cycle de couplage d’un acide aminé en chimie t-Boc

Etapes Réactifs Temps
Déprotection de I’amine 40% (v/v) TFA, 1% (v/iv) DMS/DCM |1 x 5 min
terminale (Appendice A) 40% (v/v) TFA, 1% (v/v) DMS/DCM |1 x 20 min
Lavages DCM 2 X2 min
Ethanol 1 x 2 min
DCM 1 x 2 min
Neutralisation (amorce) 1% (v/v) DIEA/DMF 1 x 2 min
DMF 1 x 2 min
Couplage (Appendice B) 3 éq Boc-AA-OH
3 éq BOP
5 éq DIEA 1 x 30 min
dans un minimum de DMF
Lavages DMF 2x 2 min
DCM 2 X 2min
Test de Kaiser Ninhydrine S min

*Certains couplages ont excédé le temps de réaction de 30 min.
*Entre les couplages, la résine est conservée dans du DCM.
*Lorsque Glu est le dernier acide aminé couplé, la neutralisation est remplacée par un

lavage au DMF.
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3.2. Protocole de synthése peptidique en chimie Fmoc

3.2.1. Réactifs et solvants utilisés

A moins d’indication contraire, tous les acides aminés étaient de configuration absolue L
et portaient un groupement Fmoc sur leur amine a. Les dérivés Trp(Boc), Thr(tBu) et Leu
ont €t€ obtenus de la compagnie Richelieu Biotechnologies (Montréal, QC). GIn(Trt), Phe
et Met ont été achetés chez Advanced Chemtech (Louisville, KY) et Asp(OtBu), His(Trt),
Cys(Acm), Tyr(tBu), Val, Lys(Boc), Ser(tBu), Asn(Trt), Glu(OtBu), Ile, HoCys(Acm) ou
HoCys(pMeBzlI) et Cys(Trt) ont été fournis par la compagnie ChemImpex International
(Wood Dale, IL). Fmoc-Tyr(PO3;H;) et Fmoc-Tyr(SO3H) ont été obtenus de Bachem
Biosciences Inc (King of Prussia, PA). Finalement, Fmoc-Asp-O-tBoc de méme que les
HoCys (Trt) et HoCys(Acm) ont été achetés de la compagnie Novabiochem (EMD

Biosciences, San Diego, CA).

La résine de Wang (1,2 méq/g, 200 2 400 mesh) provenait de la compagnie Chem Impex
(Wood Dale, IL). Les réactifs utilisés pour le couplage de I’acide aminé en C-terminal,
soit la pipéridine, la pyridine, le chlorure de 2,6-dichlorobenzoyle et le chlorure de
benzoyle ont été achetés chez Aldrich (Milwaukee, WI). Les solvants de qualité ACS
utilisés lors de la synthése ont été obtenus de Fisher Scientific (Nepean, ON). Le TFA
provenait, quant & lui, de Halocarbon (Hackensack, NJ). L’hexafluorophosphate de 2-
(hydroxybenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tétraméthyluronium (HBTU) et le 1-
hydroxybenzotriazole monohydraté (HOBt), tous deux utilisés lors du couplage,
provenaient respectivement de chez Quantum Biotechnologies (Montréal, QC) et de
Richelieu Biotechologies (Montréal, QC).
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3.2.2. Fixation sur la résine de I’acide aminé en C-terminal

La fixation du premier acide aminé a la matrice polymérique a été effectuée selon le
protocole développé par I’équipe de Sieber (1987). 1l a pour avantage de réduire la
racémisation de I’acide aminé. Cette méthode utilise 2 éq d’acide aminé (Fmoc-Trp(Boc)-
OH) qui sont dissous dans un volume minimal de DMF contenant la résine. Cette solution
est agitée pendant 15 min puis 3,3 éq de pyridine et 2 €q de chlorure de 2,6-
dichlorobenzoyle sont ajoutés sous atmosphére d’argon. La réaction se poursuit pendant
20 heures a la température ambiante avec agitation mécanique et sous argon (Appendice
C). L’excés de réactifs est ensuite lavé avec du DMF. Contrairement 3 la résine de
Merrifield, ou la réaction de substitution requiert une température €levée, les sites non
substitués de la résine de Wang doivent étre bloqués pour éviter la synthése de nouvelles
chaines peptidiques pendant le couplage des acides aminés subséquents. Cette réaction
utilise un exces (40 éq) de chlorure de benzoyle et de pyridine, qui est ajouté a un volume
minimal de DMF. La réaction est poursuivie pendant 2 heures a température ambiante,
avec agitation. La résine est finalement lavée trois fois avec chacun des quatre solvants

suivants : DMF, éthanol, DCM et méthanol, puis elle est séchée au dessiccateur.

3.2.3. Détermination du degré de substitution de la résine

Pour mesurer le rendement de la réaction de substitution, 10 mg de résine séchée sont
prélevés et agités fortement pendant 3 min dans une solution de 3 mL contenant 20%

pipéridine / DMF. L’absorbance du surnageant est mesurée i 290 nm. La formule
suivante basée sur I’équation de Beer-Lambert (A=gcd) permet de calculer le taux

d’incorporation de I’acide aminé sur la résine :

Substitution (mol/g) = Absorbance mesurée (D.O.358 nm)
€ (16705cm"M'1) X poids de résine (g) x 1 cm
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3.2.4. Cycle de couplage en chimie Fmoc

Comme en chimie Boc, I’insertion de chaque acide aminé composant la chaine peptidique
débute par la déprotection de I’amine terminale (Appendice D). Apres plusieurs lavages,
un nouvel acide aminé est couplé (Appendice E). Finalement, les sous-produits et I’excés
de réactifs sont lavés et un test de Kaiser permet de s’assurer que la réaction de couplage

est complétée (Tableau 2).

3.2.4.1. Déprotection de I’amine terminale

Le groupement Fmoc porté par I’amine o du résidu en bout de chaine est labile en milieu
basique. Une solution 4 20% de pipéridine dans le DMF est donc utilisée pour cette étape.
Cette réaction est menée en deux étapes : on laisse d’abord réagir 2 min, les produits sont
drainés et la réaction est poursuivie pendant 15 min (Appendice D). Le peptide-résine est

ensuite lavé plusieurs fois : 2 fois au DMF, 1 fois & 1’éthanol et finalement 2 fois au DMF.

Lorsque le dernier acide aminé couplé est un acide glutamique, la déprotection est faite en
une seule étape de 10 min, ce qui permet de minimiser la formation de 1’acide

pyroglutamique en milieu basique.

3.2.4.2. Couplage des Fmoc-acides aminés

Le couplage d’un acide aminé a la chaine peptidique est effectué en utilisant un excés de
réactifs. Ainsi, 3 éq de Fmoc-acide aminé, 3 éqg HBTU, 1 éq HOBt et 3 éq DIEA sont
dissous dans un minimum de DMF (Appendice E). La réaction est poursuivie pendant 30
min sous atmosphere d’azote. Ensuite, ’exceés de réactifs est lavé successivement au
DMF et au DCM. Apres quoi, un test de Kaiser est réalisé. Si le test montre la présence

d’amines libres sur la résine, la réaction de couplage est alors reprise. Le cycle de
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Tableau 2 : Cycle de couplage d’un acide aminé en chimie Fmoc.

Etapes Réactifs Temps
Déprotection de ’amine 20% (v/v) Pipéridine / DMF |1 x 2 min
terminale (Appendice D) 20% (v/v) Pipéridine / DMF |1 x 15 min
Lavages DMF 2x 2 min
Ethanol 1 x2 min
DMF 1 X 2 min
Couplage (Appendice E) 3 éq FMOC-AA-OH
3 éq HBTU
1 éq HOBt 1 x 30 min
3éq DIEA
dans un minimum de DMF
Lavages DMF 2 X 2 min
DCM 2 X 2min
Ethanol 2 x 2 min
DCM 1 x 2 min
DMF 2 x 2 min

*Certains couplages ont nécessité plus de 30 min de temps de réaction.

*Entre les couplages, la résine est conservée dans du DCM.

*La déprotection de Glu est effectuée en une seule étape de 10 min.
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couplage est repris autant de fois qu’il y a d’acides aminés additionnels 3 incorporer dans
le peptide. A 1a fin de la synthése, on doit effectuer la déprotection de I’amine terminale.
Ensuite, des doubles lavages sont successivement réalisés avec : alcool t-amylique, acide
acétique, alcool r-amylique et finalement de I’éther. Le peptide-résine est séché au

dessicateur puis est gardé 3 —20°C.

3.2.4.3. Couplage de Fmoc-Cys(Trt)-OH

Cet acide aminé est couplé au moyen d’un anhydride symétrique afin d’éviter sa
racémisation. Cet anhydride est formé en utilisant 2 éq DCC (dicylohexylcarbodiimide) et
4 €q Fmoc-Cys(Trt)-OH dissous dans un minimum de DCM (Appendice F). La réaction
est poursuivie dans un bain de glace, sous atmosphére d’azote avec agitation pendant 5
min. Le dérivé dicyclohexylurée produit est €liminé par filtration. Le filtrat contenant
I’anhydride est additionné d’un volume égal de DMF et ajouté 2 la résine. Apres 30 min
de réaction, les réactifs sont drainés et la résine est lavée au DMF et au DCM avant qu’un

test de Kaiser ne soit effectué.

3.2.5. Clivage du peptide de la résine

La résine de Wang est relativement sensible aux conditions acides de sorte que le TFA est
généralement utilisé pour le clivage du peptide de son support. Ces conditions permettent
€galement le retrait des groupements protecteurs portés par les chaines latérales de
certains résidus. Seuls les groupements Acm portés par les cystéines 1 et 15 résistent aux

conditions de clivage.
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Le réactif K (King, Fields et Fields., 1990) a été utilisé pour le clivage des analogues de la
résine. Ce réactif est constitué de 92% TFA avec 2,5% d’éthanedithiol, 2,5% H,0 et 3%
de phénol. La réaction est poursuivie pendant 1 h avec agitation et sous atmosphere
d’argon. La solution de clivage est filtrée et le TFA est évaporé sous vide. Aprés quoi le
peptide est finalement précipité a 1’éther éthylique et filtré de nouveau. Le peptide obtenu

est séché et gardé a —20°C jusqu’a sa purification.

4. Modification chimique des analogues

4.1. Formation des ponts disulfures

4.1.1. Traitement au ferricyanure de potassium

Les cystéines ayant leurs chaines latérales libres peuvent étre reliées en conditions
oxydantes douces. Le peptide est donc ajouté (0,05 mg/mL) a une solution, 10% ACN /
H,O contenant 20 éq de K3Fe(CN)s, dont le pH avait été ajusté a 9 avec du NH,OH.
Apres 1,5 h, un aliquot est prélevé et utilisé pour vérifier I’avancement de la réaction par
chromatographie liquide a haute performance (CLHP) analytique sur phase inverse (voir
sections 6.1). La solution est finalement acidifiée 2 pH 4 et injectée sur le systéme de
CLHP préparative sur phase inverse (voir la section 5 pour la description de

I’appareillage).
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4.1.2. Traitement avec 50 éq d’iode

Le peptide portant des Cys(Acm) est d’abord solubilisé (0,5 mg/mL) dans une solution
d’acide acétique a 80%. Une quantité pesée d’iode (50 €q), dissoute dans un minimum de
méthanol, est ensuite ajoutée a la solution. Aprés 1h de réaction 2 la température de la
piece, sous agitation douce et atmosphere d’azote, un aliquot est prélevé et utilisé pour
vérifier I’avancement de la réaction par spectrométrie de masse et par CHLP analytique
(voir sections 6.1 et 6.2). Si la réaction est complete, une solution d’acide ascorbique
(10% p/v) est ajoutée jusqu’a décoloration du mélange. Finalement la solution est injectée

sur CHLP préparative pour purification (voir section 5).

4.1.3. Traitement avec 10 éq d’iode

Le retrait des groupements Acm et la formation du pont disulfure peuvent étre effectués
dans des conditions oxydantes plus douces nécessitant toutefois une plus longue période
de réaction. Le peptide est alors solubilisé (0,5 mg/mL) dans une solution formée de 99%
d’acide acétique et de 1% d’eau. Seulement 10 éq d’iode, dissous dans un minimum de
DMF, sont ajoutés 2 la solution peptidique. La réaction est poursuivie pendant 12 heures a
température ambiante et sous atmosphére d’azote. Un aliquot est ensuite prélevé et utilisé
pour vérifier I’avancement de la réaction par spectrométrie de masse et par CHLP
analytique (voir sections 6.1 et 6.2). Si la réaction est compléte, une solution d’acide
ascorbique est ajoutée jusqu’a I’obtention d’une solution claire. Finalement, la solution

est injectée sur CHLP préparative pour purification (voir section 5).
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4.2. Déformylation des analogues

Le retrait de ce groupement requiert I'utilisation d’une base nucléophile telle que la
pipéridine. Le peptide est donc dissous dans une solution aqueuse contenant 0,1 N
pipéridine préalablement refroidie sur glace et dégazée. Aprés 15 minutes de réaction, un
aliquot est prélevé afin de vérifier I’achévement de la réaction par CLHP analytique et par
spectrométrie de masse (voir sections 6.1. et 6.2.). La solution peptidique est finalement
acidifiée a pH 9 pour sa purification. Celle-ci est effectuée comme il est décrit 2 la section
5. Puisque la solution peptidique injectée sur CHLP est basique, un premier gradient
allant de H,O : NH,0H 0,05% vers H,O : TFA 0,06% est d’abord effectué, suivi du
gradient d’€lution qui va de H,O : TFA 0,06% vers 60% ACN / H,O : TFA 0,06%.

4.3. Acétylation des analogues

Le groupement acétyle est introduit a la position N-terminale alors que le peptide est
toujours sur la résine, mais a la toute fin de la synthése. Aprés la déprotection finale de
I’amine, 10 €éq d’anhydride acétique sont ajoutés dans les réacteurs contenant
suffisamment de DMF. Aprés 10 minutes de réaction, la résine est lavée  deux reprises
avec du DCM. Un test de Kaiser est finalement effectué pour vérifier la complétion de la

réaction.

S. Purification des analogues

Les différents analogues de I’ET-1 sont purifiés par CLHP preparative sur phase inverse.
Nous utilisons un syst¢éme Waters, modéle Prep LC500A jumel€ 4 une pompe modgle 590
et & un détecteur d’absorbance modele 441 (230 nm). Le matériel A purifier est d’abord

mis en solution puis injecté sur une colonne contenant une résine Jupiter C,g de la
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compagnie Phenomenex (15 ptm, 300A) de dimension 4,7 x 30 cm. Le débit est maintenu
a 20 mL/min. L’€élution est effectuée au moyen d’un gradient linéaire allant de 0 3 60%

ACN/H;0:0,06% TFA en 2 h.

La pureté des fractions recueillies est évaluée par CLHP a I’aide d’un systéme analytique
(Beckman) comprenant un échantillonneur automatisé de modele Gold S07E coupl€ a un
contrdleur de gradient de modele 128 ainsi qu’a un détecteur U.V. de modele 168 (230
nm). Une colonne analytique Jupiter Proteo de la compagnie Phenomenex C,z (5 um,
110A) est utilisée pour I’analyse. L’€lution est obtenue au moyen d’un gradient linéaire
de 20 min allant de 20 2 60% ACN dans de I’eau contenant 0,06% TFA. Le débit est
ajusté 8 1 mL/min. Les fractions pures sont regroupées, évaporées puis lyophilisées.

Celles-ci sont finalement conservées 3 —20°C.

6. Caractérisation des analogues

6.1. CLHP analvtique

La pureté des analogues obtenus est évaluée par CLHP analytique comme décrit 2 la
section 5. Cependant, ces analyses sont réalisées a I’aide d’une colonne a haute résolution
contenant une résine de Cg, 3,5 um, 110A provenant de la compagnie Phenomenex. Un
gradient linéaire de 20 min allant de 20 2 60% ACN dans de 1’eau acide (0,06% TFA)
permet d’€luer le peptide & un débit de 1 mL/min. La détection est alors effectuée a 230

nm.
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6.2. Spectrométrie de masse

Les analogues sont aussi caractérisés par spectrométrie de masse au moyen de la
technologie MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight).
Un appareil Voyager DE de la compagnie Perseptive Biosystem (Farmingham, MA) est
utilis€ pour les analyses. Le laser est alors réglé a 337 nm et le voltage d’accélération a 20
kV. L’acquisition est réalisée a 20 pulses/sec. Une matrice d’acide o-cyano-4-
hydroxycinnamique est utilisée pour I’inclusion des peptides. L’appareil a été calibré au
préalable avec une solution étalon contenant I’angiotensine-1, les fragments 7 2 38 et 18 &

39 de I’hormone adrénocorticotropique et I’insuline bovine.

7. Evaluation pharmacologique des analogues de ’ET-1

7.1. Animaux et produits utilisés

Des rats Sprague Dawley males d’environ 250g de méme que des cobayes Dunkin
Hartley maéles d’environ 350g ont été obtenus de la compagnie Charles River (St-
Constant, QC). Ces animaux ont été traités selon les normes du Comité Canadien pour les

soins aux animaux (CCAC).

L’histamine et le KCI utilisés comme témoins lors des essais provenaient respectivement
des compagnies Sigma (St-Louis, MO) et Fisher Scientific (Nepean, ON). Les sels qui
composent le tampon de Krebs ont également été achetés de Fisher Scientific (Nepean,
ON). Le Somnotol a été obtenu de la compagnie CDMV (St-Hyacinthe, QC).
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7.2. Evaluation pharmacologique des analogues sur le récepteur ET,

Les rats sont d’abord anesthésiés au Somnotol (0,1 mg/g, intrapéritonéale) puis saignés
par rupture de la veine cave. L’aorte thoracique est rapidement prélevée et placée dans un
tampon de Krebs (NaCl 120 mM, NaHCO; 25 mM, glucose 10 mM, KCI 4,7 mM,
MgSOs 2,4 mM, KH,PO; 1,2 mM, CaCl, 2,5 mM). L’endothélium est retiré
manuellement en frottant I’arte doucement entre le pouce et I’index, apres avoir nettoyé
I’aorte du tissu conjonctif qui I’entoure. L’aorte est ensuite disséquée en 6 anneaux de 5
mm de long. Chacun des anneaux est installé dans un bain 2 organe isolé de 5 mL sous
une tension de lg (Figure 8). Chaque bain est rempli de tampon oxygéné (mélange

5%CO03, 95% O,) et gardé a 37°C.

Des transducteurs de force de modele FT03 de la compagnie Grass (Quincy,MA) reliés a
un polygraphe Grass 7E ont permis 1’enregistrement isométrique des réponses des
muscles lisses vasculaires circulaires des anneaux d’aorte de rat. Apreés une période
d’équilibration de 60 min, la contractilité de chaque anneau est évaluée par I’addition de
80 mM de KCI. Une injection d’acétylcholine (1 UM ), alors que le tissu est toujours
contracté, permet de s’assurer que tout I’endothélium a été retiré. Une relaxation de moins

de 10% est tolérée.

L’activité agoniste des analogues est évaluée par des additions cumulatives de peptide de
concentrations allant de 10" M 2 10 M. Chacune de ces doses sont espacées d’un
minimum de deux minutes. S’il y a contraction, la concentration peptidique suivante est
ajoutée dans le bain seulement lorsque le plateau de contraction est atteint (Figure 9a). Si
le peptide ne posséde aucune activité agoniste, I’ activité antagoniste est vérifiée sur une

nouvelle préparation d’aorte de rat. Pour ce faire, le tissu est exposé a une forte
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Figure 8 : Montage des tissus pour les essais pharmacologiques

concentration (10’M) de I’analogue pendant 10 min. Une courbe concentration-réponse
de I'ET-1 est ensuite effectuée par I’addition cumulative d’ET-1 & des concentrations
variant entre 10'°M et 10° M (Fifure 9b). L’activité€ agoniste et antagoniste de chaque
analogue a été testée au minimum sur trois animaux différents. L’analyse par régression
non linéaire pondérée des courbes concentration-réponse a été réalisée a I’aide du logiciel
GraphPad Prism 3.02 et les résultats sont exprimés selon la moyenne + |’écart type de la

moyenne (s.e.m.)

La préparation des solutions peptidiques a des concentrations variant entre 10 M et 10
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N

M est effectuée a partir d’une solution mére a2 2 mg/mL. L’ET-1 est simplement
solubilisée dans I’eau alors que certains analogues nécessitent I’utilisation de DMSO
(1%) pour leur solubilisation. Des courbes concentration-réponse du DMSO seul et de
I’ET-1 avec DMSO ont été effectuées a des concentrations cinq fois supérieures a celles
utilisées pour effectuer les essais pharmacologiques des analogues. Le DMSO seul
n’engendre aucune contraction de I’aorte de rat et n’affecte pas celle causée par I’ET-1.

-8
a) Lavage 1x10

l 3x10°

KCL 1x 10-9

3x10"
1x10"

|
H_/ — ~ /)

Période d’équilibration Addition cumulative d’agoniste
Concentration variant de 10'°2 10° M

b)
1x10°
3x10”
Lavage
Antagoniste 1x10°
KCL 1x10'M

\ ) G J
—~
Période d’équilibration Addition cumulative d’ET-1
Concentration variant de 1023 10° M

Figure 9 : Exemple de tracé obtenu lors d’un essai pharmacologique effectué avec un

agoniste (a) et un antagoniste (b) sur I’aorte de rat.
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7.3. Evaluation pharmacologique des analogues sur le récepteur ETg

Les cobayes sont d’abord anesthésiés avec une dose de 0,1 mg/g intrapéritonéale de
Somnotol. Tls sont ensuite saignés par rupture de la veine cave. Aprés quoi le systéme
pulmonaire est retiré de la cage thoracique et rapidement plongé dans une solution de
tampon de Krebs (NaCl 120 mM, NaHCO; 25 mM, glucose 10 mM, KCl 4,7 mM,
MgS0O4 2,4 mM, KH,PO, 1,2 mM, CaCl, 2,5 mM). Les quatre lobes pulmonaires sont
ensuite séparés et les extrémités internes et externes sont disséqués en bandelettes (6) de 2
mmx 2 mm x 1,5 cm (Figure 8). Ces laniéres sont montées dans six bains 2 organe isolé
de 5 mL remplis de tampon oxygéné (5% CO,, 95% O,) a 37 °C. Chacune de ces
bandelettes est attachée a une tige fixe et a un transducteur sous 1 g de tension (Figure 8).
Apres une période d’équilibrage (1h), la contractilité des tissus est vérifiée avec 1’addition
d’histamine 10°M. L’activité agoniste des analogues est vérifiée par des additions
cumulatives de peptide dans les bains. Les concentrations peptidiques dans ceux-ci
variaient entre 10'° M 2 10° M. Un minimum de deux minutes est laissé entre deux
injections successives. S’il y a contraction du parenchyme, la concentration peptidique
suivante est ajoutée dans le bain seulement lorsque la contraction a atteint son plateau. Si
I’analogue ne présente aucune activité agoniste, I’activité antagoniste est alors vérifiée sur
une nouvelle préparation. Pour ce faire, une laniére de parenchyme pulmonaire est
d’abord exposée a une concentration €levée (107M) de I’analogue pendant 10 min. Aprés
quoi une courbe concentration-réponse de la STRX-c est effectuée; c’est-a-dire que des
additions cumulatives de SRTX-c sont effectuées afin d’obtenir des concentrations
variant entre 107'% et 10 M dans les bains. Si I’analogue possede une activité antagoniste,
on observe un déplacement de la courbe concentration-réponse de la STRX-c. Celle-ci est
utilisée plut6t que ET-1 afin d’éviter I'utilisation simultanée d’un antagoniste sélectif
pour le récepteur ETs en plus de I’analogue 2 tester. En effet, cette préparation
contiendrait environ 20% de récepteurs ETa. De plus, I’effet biologique engendré par
’ET-1, en présence de BQ610, et de la SRTX-c est semblable (Appendice H). L’activité
agoniste ou antagoniste des analogues a été testée sur trois animaux différents. L’analyse

des courbes concentration-réponse a été réalisée a I’aide du logiciel GraphPad Prism 3.02.



55

8. Radiomarquage de PET-1

L’iode-125 est incorporé sur la chaine latérale de la Tyr'® de I’ET-1. Pour ce faire, le
peptide est d’abord solubilisé 2 2 mg/mL dans une solution tamponnée 4 pH 7,4 avec
0,05 M phosphate. La réaction est réalisée avec 50 pug ET-1, 1 mCi Na'®’I (Amersham
Biosciences, Montréal, QC) et 10 pg de chloramine-T (Fisher Scientifique, Montréal,
QC) dans un volume final de 30 uL. Aprés 1 min d’agitation forte, la réaction est stoppée
avec 200 ug de métabisulfite de sodium (Sigma, Mississauga, ON) dissous dans 100 ML
de tampon. La solution est finalement injectée sur CLHP analytique afin de séparer le
peptide portant un atome d’iode de celui bisubstitué et du peptide non iodé€. Le peptide est
€lué a I’aide d’un gradient linéaire de 40 min allant de 20% ACN / H;0) : 0,06% TFA
vers 60% ACN / H,O : TFA 0,06%, et le débit est fixé & 1 mL/min. Un appareil de la
compagnie Waters composé d’une pompe 600E et d’un contrdleur 600 muni d’une
colonne a haute résolution de Cyg, 3,5 um, 110 A de la compagnie Phenomenex est
utilisé. Les fractions sont collectées a toutes les 30 secondes et le patron d’élution est
déterminé a I’aide d’un compteur-y de la compagnie Packard (Downers Grove, IL). Les
fractions contenant 1’['251]ET-1 sont diluées 1 :10 dans une solution tamponnée de 50 mM
phosphate de sodium a pH 7.4 et gardées a2 —20°C. Pour évaluer la concentration des

fractions, Iactivité spécifique de "'’ est estimée 2 2200 mCi/mmol.

9. Essais de compétition entre les analogues et I’['*T|ET-1

9.1. Culture cellulaire

Les cellules CHO (Chinese hamster ovary) transfectées de maniére stable avec le géne du

récepteur ET5 ou ETp proviennent de la compagnie Euroscreen (Bruxelles, BE) (B max
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60 & 150 pmol/mg de protéines et 7,3 4 10,9 pmol/mg de protéines respectivement). Les
cellules sont cultivées a 37°C sous atmosphere contrblée & 5% CO, dans un milieu de
culture Ham-F12 supplémenté avec 10% sérum de veau feetal, 400 ug/mL de G418, 100
U/mL d’ampicilline, 100 ug/mL de streptomycine et 2,5 g/mL de fongizone (tous ces

produits ont €té achetés de la compagnie Aldrich (Mississauga, ON)).

9.2. Essais de compétition sur le récepteur ET,

Dans une plaque a 12 puits, 3 x 10’ cellules CHO exprimant le récepteur ET, ont été
mises en culture dans le milieu décrit 2 la section 9.1. Apreés 16 heures d’incubation, alors
que chaque puit avait atteint une confluence d’envion 90%, les cellules sont lavées avec
une solution tamponnée a pH 7,4 contenant 50 mM Tris-HCI, 5 mM MgCl; et 100 mM
NaCl. Celles-ci sont ensuite incubées pendant 16 heures 2 4°C avec 0,1 nM ['**T)ET-1 en
présence de concentrations croissante d’ET-1 ou d’analogues non marqués allant de 1 x
10" M 2 7 x 10°M dans un volume final de 0,5 mL de tampon de liaison 2 pH 7.4 (50
mM Tris-HC, 5 mM MgCl,, 100 mM NaCl, 0,1% (p/v) BSA en plus de 0,01 % (v/v)
d’un mélange d’inhibiteurs de protéases contenant AEBSF, aprotinine, leupeptine,
bestatine, pepstatine A et E-64). Le lendemain, les cellules sont lavées A nouveau deux
fois avec le tampon phosphate 50 mM pH 7.4 afin de retirer I'['®IJET-1 non lié.
Finalement, une solution 1N NaOH est utilisée pour décoller les cellules de la plaque et
celles-ci sont mises dans des tubes au compteur-y pour évaluer la radioactivité liée 2 ces
derniéres. Les résultats sont analysés a I’aide du programme informatique GraphPad
Prism 3.02. Trois essais différents sont effectués pour chaque analogue et chacun d’eux

est fait en duplicata, les résultats sont exprimés selon la moyenne + s.e.m..
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9.3. Essais de compétition sur le récepteur ETy

Les essais de liaison ont été accomplis sur des cellules CHO transfectées avec le geéne du
récepteur ETg de 1a méme fagon que sur les cellules exprimant le récepteur ET4 tel que

décrit a la section 9.2.

10. Dichroisme circulaire

L’appareil CD6 de la compagnie Jobin Yvon (ISA) (Edison, NIJ) est d’abord calibré a
I’aide d’une solution 1,25 mg/mL épiandrostérone solubilisée dans du dioxane et placé
dans une cellule de 1,0 cm. Deux étalons sont ensuite analysés, d’abord une solution
aqueuse d’acide camphorsulfonique 0,6 mg/mL, et ensuite le NPY 0,25 mg/mL solubilisé
dans une solution 25% hexafluoroisopropanol (HFIP). Ces échantillons sont alors placés
dans une cellule dont le parcours optique est de 1,0 mm. Les analyses structurales des
analogues de I’ET-1 ont ensuite été exécutées i une concentration de 0,25 mg/mL dans
une solution aqueuse contenant 20% ou 40% HFIP. Chaque spectre représente la
superposition de trois acquisitions. Les spectres des solutions 20% et 40% HFIP ont été
effectués dans les mémes conditions puis soustraits
des données spectrales de chaque analogue. Le traitement informatique des données

recueillies est obtenu avec le programme CDG6.
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Chapitre 4 : Résultats
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11. Etude du segment 8 4 10 de ’ET-1

Plusieurs analogues ont ét€ synthétisé€s afin de mesurer I’importance du segment chargé
Asp®-Lys’-Glu'” retrouvé dans la partie médiane de I’ET-1 (Figure 10). D’abord, nous
avons remplacé chacun de ces acides aminés par une Ala. Ensuite, une Ser ou une Tyr a
€té insérée aux positions 8 ou 10 afin d’introduire des groupements phosphate ou sulfate
sur la chaine latérale de ces résidus. Puisque les pKa de ces groupements sont de 2,2 et
1,7 respectivement, ces modifications avaient pour but de mesurer ’impact d’une

amplification de la charge négative retrouvée 2 ces positions.

Figure 10: Représentation du segment chargé 8 4 10 de I’ET-1.

11.1. Synthése peptidique

Ces analogues ont ét€ obtenus par synthése peptidique sur résine de Wang a I’aide de la
stratégie de chimie Fmoc. Le protocole de Sieber (1987) utilisé pour le couplage du
premier acide aminé sur ce support a pour effet de minimiser la racémisation du résidu
ainsi introduit. De plus, il procure d’excellents rendements de réaction ce qui permet
I’obtention d’un niveau de substition de la résine trés satisfaisant. Le protocole de chimie
Fmoc, basé sur des cycles de déprotection, de neutralisation et de couplage, a donc été

suivi pour I'incorporation des différents résidus dans la chaine peptidique. Toutefois,
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Iinsertion des Fmoc-Cys(Trt)-OH en utilisant le protocole usuel de couplage de chimie
Fmoc entraine un fort taux de racémisation (Han, Albericio et Barany, 1997). Cette
réaction secondaire est facilement évitée si le couplage est obtenu au moyen de
I’anhydride symétrique de 1’acide aminé (Appendice F). Celui-ci peut réagir directement
avec 1’amine terminale de la chaine peptidique. Finalement, le clivage du peptide de son
support, a I’aide du réactif K, a permis I’obtention d’un seul produit majoritaire pour
chacun des analogues. Ceux-ci correspondent dans tous les cas au produit désiré tel que

montré par CLHP analytique et par spectrométrie de masse.

L’endothéline contient deux ponts disulfures reliant les cystéines 1-15 et 3-11. Bien que
la littérature rapporte la formation préférentielle des ponts dans cet arrangement dans une
proportion atteignant environ 80% (Tam et al., 1994), nous avons procédé a la formation

s€lective des deux liens intramoléculaires de I’ET-1. L’utilisation d’un plan de protection
orthogonale a permis la déprotection sélective des chaines latérales des cystéines et la
formation de I’un puis de I’autre pont disulfure. Ainsi, il a été possible de maximiser les
rendements de synthése des différents dérivés peptidiques. Les Cys(Trt), suite au clivage
du peptide de la résine, avaient leur chaine latérale libre. Le premier pont disulfure a donc
été formé par une simple oxydation au ferricyanure de potassium. Les Cys(Acm),
introduites aux positions 1 et 15, ont conservé ces groupements sur leur chaine latérale
lors de I’étape de clivage. Leur retrait, de méme que la formation du second pont
disulfure, ont par conséquent été effectués a ’aide d’un traitement utilisant de I’iode (50

€q) comme nucléophile et oxydant.

Lors de la synthése des dérivés sulfatés et phosphatés, quatre Cys(Trt) ont été introduites
puisque les conditions de cyclisation utilisées pour le traitement des Cys(Acm) ont pour
effet de cliver ces groupements (Perich et al., 1994; Yagami et al., 2000). Les deux ponts
disulfures ont donc été formés lors d’un seul traitement au ferricyanure de potassium. La
purification subséquente a permis de séparer le produit correctement cyclisé, entre les Cys

1-15 et 3-11, de celui avec les ponts croisés.
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11.2. Caractérisation des analogues

Sauf pour les analogues contenant un groupement sulfate ou phosphate, les analyses par
CLHP analytique et par spectrométrie de masse faites aprés clivage du peptide de la
résine et a la suite de chacune des étapes de cyclisation ont montré la formation d’un seul
produit majoritaire dont la masse correspondait au produit désiré (Tableau 3). Celui-ci a
pu étre isolé avec une pureté de plus de 90%. Lors de la cyclisation des analogues
contenant des groupements chargés aux positions 8 ou 10, deux produits majoritaires ont
€té obtenus et isolés, tous deux ayant la méme masse correspondant au produit attendu.
Lors des essais pharmacologiques, le produit le plus actif a été considéré comme étant le

peptide ayant le bon alignement de ses Cys.

Tableau 3 : Caractérisation par spectrométrie de masse des analogues de I’ET-1 modifiés

aux positions 8, 9 et 10.

Masse attendue Masse mesurée

(Da) (Da)
[Ala®JET-1 2448 2444
[Al2°JET-1 2435 2432
[Ala"ET-1 2434 2431
[Ala®’]ET-1 2391 2391
[Ala®'®JET-1 2381 2381
[Ser’]ET-1 2464 2466
[Tyr*]ET-1 2544 2544
[Tyr(SO3H2)*JET-1 2620 2618
[Tyr(PO3H,)¥]JET-1 2620 2624
[Ser'®JET-1 2450 2454
[Tyr'®JET-1 2526 2530
[Tyr(SO;H,)'ET-1 2606 2608
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11.3. Essais pharmacologiques

11.3.1. Effectués sur le récepteur ET,

Les essais pharmacologiques menés sur des préparations d’aorte de rat ont fourni les
courbes concentration-réponse de I’ET-1 et de ses analogues nécessaires pour mesurer
Ieffet des modifications sur «I’activité biologique» de ’ET-1. Ces résultats montrent que
le remplacement de 1’acide aspartique retrouvé a la position 8 de I’ET-1 par une Ala
entraine une perte de puissance relative d’un facteur d’environ 20 par rapport au peptide
natif sans avoir d’impact majeur sur I’activité intrinséque. La position 9, occupée par une
Lys, est également sensible aux modifications puisque I’introduction d’une Ala 2 cette
position donne un agoniste partiel du récepteur ET, ayant la méme puissance que ’ET-1.
Par contre, c’est la position 10 qui est la plus affectée par 1’incorporation d’une Ala
puisque cette modification entraine la perte complete de Iactivité biologique de ’ET-1

(Figure 11 et Tableau 4).

L’introduction d’un groupement hydroxyle ou phénolique & la place de la fonction
carboxylique retrouvée naturellement a la position 8 affecte passablement 1’activité
biologique de I'ET-1. En effet, le remplacement de 1’Asp® par des résidus Ser ou Tyr
entraine une perte de puissance relative de facteurs environnant 50 et 115 respectivement.
L’ajout d’un groupement phosphate sur la chaine latérale de Tyr® améliore d’environ 2
fois la puissance de cet analogue. Par contre, lors de I'introduction d’un sulfate, plus
acide mais aussi plus gros que le phosphate, on observe une diminution de puissance

relative d’un facteur 2,5 par rapport 2 I’analogue [Tyr®]JET-1 (Fi gure 12 et Tableau 5).

Tout comme lors du remplacement de Glu'® par une Ala, I’introduction de résidus Ser et
Tyr n’est pas tolérée a cette position. En effet, ces modifications ont fourni un agoniste
de trés faible puissance (Ser) ou un analogue ne possédant aucune activité agoniste ou
antagoniste (Tyr). Enfin, 1’ajout d’un groupement sulfate sur la chaine latérale de Tyr'

n’améliore pas I’activité biologique de I’analogue (Figure 13 et Tableau 6).
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Figure 11: Courbes concentration-réponse de I'ET-1 et de ses analogues, dans lesquels
des résidus Ala ont été introduits aux positions 8, 9 et/ou 10, obtenues sur des

préparations d’aorte de rat.
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Figure 12: Courbes concentration-réponse de I’ET-1 et de ses analogues, modifiés 2 la

position 8, obtenues sur des préparations d’aorte de rat.
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Figure 13: Courbes concentration-réponse de I’ET-1 et de ses analogues, modifiés a la

position 10, obtenues sur des préparations d’aorte de rat.

11.3.2. Effectués sur le récepteur ETy

Les essais pharmacologiques menés sur des bandelettes de parenchyme pulmonaire de
cobaye permettent de mesurer I’impact des modifications de I’ET-1 sur le récepteur ETp.
Ainsi, on peut observer que globalement, la modification du segment chargé médian de
I’ET-1 n’a affecté que légérement la puissance relative du peptide sur le récepteur ETg.
En effet, I’introduction d’une Ala 2 la position 8, 9 ou 10 a produit des analogues quasi
équipotents a I’ET-1. Toutefois, ceux-ci se sont révélés des agonistes partiels du récepteur
ETp avec des activités intrinséques environ 50% inférieures a celle du peptide natif
(Figure 14 et Tableau 4). Lors de I’insertion d’un résidu Tyr ou Ser 2 la position 8 ou 10,
on observe une perte de puissance relative variant entre des facteurs de 1 4 5 (Figures 15
et 16 ainsi que Tableaux 5 et 6). Cependant, ces modifications en position 8 ont produit
des agonistes partiels du récepteur ETp montrant, eux-aussi, une perte d’activité
intrinséque d’environ 50% (Figure 15 et Tableau 5). L’introduction de groupements

phosphate ou sulfate, sur la chaine latérale de Tyr en position 8 n’a pas causé d’impact
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majeur sur la puissance relative des analogues correspondants (Figure 15 et Tableaux 5).
Par contre, Dactivité intrinsdque a été  fortement diminuée chez I’analogue
[Tyr(803H2)8]ET-1 par rapport a celle mesurée avec le [Tyrs]ET-l. Finalement,
contrairement a ce qui a été oservé sur le récepteur ET,, la substitution de 1’acide
glutamique-10 par une Ser ou une Tyr ou méme une Tyr(SO;H,) n’a pas eu d’impact
majeur sur la puissance ou I’activité intrinséque de I’ET-1 sur le récepteur ETj (Figure 16

et Tableau 6).
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Figure 14: Courbes concentration-réponse de la ET-1 et de ses analogues dans lesquels
des résidus Ala ont été introduits aux positions 8, 9 et/ou 10, obtenues sur des

préparations de parenchyme pulmonaire de cobaye.
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Figure 15: Courbes concentration-réponse de I’ET-1 et de ses analogues modifiés a la

position 8, obtenues sur des préparations de parenchyme pulmonaire de cobaye.
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Figure 16: Courbes concentration-réponse de I’'ET-1 et de ses analogues modifiés a la

position 10 obtenues sur des préparations de parenchyme pulmonaire de cobaye.
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Tableau 4: ECso de I’ET-1 et de ses analogues dont les acides aminés aux positions 8, 9

et/ou 10 ont été remplacées par une Ala.

ETa ETs
ECso (M) £ s.e.m. ECso (M) £ s.e.m.
ET-1 6,5x 107 +0,1 29x10%+0,1
[Ala®]ET-1 1,3x107+0,1 3,1x10%+0,2
[Al2’JET-1 7,0x 10°£0,1 2,4x10%+0,2
[Ala'®)ET-1 inactif 2,5x107+0,2
[Ala®, Ala’]ET-1 56x107+0,2 63x10%+0,1
[Al2°, Ala'®JET-1 inactif 1,2x107+0,1

Tableau 5: ECso de I’ET-1 et de ses analogues dont I’acide aspartique-8 a été substitué.

ETa ETs
ECso M) £s.e.m. ECso (M) £ s.e.m.
ET-1 6,5x 107 £0,1 29x10%+0,1
[Ser®]ET-1 32x107£0,1 2,4x10%+0,1
[Tyr*JET-1 7,5x 107 £0,1 1,1x107+0,3
[Tyr(POsH,)*JET-1 34x107£0,1 7,1x10%+0,1

[Tyr(SO3H,)!JET-1

1,8x10%+0,1

1,9x10°+0,2
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Tableau 6: ECso de I’ET-1 et de ses analogues dont I’acide glutamique-10 a été substitué.

ET, ETg
ECso (M) £s.e.m. ECso (M) £ s.e.m.
ET-1 6,5x 107 £0,1 29x10%+0,1
[Ser'*|ET-1 7,7x10°%0,2 3,2x 10°+0,1
[Tyr'°JET-1 Inactif 7,1x10%£0,1
[Tyr(SO3H,)'%ET-1 Inactif 50x10%+0,2

12. Fragments 8-21, 9-21 et 10-21

Les ¢tudes structure-fonction effectuées sur I'ET-1 fournissent plusieurs indices
suggérant que le segment C-terminal en hélice o chapeauté par une ou plusieurs charges
seraient suffisant pour lier et méme activer les récepteurs de I’ET. Nous avons donc

poursuivi I’étude des charges retrouvées dans le segment médian de I’ET-1 en

synthétisant des analogues des fragments 8-21, 9-21 et 10-21 (Figure 17).

Figure 17 : Représentation des fragments 8-21 (a), 9-21 (b) et 10-21 (c) de ’ET-1
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12.1. Synthése peptidique

Cette fois, la chimie t-Boc sur une résine de polystyréne pontée avec du divinylbenzéne et
fonctionnalisée par des groupements chlorométhyles a été utilisée pour I’obtention de ces
analogues du segment C-terminal de I’ET-1. Bien que cette approche nécessite des
conditions de synthése et de clivage plus vigoureuses, elle a pour avantage d’&tre moins
onéreuse. A la fin de la synthese, les analyses effectuées par CLHP analytique et par
spectrométrie de masse ont révélé I’obtention d’un seul produit majoritaire pour chacun

des analogues dont la masse correspondait a celle du produit attendu.

Le plan de protection orthogonale utilisé prévoyait qu’une fois libérés de la matrice
solide, ces analogues porteraient des groupements Acm sur les chaines latérales des
cystéines 11 et 15 et un groupement formyle sur le noyau indole du Trp en position 21. Le
pont disulfure a été mis en place lors d’un traitement 2 I’iode. Ce traitement permet en
une seule étape de cliver les groupements Acm et de former le lien disulfure. Ensuite, le
groupement formyle a été retiré par une courte exposition des peptides 2 la pipéridine 0,1

N.

12.2. Caractérisation des analogues

Chacune de ces étapes de cyclisation et de déformylation a été suivie par CLHP
analytique et par spectrométrie de masse. Ces analyses montrent que la méthode utilisée a

permis I’obtention des analogues désirés avec une pureté supérieure 2 90%.
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Tableau 7: Caractérisation par spectrométrie de masse des analogues du fragment C-
terminal de I’ET-1

Masse attendue Masse mesurée

(Da) (Da)
ET-1 (8-21) 1782 1784
N-Ac-ET-1 (8-21) 1825 1826
N-Ac-[lys’JET-1 (8-21) 1825 1827
[lys’JET-1 (8-21) 1782 1784
ET-1(9-21) 1667 1669
N-Ac-ET-1 (9-21) 1710 1712
N-Ac-[lys’JET-1 (9-21) 1710 1755
[lys’JET-1 (9-21) 1667 1669
ET-1(10-21) 1539 1541
N-Ac-ET-1 (10-21) 1582 1584

Tableau 8: Charge nette du segment N-terminal des analogues des fragments 8-21, 9-21 et
10-21 de ’ET-1

Charge nette du segment 8 4 10

ET-1 (8-21) 0
N-Ac-ET-1 (8-21) -1
N-Ac-[lys’JET-1 (8-21) -1
[lys’]ET-1 (8-21) 0
ET-1(9-21) +1

N-Ac-ET-1 (9-21)
N-Ac-[lys’]ET-1 (9-21)
[lys’]ET-1 (9-21) +1
ET-1 (10-21) 0
N-Ac-ET-1 (10-21) -1
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12.3. Essais pharmacologiques

12.3.1. Effectués sur le récepteur ET 4

Tous les analogues ont été testés pour leur activité agoniste et, en 1’absence de celle-ci,
pour leur activité antagoniste possible sur des prépaprations d’aorte de rat. Les résultats
obtenus ont montré que les analogues des fragments 8-21 et 10-21 se sont avérés
incapables d’induire la contraction des tissus. De plus, ces dérivés peptidiques n’ont

présenté aucune activité antagoniste (Figures 18 et 20 ainsi que Tableaux 9 et 11).

Les analogues du segment 9-21 de I’ET-1 se sont avérés les plus actifs de cette série avec
des valeurs de ECso de 2,8 x 107 M pour I’analogue dans lequel une D-Lys a été
introduite en position 9 et de 1,8 x 10° M pour I’analogue acétylé en N-terminal (Figure

19 et Tableau 10).

1007 s ET-1
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Figure 18: Courbes concentration-réponse de I’ET-1 et des analogues du fragments 8-21

obtenues sur des préparations d’aorte de rat.
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Figure 19: Courbes concentration-réponse de I’ET-1 et des analogues du fragment 9-21

de ’ET-1 obtenues sur des préparations d’aorte de rat.
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Figure 20: Courbes concentration-réponse de I’ET-1 et des analogues du fragment 10-21

de ’ET-1 obtenues sur des préparations d’aorte de rat.
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12.3.2. Effectués sur le récepteur ETy

Les courbes concentration-réponse obtenues sur les préparations de parenchyme
pulmonaire de cobaye montrent qu’aucun analogue des fragments 8-21 et 9-21 de I’ET-1
n’a ét€ capable d’induire la contraction de ce tissu (Figures 21 et 22 ainsi que Tableaux 9

et 10). De plus, ces peptides n’ont montré aucune activité antagoniste.

Cependant, le fragment ET-1 (10-21) a, quant a lui, montré une certaine capacité
constrictrice sur la préparation modele du récepteur ETg avec un ECso de 1,3 x 10 M.
L’ajout d’un groupement acétyle en N-terminal du segment a provoqué une diminution
importante de la puissance de I’analogue le rendant pratiquement inactif (Figure 23 et

Tableau 11).
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Figure 21: Courbes concentration-réponse de ’ET-1 et de ses analogues du fragment 8-21

obtenues sur des préparations de parenchyme pulmonaire de cobaye.
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Figure 22: Courbes concentration-réponse de ’ET-1 et des analogues du fragment 9-21

obtenues sur des préparations de parenchyme pulmonaire de cobaye.
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Figure 23: Courbes concentration-réponse de ’ET-1 et de ses analogues du fragment 10-

21 ’ET-1 obtenues sur des préparations de parenchyme pulmonaire de cobaye.
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Tableau 9 : ECso de I’ET-1 et des analogues du fragment 8-21.

ETx ETs
ECso M) £ s.e.m. ECso (M) £s.e.m.
ET-1 6,5x 10°+0,1 2,9x 10%+0,1
ET-1(8-21) >107 >107
[lys’] ET-1 (8-21) >10° >107
N-Ac-ET-1 (8-21) >107 >107
N-Ac-[lys’] ET-1 (8-21) >10 >107
Tableau 10: ECsp de I’ET-1 et des analogues du fragment 9-21.
ETa ETs
ECso (M) £ s.e.m. ECso (M) £ s.e.m.
ET-1 6,5x 10°+0,1 29x10%+0,1
ET-1(9-21) 5,1x10°+0,2 inactif
[lys’] ET-1 (9-21) 2,8x107+0,1 >107
N-Ac-ET-1 (9-21) 1,8x10°+0,1 >10”
N-Ac-[lys®] ET-1 (9-21) 9,5x 10°+0,1 >10°
Tableau 11: ECso de I’ET-1 et des analogues du fragment 10-21.
ET, ETg
ECso (M) £ s.e.m. ECso (M) % s.e.m.
ET-1 6,5x 10°+0,1 2,9x10%+0,1
ET-1 (10-21) >10” 1,3x10°+0,1
N-Ac-ET-1 (10-21) >107 >107
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12.4. Essais de liaison

12.4.1. Effectués sur le récepteur ET,

Les courbes de compétition entre I’'ET-1 marquée a I’iode-125 (0,1 nM) et ’ET-1 ou le
[lysg]ET-l (9-21) ont €té effectuées sur des cellules CHO exprimant le récepteur ET,.
Ces résultats montrent que, bien qu’il ait peu d’affinité, 1’analogue du fragment 9-21
compétitionne avec I’ET-1 pour le méme site de liaison sur le récepteur ET, (Figure 24).
Cependant, puisque I’'['*’I]ET-1 (0,1 nM) n’a pu étre complétement déplacé par des
concentrations €levées d’analogue [lysg]ET-l (9-21) (1 x 10°M) et que la disponibilité du

matériel peptidique €tait limité, nous n’avons pu calculer le pA; de celui-ci.

100
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Figure 24: Courbes de compétition entre l’['ZSI]ET-l (0,1 nM) et des concentrations
croissantes d’ET-1 ou de I’analogue [lysg]ET-l (9-21) effectuées sur des cellules CHO

exprimant le récepteur ET .
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13. Etude structure-fonction du fragment 9-21

Puisque deux analogues du fragment 9-21 de I’ET-1 ont montré une affinité faible mais
préférentielle envers le récepteur ETa, nous avons synthétisé plusieurs analogues de ce
fragment. Ces analogues avaient pour but de déterminer les éléments essentiels contenus
dans le segment 9-21 de I’ET-1 pour la liaison et I’activation du récepteur ET,, mais
aussi d’identifier ceux responsables de la sélectivité du peptide envers ce récepteur. Ainsi
des analogues amides et linéaires ont été synthétisés afin de mesurer I’importance du
groupement carboxylique terminal et du lien intramoléculaire non-naturel fermé entre les
Cys 11 et 15. Enfin, les positions 13, 16 et 18 ont aussi été modifiées pour mesurer
Iinfluence des résidus Tyr, His et Asp dans le processus d’activation des récepteurs de

I’ET (Figure 25).

Figure 25: Représentation des acides aminés Cys'!, Tyr"*, Cys", His'® et Asp'® du
fragment 9-21 de ’ET-1

13.1. Synthése peptidique

Lors de la synthése des premiers analogues du segment C-terminal nous avions obtenu les
dérivés peptidiques désirés avec de bons rendements. Nous avons procédé de la méme

maniere pour développer ces nouveaux analogues. Les synthéses ont donc été effectuées
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suivant le protocole de la chimie t-Boc sur une matrice chlorométhylée. Des Cys(Acm)
ont été introduites aux positions 11 et 15 ainsi qu’un Trp(For) & la positon 21. Suite au
clivage des analogues de leur support solide, chacun de ceux-ci a été cyclisé suivant la
méthode utilisant I’iode moléculaire. Aprés purification, un deuxiéme traitement a été
effectué, utilisant cette fois 0,1 N pipéridine, ce qui nous a permis d’obtenir les analogues
ayant la chaine latérale de Trp' libre. Seuls les analogues ayant leur C-terminal amide
ont différé de cette approche. En effet, une résine MBHA a plutdt été utilisée, puisque
celle-ci permet I’obtention du peptide amide aprés clivage au HF. Le couplage de I’acide
aminé en position C-terminale est alors effectué de la méme maniére que lors de

Pinsertion des autres acides aminés de la chaine peptidique.

13.2. Caractérisation des analogues

Comme lors des premicres synthéses, les analogues ont tous été obtenus de fagon
majoritaire. La caractérisation de ceux-ci, par CLHP analytique a montré une pureté
supérieure a 90% et les analyses de spectrométrie de masse montrent 1’obtention des

produits désirés (Tableaux 12 a 17).

Tableau 12: Caractérisation par spectrométric de masse des analogues du fragment

[lys’19-21 de ’ET-1 ayant leur C-terminal amide.

Masse attendue Masse mesurée
(Da) (Da)
[lys’] ET-1(9-21) - NH, 1666 1669
[lys®, Trp(F)*'1 ET-1 (9-21) - NH, 1695 1697
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Tableau 13: Caractérisation par spectrométrie de masse des analogues du fragment 9-21

de I’ET-1 modifiés aux positions 11 et 15.

Masse attendue Masse mesurée

(Da) (Da)
[Ala'""] ET-1 (9-21) 1603 1606
[Ala"""S, Trp(F)*'] ET-1 (9-21) 1632 1633
[Cys(Acm)'" '*] ET-1 (9-21) 1811 1814
[Cys(Acm)'" 3, Trp(F)?'] ET-1 (9-21) 1840 1843
[cys''TET-1 (9-21) 1667 1668
[cys'®’] ET-1 (9-21) 1667 1667
[cys'""*] ET-1 (9-21) 1667 1668

Tableau 14 : Caractérisation par spectrométrie de masse des analogues du fragment 9-21

de I’ET-1 dont la Tyr'? a été modifiée.

Masse attendue Masse mesurée

(Da) (Da)
[lys’, Tyr (OMe)"] ET-1 (9-21) 1682 1686
[lys’, Tyr (OMe)'3, Trp(F)*'] ET-1 (9-21) 1711 1712
[lys’, tyr'*] ET-1 (9-21) 1667 1667
[lys’, tyr'®, Trp(F)*'] ET-1 (9-21) 1696 1699
[Tyr ()"*1ET-1 (9-21) 1793 1795
[lys®, Tyr ()"*] ET-1 (9-21) 1793 1794
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Tableau 15: Caractérisation par spectrométrie de masse des analogues du fragment
[lys9]9-21 de ’ET-1 modifiés a la position 13.

Masse attendue Masse mesurée
(Da) (Da)
[lys’, Ser”"] ET-1 (9-21) 1590 1594
[lys’, Ser", Trp(F)*'] ET-1 (9-21) 1619 1622
[lys®, Phe"] ET-1 (9-21) 1653 1656
[lys®, Phe"®, Trp(F)*'] ET-1 (9-21) 1682 1681

Tableau 16: Caractérisation par spectrométrie de masse des analogues du fragment 9-21

de I’ET-1 modifiés a la position 16.

Masse attendue Masse mesurée

(Da) (Da)
[lys’, His(1Me)'®] ET-1 (9-21) 1681 1683
[lys’, His(1Me)'®, Trp(F)*'] ET-1 (9-21) 1710 1712
[lys’, His(3Me)'®] ET-1 (9-21) 1681 1684
[lys®, His(3Me)'®, Trp(F)*'] ET-1 (9-21) 1710 1713
[Ala'®] ET-1 (9-21) 1601 1602
[lys’, Ala'®] ET-1 (9-21) 1601 1603
N-Ac-[Ala'®] ET-1 (9-21) 1644 1647
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Tableau 17: Caractérisation par spectrométrie de masse des analogues du fragment 9-21

de ’ET-1 modifiés a la position 18.

Masse attendue Masse mesurée
(Da) (Da)
[Asn'®] ET-1 (9-21) 1666 1667
[lys’,Asn'®] ET-1 (9-21) 1666 1668
[Gly'®] ET-1 (9-21) 1609 1612
[lys’, Gly'®] ET-1 (9-21) 1609 1610
N-Ac-[Gly'®] ET-1 (9-21) 1652 1654

13.3. Essais pharmacologiques

13.3.1. Effectués sur le récepteur ET,

L’activité vasoconstrictrice de chacun de ces analogues a été évaluée 2 I’aide de
préparations d’anneaux d’aorte thoracique de rat. Lorsque les peptides s’avéraient
incapables d’induire la contraction des tissus, une courbe concentration-réponse de I’ET-1
étaient effectuée pour évaluer leur activité antagoniste. Ces résultats ont montré, dans un
premier temps, que le groupement carboxyl-terminal est important pour maintenir
Iactivité biologique du fragment [lys’]JET-1 (9-21) sur le récepteur ET4s. En effet,
I’amidation du C-terminal a conduit a des analogues inactifs (Figure 26 et Tableau 18).
De méme, le pont disulfure non-naturel reliant les Cys 11 et 15 semble important pour
maintenir Pactivité vasoconstrictrice du fragment puisque tous les analogues, a
I’exception d’un seul, sont inactifs. En effet, I’analogue [Ala'!"'>, Trp(F)zl]ET-1(9-21) est
capable d’induire la contraction des anneaux d’aorte, celui-ci est cependant 10 fois moins
puissant que I’analogue [lysg]ET-l (9-21) avec une valeur de ECsy de 1,6 x 10° M par
rapport 2 2,8 x 107 M respectivement (Figure 27 et Tableau 19). L’évaluation de
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Pactivité biologique des analogues a révélé qu’ils ne possédent aucune activité
antagoniste et que ceux-ci ne sont pas reconnus par le récepteur car ils sont incapables de

déplacer la courbe concentration-réponse de I'ET-1.

Toutes modifications de la chaine latérale de la Tyr en position 13, telles que
I'introduction d’un groupement méthyle ou d’un atome d’iode, ont produit également des
analogues n’ayant aucune affinit€ pour le récepteur ET4. De plus, lorsque I’on modifie
simplement I’orientation spatiale de la chaine latérale de ce résidu, on obtient également
des analogues inactifs (Figure 28 et Tableau 20). Lors du remplacement de la Tyr, un
acide aminé aromatique sur lequel on retouve un groupement hydroxyle en para, par une
Phe, ayant une chaine latérale aromatique, ou par une Ser, un résidu hydroxylé, on
observe alors que ces analogues n’ont aucune activité vasoactive sur le récepteur ETp
(Figure 29 et Tableau 21).

1004

ET-1
[lys®]ET-1 (9-21)

[lys®JET-1 (9-21)-NH,

[lys®, Trp(F)?'JET-1 (9-21)-NH,

L4 >

% de la contraction obtenue
avec 10°° M ET-1
[41]
o
i

Figure 26: Courbes concentration-réponse de I’ET-1, du fragment [Iysg]ET-l (9-21) et de

ses analogues ayant leur C-terminal modifié, obtenues sur des préparations d’aorte de rat.
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Figure 27: Courbes concentration-réponse de I’ET-1, de []ys9]ET-1 (9-21) et des
analogues du fragment 9-21 de I’ET-1 modifiés aux positions 11 et 15, obtenues sur des

préparations d’aorte de rat
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* [lysET-1 (9-21)
* [lys®, Tyr(OMe)'*|ET-1 (9-21)
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501 + Iy yrPET-1 (9-21)
5 ys®, tyr' Trp(F)?"|ET-1 (9-21)
°* [Tyr(l)'*ET-1 (9-21)
° [ys®, Tyr(1)"¥IET-1 (9-21)
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Figure 28: Courbes concentration-réponse de I’ET-1, de [lys9]ET-l (9-21) et des
analogues du fragment 9-21 de I’ET-1 dont la Tyr'® a été modifiée, obtenues sur des

préparations d’aorte de rat.
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Figure 29: Courbes concentration-réponse de I’ET-1, de [lysg]ET-l (9-21) et de ses

analogues modifiés  la position 13, obtenues sur des préparations d’aorte de rat.

La position 16, naturellement ocupée par une His semble également sensible aux
modifications. En effet, lorsque 1’on remplace ce résidu par une Ala on observe alors une
perte complete de Iactivité agoniste des analogues du fragment 9-21 de I’ET-1. De plus
ces analogues n’ont montré aucune activité antagoniste sur les préparations d’aorte de rat.
Enfin, 'incorporation de groupements méthyles sur la chaine latérale de I’His'®, que ce
soit sur I’azote 1 ou 3, donne lieu 2 I’inactivation de I’analogue [lysg]ET—l (9-21) (Figure
30 et Tableau 22).

Finalement, nous avons étudi¢ I’importance de la charge négative portée par la chaine
latérale de I’acide aspartique retrouvé a la position 18 du segment carboxy-terminal de
I'ET-1. Les résultats obtenus montrent que le remplacement de ce résidu par une
asparagine ou une glycine entraine la perte de 1’activité constrictrice des analogues du
fragment 9-21 de I’ET-1 contenant ou non une D-Lys 2 la position 9 (Tableau 23). Les
courbes concentration-réponse de I'ET-1 effectuées en présence de 1 UM de ces
analogues montrent que ceux-ci sont incapables de déplacer la courbe de ’ET-1 sur le

récepteur ET s (Figure 31).
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ET-1
[lys®|ET-1 (9-21)

[lys®, His(1Me) 'CJET-1 (9-21)

lys®, His(1Me) '€, Trp(F)*'JET-1 (9-21)
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[ Ala'®ET-1 (9-21)

N-Ac-[ Ala'®)ET-1 (9-21)
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Figure 30: Courbes concentration-réponse de I’ET-1, du [lys’]ET-1 (9-21) et des

analogues du fragment 9-21 de I’ET-1 modifiés a la position 16, obtenues sur des

préparations d’aorte de rat.
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[Asn'®ET-1 (9-21)
[lys®, Asn'®]ET-1 (9-21)

Figure 31: Courbes concentration-réponse de I’ET-1, du [lysg]ET-l (9-21) et des

analogues du fragment 9-21 de I'ET-1 modifiés 4 la position 18, obtenues sur des

préparations d’aorte de rat.
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13.3.2. Effectués sur le récepteur ETy

——
o
o
!
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ET-1 + BQ610
[lys®JET-1 (9-21)

[lys’JET-1 (9-21)-NH,

[lys®, Trp(F)2'JET-1 (9-21)-NH,

N
(4.}
]
*

% de la contraction
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Figure 32: Courbes concentration-réponse de I’ET-1, du [lysg]ET-l (9-21) et de ses
analogues ayant leur C-terminal modifié, obtenues sur des préparations de parenchyme

pulmonaire de cobaye.

Les essais pharmacologiques menés sur le parenchyme pulmonaire de cobaye ont montré
que les dérivés peptidiques ayant leur groupement carboxylique terminal amide ne
possédent aucune activité agoniste ou antagoniste sur le récepteur ETp, tout comme il
avait ét€ observé sur les préparations d’aorte de rat riches en récepteurs ET, (Figure 32 et
Tableau 18).

Le retrait du lien intramoléculaire non-naturel, reliant les Cys 11 et 15, soit par I’insertion
de groupement Acm sur les chaine latérales de ces résidus ou par leur remplacement par
des Ala, n’améliore pas I’activité biologique du fragment 9-21 de I’ET-1, contenant ou
non une D-Lys a la position 9, sur le récepteur ETg. L’inversion de la chiralité de 1’une,
de I’autre ou des deux Cys conduit également aux mémes résultats. En effet, comme les
analogues N-Ac-ET-1 (9-21) et [1ys9]ET-1 (9-21), ces dérivés ne montrent qu’une faible
activité constrictrice dont la valeur de ECsy est supérieure 2 10° M (Figure 33 et Tableau
19).
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Figure 33: Courbes concentration-réponse de I’ET-1, du [lysg]ET-l (9-21) et des
analogues du fragment 9-21 de I’ET-1 modifiés aux positions 11 et 15, obtenues sur des

préparations de parenchyme pulmonaire de cobaye.

» ET-1+BQ610
* [ys}ET-1(9-21)

" [lys”, Tyr(OMe)"®|ET-1 (9-21)

* [lys”, Tyr(OVe)'®, Trp(F)?ET-1 (9-21)

8

% de la contraction obtenue
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Figure 34: Courbes concentration-réponse de I’ET-1, du [lys9]ET-l (9-21) et des
analogues du fragment 9-21 de I’ET-1 dont la Tyr'® a été modifiée, obtenues sur des

préparations de parenchyme pulmonaire de cobaye.
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L’incorporation d’un groupement méthyle sur la chaine latérale de Tyr'® a entrainé une
augmentation non seulement de I’activité intrinséque, mais aussi de la puissance relative
de I’analogue [lys’JET-1 (9-21), sur les laniéres de parenchyme pulmonaire. Cependant,
Iinsertion d’un atome d’iode ou la modification de I’orientation spatiale de la chaine
latérale de Tyr|3 a conduit a des analogues, a toute fins utiles, inactifs. Le groupement
formyle porté par le noyau indole du Trp en position 21 a semblé améliorer légerement la
puissance relative des analogues sur le récepteur ETs. En effet, le dérivé
[lys’, Tyr(OMe)"*]ET-1 (9-21) posséde un ECs, de 3.8 x 10° M alors que
[lys’, Tyr(OMe)"* Trp(F)*']ET-1 (9-21) présente plutét un ECso de 2,7 x 10° M (Figure 34
et Tableau 20).
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* [lys®, Ser'3JET-1 (9-21)
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Figure 35: Courbes concentration-réponse de 1’ET-1, du []ysg]ET-l (9-21) et de ses
analogues modifiés a la position 13, obtenues sur des préparations de parenchyme

pulmonaire de cobaye.

Le remplacement de Tyr, retrouvée naturellement 2 la position 13, par une Ser ou une Phe
a conduit a une augmentation 2 la fois de I’activité intrinséque et de la puissance relative
de ’analogue [lys’]ET-1 (9-21) de fagon comparable a celle observée lors de I’insertion

d’'un groupement méthyle. En effet, les analogues [lys’, Phe'’]ET-1 (9-21) et
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[lys’,Ser'’]ET-1 (9-21) ont produit des valeurs de ECso de 4,8 x 10 M et de 3,2 x 10° M
respectivement. De plus, I’insertion d’un groupement formyle en position 21 a favorisé la
liaison et I’activation du récepteur ETg d’un facteur d’environ 2 (Figure 35 et Tableau
21).

Pour terminer, lorsque les résidus His et Asp, retrouvés naturellement aux positions 16 et
18, sont remplacés par Ala et Asn ou Gly respectivement, on obtient alors des analogues
inactifs sur le récepteur ETg. Seul I’analogue, portant 2 la fois un groupement méthyle sur
le N? de I'imidazole de His'® et un formyle sur I’indole de Trp?®!, a présenté une certaine
activité agoniste sur les préparations de poumons (Figures 36 et 37 ainsi que Tableau 22
et 23).

1004 v ° « ET-1+BQ610

* [ysYET-1 (9-21)

v [ys®, Hs (1Me)'®JET-1 (9-21)

s [lys®, His (1Me) 6, Trp(F)?"JET-1 (9-21)

[lys®, His (3Me) "6|ET-1 (9-21)
* [lys®, His (3Me)'®, Trp(F)?"JET-1 (9-21)
= [Ala'6|ET-1 (9-21)

’ ° [iys®, Ala'®|ET-1 (9-21)

% de la contraction obtenue
avec 108 M ET-1
8

0+
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Figure 36: Courbes concentration-réponse de de 'ET-1, du [lys’]ET-1 (9-21) et des
analogues du fragment 9-21 de I’ET-1 modifiés a la position 16, obtenues sur des

préparations de parenchyme pulmonaire de cobaye.
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Figure 37: Courbes concentration-réponse de I’ET-1, du [lysg]ET-l (9-21) et des
analogues du fragment 9-21 de I’ET-1, modifiés a la position 18, obtenues sur des

préparations de parenchyme pulmonaire de cobaye.

Tableau 18: ECs de I’'ET-1, du [lys’JET-1 (9-21) et de ses analogues ayant ayant leur C-

terminal modifié.

ET, ETg
ECso (M) £ s.e.m. ECso M) £s.e.m.
ET-1 6,5x10°+0,1 29x10%+0,1
[lys’JET-1 (9-21) 2,8x107+0,1 >10”
[lys’] ET-1 (9-21) - NH, Inactif Inactif
[lys®, Trp(F)*'] ET-1 (9-21) — NH, Inactif Inactif
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Tableau 19: ECsq de ’ET-1, du [lys’JET-1 (9-21) et des analogues du fragment 9-21 de

I’ET-1 modifiés aux positions 11 et 15.

ET, ETs

ECso M) £s.e.m. ECso (M) £ s.e.m.

ET-1 6,5x10°+0,1 ND2,9 x 10%+0,1
[1ys’JET-1 (9-21) 28x107£0,1 >107
[Ala'"""1 ET-1 (9-21) >10” >10”
[Ala'"", Trp(F)*'] ET-1 (9-21) 1,6 x 10°£0,1 >107
[Cys(Acm)'" 3] ET-1 (9-21) >10? >10”
[Cys(Acm)'" ', Trp(F)?'] ET-1 (9-21) >10° >107
[cys''1 ET-1 (9-21) Inactif >107
[cys"] ET-1 (9-21) Inactif >107
[cys'"*1 ET-1 (9-21) Inactif >107

Tableau 20 : ECsg de I’ET-1, du [lysg]ET-l (9-21) et des analogues du fragment 9-21 de
’ET-1 dont la Tyr"® a été modifiée.

ETa ETs
EC50 (M) £ s.e.m. EC50 M) £ s.e.m.

ET-1 6,5x10°+0,1 29x10%+0,1
[lys’JET-1 (9-21) 2,8x107+0,1 >107
[lys’, Tyr (OMe)"] ET-1 (9-21) Inactif 38x10°+0,2
[lys®, Tyr (OMe)"?, Trp(F)*'] ET-1 (9-21) Inactif 2,7x10°+0,1
[ys®, tyr'*] ET-1 (9-21) Inactif >107
[lys®, tyr'?, Trp(F)*'] ET-1 (9-21) Inactif >10°
[Tyr ()"*1ET-1 (9-21) >10° >10”
[lys®, Tyr ()] ET-1 (9-21) >10” >10”




Tableau 21: ECso de I’ET-1, du [lysg]ET-l (9-21) et de ses analogues modifiés 2 la

position 13.
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ETa ETg
ECso (M) £ s.e.m. ECsp (M) £s.e.m.
ET-1 6,5x10°+0,1 2,9x10%+0,1
[lys’JET-1 (9-21) 2,8x107+0,1 >107
[lys’, Ser] ET-1 (9-21) Inactif 3,2x10°+0,1
[lys’, Ser', Trp(F)*'] ET-1 (9-21) Inactif 2,3x10°+0,1
[lys’, Phe®] ET-1 (9-21) Inactif 48x10°+0,1
[lys’, Phe'?, Trp(F)*'] ET-1 (9-21) Inactif 1,2x10°+0,1

Tableau 22: ECs¢ de I’ET-1, du [lysg]ET-l (9-21) et des analogues du fragment 9-21 de

PET-1 modifiés a la position 16.

ET,A ETg
ECso (M) £ s.e.m. ECso (M) £ s.e.m.

ET-1 6,5x10° +0,1 2,9x10%+0,1
[lys’]ET-1 (9-21) 2,8x107+0,1 >107
[lys’, His(1Me)™®] ET-1 (9-21) Inactif >107
[lys®, His(1Me)'®, Trp(F)*'1 ET-1 (9-21) Inactif >10”
[lys®, His(3Me)'®] ET-1 (9-21) Inactif >107
[lys’, His(3Me)'®, Trp(F)*'] ET-1 (9-21) Inactif 3,1x10%+0,1
[Ala'®] ET-1 (9-21) Inactif >107
[lys®, Ala'®] ET-1 (9-21) Inactif >10”
N-Ac [Ala'®] ET-1 (9-21) Inactif >107
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Tableau 23: ECsp de I’ET-1, du [lys9]ET-1 (9-21) et des analogues du fragment 9-21 de
I’ET-1 modifi€s a la position 18.

ETa ET;s
ECso (M) £ s.e.m. ECso (M) £s.e.m.
ET-1 6,5x10° 0,1 29x10%+0,1
[lys’JET-1 (9-21) 28x107+0,1 >10”
[Asn'®] ET-1 (9-21) Inactif Inactif
[lys® Asn'®] ET-1 (9-21) Inactif Inactif
[Gly'®] ET-1 (9-21) Inactif Inactif
[lys’, Gly'®] ET-1 (9-21) Inactif Inactif
N-Ac-[Gly'®] ET-1 (9-21) Inactif Inactif

14. Etude de I’impact de la structure tridimentionnelle de ’ET-1

14.1. Analogues contenant une ou plusieurs homocystéines

Afin de déterminer si la compacité de la structure tridimentionnelle de ’ET-1 a une
incidence sur la sélectivité des ligands envers les récepteurs ETA et ETg, nous avons
synthétisé des analogues peptidiques de I’ET-1 dans lesquels nous avons sélectivement
allongé€ le lien 1-15, le lien 3-11 ou les deux ponts disulfures. Pour ce faire nous avons
remplacé une, deux ou les quatre cystéines par des homocystéines (HoCys) possédant une

chaine latérale plus longue d’un méthyléne (Figure 38)
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Figure 38: Structure de la cystéine et de I’homocystéine.

14.1.1. Synthése peptidique

La synthese peptidique de ces analogues a été effectuée selon le protocole de chimie
Fmoc décrit précédemment. De fagon A maximiser les rendements de synthese, le méme
plan de protection orthogonale des chalnes latérales des Cys et des HoCys a été utilisé.
Cet approche prévoit I’insertion de ces résidus avec leur chaine latérale portant un
groupement trityle ou un groupement acétamidométhyle. Le premier, étant labile dans les
conditions utilisées pour le clivage du peptide de la résine, nécessite des conditions
oxydantes douces pour la formation du premier lien disulfure. Le second groupe résiste
aux conditions de clivage et requiert des conditions oxydantes plus vigoureuses pour son

retrait et la cyclisation du peptide.

Ainsi les analogues suivants ont été synthétisés :
- [HoCys(Trt)!, Cys(Acm)™'! Cys(Trt)"*JET-1
- [HoCys(Trt)?, Cys(Trt)'!,Cys(Acm)"'*|ET-1
- [HoCys(Trt)"'"® Cys(Acm)*'"|ET-1
- [Cys(Acm)"'® ,HoCys(Trt)3 TET-1
- [HoCys(Acm)"', HoCys(Trt)*>''JET-1
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La substitution de la résine de Wang, que ce soit par une Cys(Acm), une HoCys(Trt) ou
une HoCys(Acm) a été effectuée en suivant le protocole décrit par Sieber (1987).
L’incorporation des résidus Cys ou HoCys portant le groupement protecteur trityle aux
position 1, 3, 11 ou 15 a été effectuée selon le protocole des anhydrides symétriques, ce
qui a pour avantage de minimiser la racémisation de ces résidus. Cette approche utilisée
pour la synthése de ces dérivés peptidiques nous a permis d’obtenir les analogues désirés,

comme montré par CLHP analytique et par spectrométrie de masse.

La formation du premier lien disulfure a été effectuée telle que décrit précédemment soit
par la cyclisation des Cys et/ou HoCys libres avec le ferricyanure de potassium. Ensuite
deux approches ont été expérimentées pour la cyclisation des Cys(Acm) et/ou
HoCys(Acm). D’abord, nous avons tenté de former le second pont disulfure en suivant le
protocole usuel utilisant 50 €q d’iode dans une solution aqueuse contenant 80% d’acide
acétique. La réaction se poursuivait pendant 1 heure. Cependant, les analyses par CLHP
analytique efffectuées aprés ce traitement ont montré une détérioration importante du

produit.

Un second protocole de cyclisation a été développé; utilisant cette fois-ci 10 éq d’iode
dans une solution formée de 99% acide acétique et de 1% H,0. Ce protocole a eu pour
avantage de minimiser les réactions secondaires. Toutefois, aprés un traitement de 20

heures, seulement environ 50% de la réaction avait été obtenu.

Figure 39: Représentation des ponts disulfures reliant les positions 1-15 et 3-11 de I'ET-1



96

14.1.2. Caractérisation des analogues

L’approche utilisée a permis I’obtention des produits désirés de facon majoritaire. La
caractérisation de ceux-ci, par CLHP analytique a montré une pureté chimique supérieure

4 90% et les analyses de spectrométrie de masse ont confirmé les masses.

Tableau 24: Caractérisation par spectrométrie de masse des analogues de I’ET-1 dans

lesquels I'un ou I’autre ou les deux ponts disulfures ont été allongés par I’introduction

d’homocystéines
Masse attendue Masse mesurée

(Da) (Da)
[HoCys']ET-1 2506 2507
[HoCys*]ET-1 2506 2506
[HoCys"'*]ET-1 2520 2522
[HoCys*'JET-1 2520 2521
[HoCys'*'"SIET-1 2548 2548

14.1.3. Essais pharmacologiques

13.1.3.1. Effectués sur le récepteur ET,

Les essais pharmacologiques effectués sur les préparations d’aorte thoracique de rat ont
montré que la perte de puissance relative la plus importante a été observée lors de
’allongement du lien disulfure externe soit entre les Cys 1 et 15, ot ’introduction d’une

HoCys & la position 1 a conduit & un analogue 500 fois moins puissant que I’ET-1.
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Curieusement, cette perte de puissance est supérieure lorsque seule la Cys' est remplacée
par une HoCys (ECsp 3,2 x 10° M) par rapport a ’analogue contenant deux HoCys aux
positions 1 et 15 (8,4 x 107) (Figure 40 et Tableau 25). La force de contraction engendrée
par ces analogues sur les anneaux d’aorte de rat était cependant équivalente a celle de
IET-1.

:13:9 100+ . ET1

2 R 1

B - [HoCys'JET-1

° L s [HoCys*JET-1
S < * [HoCys*'ET-1
§«.>o 50 X [HoCys'""SJET-1
g z v [i_,bqls1,3,11,15]E-|-_1
© 9

o3

[0}

©

2

1010 10° 108 107 106

M

Figure 40: Courbes concentration-réponse de I’ET-1 et des analogues, dans lesquels 1’un
ou lautre ou les deux ponts disulfures ont &té allongés par 1’introduction

d’homocystéines, obtenues sur des préparations d’aorte de rat.

L’allongement du pont disulfure interne affecte de fagon moins importante la puissance
relative de ’ET-1 par rapport 2 celle observée lors de I’insertion d’HoClys dans le lien
externe. Cette fois, I’allongement du lien par deux HoCys, aux positions 3 et 11, a
entrainé une plus forte diminution de puissance que lors de Pallongement du lien par une
seule HoCys introduite 2 la position 3 (ECsy de 4,2 x 10% M et de 24 x 10" M
respectivement) (Figure 40 et Tableau 25).

Curieusement, I’insertion de quatre HoCys, c’est-a-dire I’allongement des deux ponts

disulfures d’une longueur équivalente 4 deux liens carbone-carbone, a donné I’analogue
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le plus puissant de cette série. En effet, ce peptide présente une valeur de ECsp de 4,0 x
10® M. Ce dérivé est donc moins puissant que I’ET-1 d’a peine un facteur légérement
inférieur a 10 (Figure 40 et Tableau 25). Encore une fois, I’activité intrinséque est de la

méme ordre de grandeur que celle de I’ET-1.

14.1.3.2. Effectués sur le récepteur ETy

Les résultats obtenus a partir des essais pharmacologiques effectués sur des préparations
de parenchyme pulmonaire de cobaye ont montré que I’allongement de I’un ou I’autre ou
des deux ponts disulfures ont conduit 2 des pertes de puissance relative des analogues de
facteurs variant entre 2,5 et 6 fois par rapport a I’ET-1. Cependant a I’inverse de ce qui
avait €t€ observé sur le récepteur ET,, I’activité intrinséque de certains analogues s’est
avérée de beaucoup inférieure a celle du peptide natif. L’analogue [HoCys'|ET-1 se
distingue par une perte de plus de 50% dans sa capacité a induire une réponse

hypertensive par rapport 4 I'ET-1 (Figure 41 et Tableau 25).

o0 » ET-1+ BQ610
S m * [HoCys'|ET-1
5 = * [HoCys®|ET-1
£% " [HoCys'"?|ET-1
8 g * [HoCys>'"|ET-1
Q  50- 1,3,11,15
8 2 * [HoCys"*""'°|ET-1
D o
T >
R &
5
[e]
O"
10-10

Figure 41: Courbes concentration-réponse de I’ET-1 et de ses analogues dans lesquels
Pun ou Pautre ou les deux ponts disulfures ont été allongés par I’introduction

d’homocystéines, obtenues sur des préparations de parenchyme pulmonaire de cobaye.
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Tableau 25: ECso de I’ET-1 et de ses analogues dans lesquels 1’un ou I’autre ou les deux

ponts disulfures ont été allongés par I’insertion d’homocystéines.

ET, ETg
ECso (M) £s.e.m. ECso (M) £s.e.m.
ET-1 6,5x 107 £0,1 29x10%+0,1
[HoCys'|ET-1 32x10°+0,1 54x10%+0,2
[HoCys*]ET-1 4,0x 10%+0,1 4,7x 10%+0,2
[HoCys"'*]ET-1 8,4x107+0,1 9,9x 10%+0,1
[HoCys*''JET-1 24x107+0,1 58x 10%+0,1
[HoCys"*'"'51ET-1 4,0x10%+0,1 7,1x 108+ 0,1

14.2. Dichroisme circulaire

14.2.1 Généralité

Le dichroisme circulaire est une méthode d’analyse qui consiste en un balayage spectral
variant généralement pour les peptides entre 190 et 250 nm, au moyen d’une lumiere
polarisée de fagon circulaire. Puisque les acides aminés, 2 ’exception de la glycine,
possédent au minimun un centre asymétrique, ceux-ci absorbent et dévient cette lumiére
modifiant ainsi la trajectoire circulaire. Les spectres résultants sont le reflet des structures
secondaires adoptées par la chaine peptidique. La Figure 36 montre les spectres
caractéristiques obtenus par dichroisme circulaire pour les structures les plus couramment

adoptées par ceux-ci.
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Nous avons donc utilisé cette technologie afin de déterminer I’impact de certaines
modifications de la structure primaire des analogues du fragment 9-21 de I’ET-1 en
relation avec leurs propriétés pharmacologiques observées sur les préparations d’aorte de
rat et de parenchyme pulmonaire. Ainsi le fragment 9-21 cyclisé entre les positions 9 et
11 ainsi que ses quatre analogues N-Ac-ET-1 (9-21), {lys’]ET-1 (9-21), [Ala>""|ET-1 (9-
21) et [Ala>"", Trp(For)”']ET-1 (9-21) ont été analysé par dichroisme circulaire.

14.2.2 Analyse des spectres

Les figures 43 et 44 présentent les spectres des analogues [lysg]ET-l (9-21) et N-Ac ET-1
(9-21) obtenus par dichroisme circulaire. Ceux-ci, bien qu’ils soient différents, montrent
tous deux un maximum d’ellipticit€ moléculaire obtenu a une longueur d’onde de 192
nm. Un premier minimum, le plus important en amplitude, est observé a2 208 nm alors que
le second se situe a environ 222 nm. Ce patron d’ellipticité suggére 1’adoption d’une
structure relativement bien organisée, probablement formée d’un repliement ressemblant
a un tour d’hélice plus ou moins réguliére ou a un coude. Le fragment ET-1(9-21)
présente des spectres dont le maximum a disparu mais dont le minimum se situe toujours
a 208 nm (Figure 45). Le peptide présente probablement une structure moins stable que
I’analogue N-Ac-ET-1 (9-21).

Le retrait du lien disulfure intramoléculaire entre les Cys 11 et 15 semble modifier
’arrangement spatial du fragment 9-21 de I’ET-1. En effet, les spectres du dérivé
[Ala”"S]ET-l (9-21) montrent cette fois les caractéristiques spectrales d’une structure
complétement aléatoire avec un minimum d’éllipticité moléculaire se situant avant 200
nm et aucun maximum (Figure 46). L’insertion d’un groupement formyle sur I’indole du
Trp”' semble avoir un impact majeur sur I’arrangement tridimensionnel de 1’analogue
linéaire. En effet, les spectres de [Ala'""3, Trp(For)zl]ET-l (9-21), a 40% HFIP,
présentent les mémes caractéristiques spectrales que les analogues [lys’]JET-1 (9-21) et N-
Ac-ET-1 (9-21) (Figures 43, 44 et 47). On observe d’abord un maximum & environ 192

nm suivi d’un minimum situé 4 210 nm.
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Ces résultats suggerent I’existence d’un lien étroit entre la capacité d’un analogue
induire la contraction des anneaux d’aorte de rat et I’adoption d’une structure secondaire
organisée par la chaine peptidique. Les spectres des différents analogues ne présentent
cependant pas les caractéristiques d’une hélice o, ni celles d’un feuillet B, mais plutot

celles d’un repliement irrégulier du squelette peptidique.

[6] x107%deg cm? dmolé’

1 1
190 210 230
A, nm
Figure 42 : Spectres de dichroisme circulaire caractéristiques des structures secondaires
les plus fréqguemment observées dans les peptides et les protéines soit I’hélice o (H), le

feuillet B (B) et le coude B (/). La lettre R identifie, quant 2 elle, une structure aléatoire.
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Figure 43: Spectres de dichroisme circulaire de I’analogue [lys’]JET-1 (9-21) mesurés

dans 20% et 40% HFIP.
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Figure 44: Spectres de dichroisme circulaire de I’analogue N-Ac-ET-1 (9-21) mesurés
dans 20% et 40% HFIP.
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Figure 45: Spectres de dichroisme circulaire de ’analogue ET-1 (9-21) mesurés dans 20%
et 40% HFIP.
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Figure 46: Spectres de dichroisme circulaire de 1’analogue [Ala”"s]ET-l (9-21) mesurés

dans 20% et 40% HFIP.
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Figure 47: Spectres de dichroisme circulaire de I’analogue [Ala'"", Trp(For)*'JET-1 (9-
21) mesurés dans 20% et 40% HFIP.
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15. [lys’JET-1 (9-21)

Compte tenu du manque de matériel pour I’analogue [lys’JET-1 (9-21), nous avons dil

reprendre la synthese.

15.1. Synthese peptidique

Puisque nous avions développé un nouveau protocole pour la formation de ponts
disulfures utilisant seulement 10 eq d’iode, nous avons opté pour cette approche. En plus
de sa simplicité, ’avantage majeur de ce protocole est qu’il permet I’oxydation de
Cys(Acm) contenues dans des peptides ayant un Trp libre (non-formylé). Il est donc
compatible avec le protocole de chimie Fmoc sur une résine de Wang. L’insertion de
Cys(Acm) aux positions 11 et 15 permet de controler la formation du lien disulfure en
plus de minimiser la racémisation de la Cys, par rapport au groupement protecteur Trt,
lors d’un couplage utilisant les réactifs de usuels tels que le BOP. Donc, cette approche a
permis I’obtention d’un matériel brut de qualité qui a ensuite été traité cyclisé, entre les
positions 11 et 15, avec 10 eq d’iode puis purifié sur CLHP préparative. On élimine ainsi

I’étape de déformylation nécessaire lors de la synthése précédente en chimie BOC.

15.2. Caractérisation des analogues

Les analyses par CLHP analytique et par spectrométrie de masse ont montré la formation
d’un seul produit majoritaire dont la masse de 1667 Da correspondait a celle du produit
attendu. Le processus de purification a permis I’obtention de 1’analogue avec une pureté
de plus de 90%. Etonnamment, le produit de cette synthése n’a pas présenté le méme

temps de rétention que le produit de la premiére synthése (Figure 48).



108

15.3. Essais pharmacologiques

Contrairement a ce qui était attendu, I’analogue n’a montré aucune activité biologique,
tant agoniste qu’antagoniste, sur les préparations d’aorte de rat et de parenchyme

pulmonaire de cobaye.

7.67

3

5 10.0 125 16.
Figure 48 : Chromatogramme obtenu aprés co-injection de I’analogue [lys’]ET-1 (9-21),

issu de Ia syntheése utilisant la chimie t-Boc, et de 1’analogue produit lors de la synthése,

avec la chimie Fmoc.

15.4. Vérification de la cyclisation :

Les travaux de Han et collaborateurs (1997) ont montré une certaine propension des
Cys(Acm) 2 la racémisation lors de leur insertion dans la chaine peptidique via la
formation d’un ester actif. Aussi avons-nous effectué des analyses par CLHP analytique
de I’analogue []ysg]ET-l (9-21) inactif, synthétisé en chimie Fmoc, et des analogues du
fragment 9-21, dans lesquelles I’'une ou I’autre ou les deux Cys ont été remplacées par des
D-Cys. Ces analyses ont montré qu’aucun de ces analogues ne possédaient les

caractéristiques physico-chimiques de ’analogue [lys’JET-1 (9-21) inactif.
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De plus, des analyses par CLHP analytige des analogues [lysg]ET-l (9-21) actif et inactif
ont €t€ faites en présence d’un agent réducteur afin de déterminer I’état d’oxydation des
Cys. Ainsi, lors du traitement de ces analogues avec le dithiothréitol (DTT), nous avons
observé I’apparition d’un second produit sur le chromatogramme. Puisque les Cys ont été

réduites par le DTT, ces résultats suggérent ainsi qu’elles soient cyclisées

15.5. [lys’, B-Asp"*JET-1 (9-21) et [lys’, his'JET-1 (9-21)

La formation d’un B-Asp, de méme que la racémisation de I’His, sont des réactions
secondaires relativement fréquentes qui ne modifient pas la masse du peptide mais qui
occasionnent généralement un changement du profil CLHP. Nous avons donc synthétisé
deux analogues, le [lysg, BAsp's]ET-l 9-21)etle [lysg, his'G]ET-l (9-21) pour des fins de
comparaison avec les caractéristiques CLHP analytique et pharmacologiques des

analogues [lys’]ET-1 (9-21).

15.5.1. Synthése peptidique

La synthése de ces analogues a été effectuée par chimie Fmoc sur une résine de Wang en
suivant les protocoles de synthése, de couplage et de clivage décrits précédemment. La
cyclisation des Cys(Acm) a été réalisée en utilisant 10 éq d’iode dans une solution
aqueuse contenant 99% d’acide acétique. Dans les deux cas, cette approche a donné un

produit majoritaire présentant la masse attendue.

15.5.2. Caractérisation des analogues

La caractérisation par CLHP analytique des analogues [lysg,B-Asp's]ET-l (9-21) et [lys’,
his'®]JET-1 (9-21) a montré une pureté supérieure a2 90% aprés purification. Les deux

peptides présentent la méme masse de 1668 Da, correspondant a celle attendue.

Cependant, aucun des deux analogues ne co-€élue avec les dérivés [lys’JET-1 (9-21) actifs,
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produits en chimie Boc, et inactifs, produits en chimie Fmoc. La Figure 49 montre les
résultats obtenus en co-€luant les analogues contenant le B-Asp ou la D-His avec le
produit [lysg]ET-l (9-21) issu de la synthése en chimie Fmoc. Des résultats similaires ont
eté observés avec le produit de la synthése réalisée au moyen de la chimie t-Boc. Puisque
les produits ne co-éluent pas, il n’y a vraisemblablement pas eu formation d’un B-Asp'®

ou racémisation de I’His'® lors de la synthese de [lysg]ET-l (9-21) en chimie Fmoc.

7.5 10.0 125 1 -5 10.0 12.6 15
Minutes Minutes

a) b)

Figure 49 : Chromatogrammes obtenus aprés co-injection de I’analogue [lys’]JET-1 (9-
21), issu de la synthése utilisant la chimie Fmoc et de a) [lys’,B-Asp'®JET-1 (9-21) et b)
[lys®, his'®JET-1 (9-21).

15.5.3. Essais pharmacologiques

Les deux analogues n’ont montré aucune activité biologique tant agoniste qu’antagoniste

a la fois sur les préparations d’aorte de rat et sur le parenchyme pulmonaire de cobaye.
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16. PTHrP

Suite a la publication par le groupe de Guise de résultats suggérant que les fragments 1-16
et 1-23 du PTHrP avaient la capacité de lier et d’activer le récepteur ET, notre attention
s’est portée sur ces peptides. En effet, nous avons tenté de déterminer les propriétés

pharmacologiques de ceux-ci dans nos modeles d’étude des récepteurs ET4 et ETg.

16.1. Synthése peptidique

Le fragment PTHrP (1-16) étant disponible commercialement, nous avons synthétisé
uniquement le fragment 1-23. Pour ce faire, nous avons utilisé 1’approche usuelle de la
chimie t-Boc. Puisque le peptide ne contient aucun pont disulfure ni autre modification,
aucun plan de protection orthogonale particulier n’a été employé. Apres le clivage du
peptide de son support solide, celui-ci a simplement été€ purifié. Nous avons ainsi obtenu
le peptide sans générer de sous-produit important, tel qu’observé par CLHP analytique et
par spectrométrie de masse. La purification de celui-ci a permis d’obtenir ce dérivé avec

une pureté supérieure a 95%.

16.2. Caractérisation des analogues

Les deux fragments, soit les PTHrP(1-16) et PTHrP(1-23), ont été caractérisés par CLHP

analytique et par spectrométrie de masse (Tableau 25).

Tableau 26: Caractérisation par spectrométrie de masse des fragments PTHrP(1-16) et
PTHrP(1-23).

Masse attendue Masse mesurée
(Da) (Da)
PTHIP (1-16) 1790 1790
PTHrP (1-23) 2780 2781




112

16.3. Essais pharmacologiques

16.3.1. Effectués sur le récepteur ET 4

L’activité biologique des fragments PTHrP (1-16) et (1-23) a été évaluée sur des
préparations d’aorte de rat. Contrairement aux attentes, les deux segments du PTHrP se
sont avérés incapables d’engendrer la constriction des anneaux d’aorte ni d’interférer

dans celle provoquée par I’ET-1 (Figure 50).

1004 » ET-1
« ET-1+ PTHrP(1-16) 1uM

+ ET-1+ PTHrP(1-23) 1uM

% de la contraction obtenue
avec 10'6 M ET-1
()]
ot

10-10 10-9 10-8 107 106

Figure 50: Courbes concentration-réponse de I’ET-1, effectuées en absence ou en
présence de 1 uM de PTHrP (1-16) ou de PTHrP (1-23), obtenues sur des préparations

d’aorte de rat.
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16.3.2. Effectués sur le récepteur ETy

Les résultats obtenus sur des préparations de parenchyme pulmonaire de cobaye montrent
que les fragments 1-16 et 1-23 du PTHrP sont complétement inactifs. En effet, aucune
activité agoniste n’a été observée et ces peptides n’ont pu déplacer la courbe

concentration-réponse engendrée par I’ET-1 (Figure 51).

v SRTX 6C
100 * SRTX-c + PTHrP(1-16) 10M
* SRTX-¢ + PTHrP(1-23) 10°M
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avec 10 M SRTX -¢
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Figure 51: Courbes concentration-réponse de la SRTX-c, effectuées en absence ou en
présence de 1 UM de PTHrP (1-16) ou de PTHrP (1-23), obtenues sur des préparations de

parenchyme pulmonaire de cobaye.
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16.4. Essais de liaison

16.4.1. Effectués sur le récepteur ET4

Des courbes de compétition entre le PTHrP(1-16) ou le PTHrP(1-23) contre I'['*1ET-1
(0,1 nM) ont été réalisées sur des cellules CHO transfectées avec le géne du récepteur
ETa. Ces résultats montrent que les deux fragments PTHrP 1-16 et 1-23 sont incapables

de déplacer ’ET-1 de son site de liaison sur le récepteur (Figure 52).

- T = ET-1
100 < 5 * PTHrP(1-16)
1 s PTHrP(1-23)

% de la liaison de
['®®1JET-1 0.1 M

0 ,
100 10 108 107 10€  10%

Figure 52: Courbes de compétition entre 1’['251]ET—1 (0,1 nM) et des concentrations
croissantes d’ET-1, de PTHrP (1-16) ou de PTHrP (1-23) effectuées sur des cellules CHO

exprimant le récepteur ET .
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16.4.2. Essais de liaison sur le récepteur ETy

De la méme fagon que sur le récepteur ET,, les résultats obtenus des courbes de
compétition entre les fragments PTHrP(1-16) ou PTHrP(1-23) et I’ET-1 radiomarquée,
effectuées sur des cellules CHO exprimant le récepteur ETg, ont montré que ces fragmens

sont incapables d’interférer dans la liaison de I’'ET-1 (Figure 53).
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Figure 53: Courbes de compétition entre 1’['251]ET-1 (0,1 nM) et des concentrations
croissantes d’ET-1, de PTHrP (1-16) ou de PTHrP (1-23) effectuées sur des cellules CHO

exprimant le récepteur ETs.
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Chapitre 5 : Discussion




17

L’endothéline est un peptide vasoactif puissant impliqué dans plusieurs processus
physiologiques. Par conséquent, elle est aussi associée 2 de nombreuses pathologies des
systemes cardiaque, pulmonaire et rénal. II est essentiel, afin d’améliorer nos approches
thérapeutiques, de mieux comprendre les mécanismes par lesquels ce peptide agit. Les
études de structure-fonction visent, d’une part, 2 définir la contribution de chaque résidu 2
la stabilité de la conformation tridimensionnelle adoptée par la molécule, et d’autre part, &
établir leur(s) réle(s) pour I’affinité et 1’activité biologique de cette derniére. Ainsi, ces
études permettent de définir plus précisément les interactions qui s’établissent entre un
peptide et ses récepteurs. Un moyen d’y arriver consiste & modifier un ou plusieurs
résidus de fagon a réduire ou a amplifier certaines propriétés physico-chimiques de la
molécule. La synthése peptidique permet d’obtenir les dérivés voulus, et ce, relativement

rapidement.

17. Stratégie et résultats de synthése peptidique

17.1. Analogues modifiés aux positions 8, 9 et 10

Le principe général de la synthése peptidique sur phase solide est simple. Le premier
acide aminé est d’abord fix€ a une matrice insoluble. Ensuite, la chaine peptidique est
allongée par I’incorporation séquentielle et spécifique de chaque dérivé d’acide aminé
Jjusqu’a ’extrémité N-terminale. Pendant le processus, le peptide en élongation demeure
attaché a la matrice insoluble ce qui facilite le changement des solvants et I’isolation du

peptide, accélerant ainsi le procédé.

Dans le but de contrdler I’incorporation d’un seul acide aminé 2 la fois, I’amine o de
ceux-ci doit &tre bloquée. A cette fin, deux groupements sont couramment utilisés : le t-
Boc et le Fmoc. Le premier est labile en milieu acide, habituellement composé de 40%
d’acide trifluoroacétique (TFA). Son utilisation nécessite donc une résine relativement

stable en milieu acide, ce qui entraine I’utilisation d’un acide plus fort pour le clivage du
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peptide de la résine : P'acide fluorhydrique (HF) anhydre (Merrifield, 1986). Le
groupement Fmoc est, pour sa part, labile en milieu basique, généralement une solution
contenant 20% de pipéridine est utilisée. Une résine plus sensible aux milieux acides peut
donc étre utilisée pour ce type d’approche, de sorte que le clivage du peptide de la résine
peut se faire par exemple a I’aide du TFA (King et al., 1990). On évite ainsi d’exposer le
peptide de fagon répétitive a des conditions acides, ce qui diminue la formation de
produits secondaires. D’autre part, I’absence d’usage d’acide fluorhydrique, la source
principale de sous-produits de réaction, contribue également A améliorer dans bon nombre

de syntheses la qualité du matériel peptidique produit.

La synthése des analogues de I’ET-1 modifiés aux positions 8, 9 et 10 a été exécutée en
utilisant la stratégie Fmoc laquelle est généralement supérieure 2 celle de la chimie t-Boc.
De plus, I’expertise développée dans nos laboratoires a montré que la chimie Fmoc
permet I’obtention de meilleurs rendements lors de la synthése de I’'ET-1. Le Fmoc-Trp(t-
Boc)-OH a été attaché a une résine insoluble de Wang (polystyréne ponté avec 1% de
divinylbenzéne) en suivant le protocole de Sieber (1987). Cette matrice est
fonctionnalisée avec des groupes hydroxyméthyles, permettant 1’obtention d’un peptide
ayant son extrémité C-terminale libre aprés clivage. Elle est en outre la matrice la plus

communément utilisée en chimie Fmoc.

Certains acides aminés portent, en plus de leurs groupes o-aminé et acide carboxylique,
une autre fonction sur leur chaine latérale (amine, acide carboxylique de méme
qu’hydroxyle ou amide). Afin d’éviter que ces groupements ne réagissent avec les réactifs
de synthése, ces acides aminés doivent étre protégés lors de leur insertion dans la chaine
peptidique. Ainsi, les chaines latérales de 1’acide aspartique et de 1’acide glutamique
€taient protégées par des groupements ester de tBu. La formation d’une aspartimide ou
d’une lactame 2 partir de ’acide aspartique et d’un acide pyroglutamique avec I’acide
glutamique ont ainsi été trés largement évités. Le groupement éther de tBu a été choisi
pour protéger les acides aminés hydroxylés, tels que la sérine et la tyrosine. Ces

groupements empéchent I’acylation de ces résidus lors de I’étape du couplage. Quant 2 la
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deuxiéme fonction amine portée par la chaine latérale de la lysine, elle concurrencerait
avec I’amine o lors de I’addition d’un résidu, et par conséquent, cet acide aminé a été
protégé par un groupe t-Boc. L’indole du tryptophane a également été protégé de
I’oxydation et de I’alkylation par un groupement t-Boc, tandis que I’histidine,
I’asparagine, la glutamine et les cystéines 3 et 11 portaient, quant a eux, des groupements
Trt. Enfin, la phénylalanine, la méthionine, la leucine, la valine et I’isoleucine ont été
introduites sans protection autre que le groupement Fmoc sur I’amine-o.. Bien que la
méthionine porte un atome de soufre sur sa chaine latérale, ce résidu est introduit sans
protection sur celle-ci puisque I’oxydation de cet atome est facilement réversible, si

besoin est, par un traitement au NaBH, (Gailit, 1993).

L’ET-1 posséde deux ponts disulfures reliant les Cys 1-15 et 3-11. Les équipes de
Aumelas ( Aumelas et al., 1998; Aumelas et al., 1999), Kumagaye (1998) et de Tam
(1994) avaient rapporté que lors de la formation simultanée des deux ponts disulfure de
I’ET-1 ou de la SRTX-b, on obtient 75% du produit sous sa forme native (1-15, 3-11). De
la méme facon, notre équipe a observé la formation d’un produit trés majoritaire lors de la
cyclisation de la SRTX-c ayant ses quatre Cys libres (Langlois et al., 2000). Ce produit
co-€luait avec la SRTX-c obtenue commercialement et a montré les mémes propriétés
pharmacologiques que celle-ci. De plus, selon Aumelas et al. (1998 et 1999) les peptides
de la famille des ETs seraient, a toutes fins utiles, inactifs lorsqu’ils sont dans leur
conformation non naturelle, c’est-a-dire, cyclisés entre les Cys 1-11 et 3-15. Finalement,

la conformation reliant les Cys 1-3 et 11-15 est fortement défavorisée.

Bien qu’il soit possible d’obtenir les analogues de I’ET-1 dans leur conformation
naturelle sans utiliser de plan de protection orthogonale, celui-ci permet de maximiser les
rendements de synthése. En effet, I’introduction de Cys(Trt) aux positions 3 et 11, et de
Cys(Acm) aux positions 1 et 15, permet la formation sélective du premier puis du second
lien disulfure. Les groupements Acm résistent aux conditions de clivage, alors que les
groupes Trt sont labiles en milieu acide. Le peptide peut donc étre cyclisé entre les Cys 3
et 11 en conditions douces apres clivage. Par la suite, un traitement a 1’iode permet le

retrait des groupements Acm et la formation du deuxiéme pont disulfure aux positions 1-



120

15. Ainsi, il est possible de maximiser les rendements de réaction et de s’assurer de

P’adoption de la conformation désirée par les différents analogues.

Le plan de protection orthogonal utilisé lors de cette synthése prévoyait le retrait de tous
ces groupements protecteurs lors du clivage. Seuls les groupements Acm portés par les
cystéines 1 et 15 devaient résister a I’acide trifluoroacétique. Toutefois, les analogues
contenant une Tyr sulfatée ou phosphatée ont dérogé a ce plan, puisque les équipes de
Perich (1994) et de Yagami (2000) avaient montré que ces groupements étaient clivés
dans les conditions utilisées pour le retrait des Acm. Quatre Cys(Trt) ont donc été
introduites dans ces analogues. Ceux-ci ont été cyclisés en une seule étape engendrant
ainsi la formation de deux produits de conformations différentes. Les essais
pharmacologiques, menés sur des préparations d’aorte de rat et de parenchyme
pulmonaire de cobaye, ont montré qu’un seul produit était actif et, sur la base des
résultats de Aumelas et son équipe (1998 et 1999), nous avons assumé que celui-ci était le

produit cyclisé de fagon naturelle entre les Cys 1-15 et 3-11.

En prévision de la synthése, I’insertion de groupements protecteurs, sur les chaines
latérales des acides aminés portant des groupements fonctionnels, permet d’éviter la
formation de réactions secondaires. Cependant, la modification du protocole de couplage
est parfois nécessaire. Aussi, ’insertion de Fmoc-Cys(Trt)-OH en utilisant le protocole
usuel de chimie Fmoc entraine un taux élevé de racémisation dii 4 la formatin favorisé du
dérivé cyclique de 5,4-H-oxazolone et de ’utilisation du DIEA, une amine tertiaire
servant de base organique (Kaiser et al, 1996). Cette réaction secondaire est
considérablemen réduite si le couplage est obtenu au moyen de I’anhydride symétrique de

I’acide aminé (Han et al., 1997) (Appendice F).

Dans l'ensemble, les stratégies de synthése ont permis I’obtention des analogues
peptidiques désirés. Ainsi, les analyses par CLHP analytique effectuées suite au clivage
du peptide de la résine, mais aussi aprés chacune des étapes de cyclisation ont permis de
confirmer les réactions de cyclisation, et aussi de s’assurer qu’aucun sous-produit n’était

formé de fagon importante. Les analyses effectuées par spectrométrie de masse, de type
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MALDI TOF, ont montré les masses attendues pour chacun des analogues de cette étude.
Pour des raisons de disponibilité de I’acide aminé Fmoc-Tyr(PO3;H,)-OH, et étant donné
les résultats obtenus avec les analogues sulfatés et phosphatés a la position 8 et avec

I’analogue [Tyr(SO3H,)'*|ET-1, I’analogue [Tyr(POsH)'°JET-1 n’a pas été synthétisé.

17.2. Analogues des fragments 8-21, 9-21 et 10-21

Cette fois, pour effectuer la synthése de ces analogues, nous avons privilégié la stratégie
de chimie t-Boc. Une étude menée sur des analogues tronqués de I’ET-1, avait montré
que la conservation du groupement protecteur formyle, sur le noyau indole du Trp en C-
terminal, avait pour effet d’induire un repliement de la chaine peptidique. Cet
arrangement avait favorisé la liaison et 1’activation du récepteur ETp (Forget et al., 1996;
Boulanger et al., 1999). Puisque ce groupement est labile en milieu basique, il est
incompatible avec la chimie Fmoc. La synthése de ces analogues avait donc été exécutée
suivant la chimie t-Boc. De fagon a induire un effet semblable a I’intérieur de nos
analogues, nous avons procédé a la synthése des analogues des fragments 8-21, 9-21 et
10-21 par la stratégie de synthése t-Boc. Une partie du matériel obtenu a conservé le
groupement formyle, alors que I’autre a subi un traitement a la pipéridine pour ainsi

générer les analogues avec 1’indole du Trp* libre.

En chimie t-Boc, la résine la plus fréquemment utilisée pour des peptides de petite taille
est celle de Merrifield. Comme la résine de Wang, celle-ci est constituée d’un polymeére
de polystyréne réticulé avec 1% de divinylbenzéne. Cette fois cependant, des
groupements chlorométhyles y sont rattachés. Apres le clivage et la déprotection finale,
ce support laisse les extrémités amino- et carboxy-terminales libres. Les analogues ayant
leur extrémité C-terminale sous forme amide ont été synthétisés, quant a eux, sur une
résine de MBHA qui consiste aussi en un support solide de polystyréne réticulé avec 1%
de divinylbenzéne. Celle-ci est cependant fonctionnalisée au moyen de groupements 4-
méthylbenzhydrylamine qui laissent le peptide, aprés clivage au HF, sous une forme

amide. L’ajout du groupement méthyle sur la fonction BHA permet de rendre cette résine
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légérement plus sensible aux conditions acides et ainsi obtenir de meilleurs rendements au
clivage (Matsueda et al., 1981). En outre, I’introduction du premier acide aminé sur ce
support est effectuée dans les mémes conditions que les couplages usuels en chimie t-

Boc, ce qui permet I’obtention rapide d’un taux quantitatif de substitution.

La fixation du premier acide aminé sur la résine de Merrifield différe des couplages
subséquents. Un sel est d’abord formé par titrage du groupement carboxylique de I’acide
aminé a I’aide du bicarbonate de césium. Le groupement chlorométhyle peut ensuite étre
attaqué par le sel d’acide aminé, ce qui entraine la formation de chlorure de césium et
laisse I’acide amin€é attaché a la résine par le biais d’un lien ester. Le rayon atomique
€levé de I'ion césium diminue la densité de charge autour du sel, ce qui permet une
meilleure pénétration de ce dernier dans la matrice hydrophobe de la résine. On obtient

ainsi un meilleur taux de substitution.

De la méme fagon qu’en chimie Fmoc, les acides aminés portant des groupements
fonctionnels sur leur chaine latérale doivent étre protégés afin d’éviter la formation de
réactions secondaires indésirables. Ainsi, les chalnes latérales de 1’acide aspartique et de
’acide glutamique ont été protégées respectivement par des groupements ester de cHex et
de Bzl. La Tyr portait un groupement 2-Br-Z afin d’empécher I’acylation et I’alkylation
de sa chaine latérale. La Lys, quant a elle, était protégée sur son amine € par le
groupement 2-Cl-Z et I’His portait un groupe Tos. A I’exception de ce dernier, tous ces
groupements sont résistants aux conditions acides utilisées pour la déprotection de
I’amine terminale (40% TFA). IIs sont cependant sensibles au HF utilisé pour le clivage
du peptide de la résine. Afin de contrdler la formation du lien disulfure, et de conserver
certains analogues sous leur forme linéaire, la fonction thiol des Cys 11 et 15 a été
bloquée par des groupements Acm. De plus, le formyle, porté par le noyau indole du
tryptophane-21, est €galement résistant a ces conditions. Ce groupement protecteur
permet d’éviter ’oxydation et I’alkylation du Trp pouvant survenir lors de la synthése par

chimie t-Boc, au moment du clivage du peptide, mais aussi pendant la formation des

ponts disulfures.
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Contrairement a la chimie de type Fmoc, la stratégie de synthése utilisant le groupement
t-Boc entraine 1’exposition répétitive du peptide a un acide de force intermédiaire comme
I’acide trifluoroacétique. Ces conditions sont connues pour catalyser plusieurs réactions
secondaires telles que I’oxydation de la méthionine et du tryptophane et la formation
d’aspartimides. L’expertise développée dans notre laboratoire a permis d’éviter ou de
minimiser la formation de tels produits secondaires. Les analyses par CLHP analytique et
par spectrométrie de masse montrent 1’obtention de produits de bonne qualité, grice a
Iutilisation d’un plan de protection orthogonal approprié jumelé 3 un bon contrdle des

conditions de réactions.

Certaines difficultés ont été identifiées lors de la synthése des analogues de I’ET-1. Par
exemple, pendant le couplage de 1’acide amin€ suivant un acide glutamique, I’amorce de
neutralisation du peptide-résine (pré-traitement avec 1% DIEA/DMF) a été omise de
fagon a éviter la formation d’un acide pyroglutamique. L’utilisation du réactif de
couplage BOP diminue souvent la fréquence des réactions secondaires en comparaison 2
I'utilisation d’agents usuels tels que le DCC (Fournier et al., 1989) ou les agents de

nouvelle génération comme le HBTU ou le TBTU (résultats du laboratoire non publiés).

Lors du clivage du peptide de la résine, & I’aide de I’acide fluorhydrique, le maintien de la
température 3 4°C est primordial. En effet, 1’incidence des réactions secondaires
augmente rapidement avec une €lévation de la température (Stewart et Young, 1984). De
méme, I’évaporation du HF a la fin du temps de réaction doit aussi se faire rapidement.
Lors de cette étape, la plupart des groupements protecteurs portés par les acides aminés
sont retirés, ce qui rend les résidus vulnérables a plusieurs réactions secondaires.
L’oxydation et/ou I’alkylation des cystéines, méthionine et tyrosine sont des exemples de
réaction qui peuvent alors survenir. Deux types d’agents protecteurs ont été ajoutés au
milieu réactionnel de fagcon & minimiser ces réactions. Dans notre laboratoire,
Iéthanedithiol et le m-crésol sont couramment utilisés 2 cette fin. De plus, le thiol
posseéde aussi des propriétés antioxydantes. L’équipe de Matsueda (1981) a toutefois

démontré que le groupement formyle, stable en milieu acide, avait tout de méme tendance
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a se retirer sous I’action nucléophile de I’éthanedithiol. L’utilisation du DMS comme
antioxydant et capteur de carbocations a donc ét€ privilégiée pour le clivage des
analogues. Son ajout a considérablement réduit I’incidence de la réaction de
déformylation de telle sorte que les analyses par spectrométric de masse ne montrent

aucune présence notable de peptide déformylé.

La formation du lien disulfure non naturel reliant les Cys 11 et 15 a été effectuée par une
réaction utilisant 50 éq d’iode dans une solution aqueuse contenant 80% d’acide acétique.
Ce protocole évalué dans notre laboratoire pour la synthése de 1’endothéline et de ses
analogues permet le retrait des groupements Acm et la formation du lien disulfure en une

seule étape.

17.3. Analogue [lys’]ET-1 (9-21)

Le matériel peptidique disponible de [lys’]ET-1 (9-21) étant épuisé, nous avons refait la
synthése de cet analogue. Pour des raisons de disponibilité des acides aminés et de
rapidité, cette fois, la chimie Fmoc a été privilégiée. En effet, en chimie Fmoc, le Trp en
position 21 est introduit dans la chaine peptidique avec un groupement t-Boc sur sa
chaine latérale. Contrairement au groupement formyle, celui-ci est sensible aux
conditions utilisées pour le clivage du peptide de la résine (95% TFA). On évite ainsi

I’étape de déformylation.

Le Fmoc-Trp(Boc)OH a donc ét€ introduit sur une résine de Wang suivant le protocole de
Sieber (1987). Par la suite, les autres résidus de la chaine peptidique ont été ajoutés, un 2
un, en suivant le protocole usuel de la chimie Fmoc. Les acides aminés ayant des
groupements fonctionnels sur leur chaine latérale portaient des groupements protecteurs
afin de minimiser I’incidence de réactions secondaires. Ainsi, en plus du Trp, la Lys avait
aussi un groupement t-Boc sur son amine €. Les groupements acides de Asp et de Glu, de
méme que I’hydroxyle du Tyr, portaient des groupements tBu lors de leur incorporation
dans la chaine peptidique. Quant a I’His, elle était protégée par un groupement Tos. Afin

de simplifier la synthése encore davantage, des Cys(Trt) ont été introduites et, une fois le
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peptide libéré de son support solide, le lien disulfure a été effectué par une simple

oxydation au ferricyanure de potassium.

Etonnamment, bien que le peptide ait présenté la masse attendue en spectrométrie de
masse, celui-ci ne possédait pas le méme temps de rétention sur CLHP analytique, ni les
mémes caractéristiques pharmacologiques que I’analogue [lys’]ET-1 (9-21) original.

Quelques réactions secondaires pourraient expliquer ce résultat.

Tout d’abord, nous avons examiné le lien disulfure. En effet, la réduction des Cys 11 et
15 aurait pour effet de modifier légérement la masse, mais cette différence serait
a I’intérieur de la marge d’erreur acceptée sur 1’appareil de type MALDI TOF utilisé.
Toutefois, les analyses par CLHP analytique faites sur le peptide et sur le peptide ayant
subi un traitement de réduction utilisant du DTT ont montré que les deux analogues

[lysg]ET-l (9-21) étaient sous leur forme cyclisée.

La majorité des réactions secondaires répertoriées en synthése peptidique sur phase solide
entraine une modification de la masse du peptide. Par exemple, la formation d’un
pyroglutamate entraine I’arrét de 1’élongation de la chaine peptidique. Le matériel ainsi
obtenu a donc une masse inférieure a celle attendue. L’oxydation du Trp en position 21
aurait également pour effet de modifier le poids du peptide. Alors que 1’acylation des
chaines latérales de Glu, Asp, His ou Tyr augmenterait la masse mesurée par

spectrométrie de masse.

La racémisation, c’est-a-dire la modification de la chiralité d’un acide aminé (Appendice
G), représente une réaction secondaire observée, tant en chimie t-Boc qu’en chimie Fmoc.
De plus, cette réaction n’a pas d’impact sur le poids d’un peptide. Les acides aminés les
plus susceptibles a ce réarrangement sont I’His et la Cys. L’utilisation de groupements
protecteurs, tels que le groupe tosyle sur I’His, a pour effet de diminuer I’incidence de
cette réaction (Sieber et Riniker, 1987). Cependant, les études menées par les équipes de
Jones et Ramage (1978) et de Jones, Ramage et Witty (1980) ont montré que la protection

de l'azote 7 serait plus efficace que la protection de 1’azote T pour prévenir
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I’énantiomérisation de 1’His. Or, les dérivés disponibles commercialement, tels que Boc-
His(Tos)-OH et Fmoc-His(Trt)-OH, sont protégés sur I’azote en position 1. 1l était donc
vraisemblable que I’'un ou I’autre des analogues de [lysg]ET-l (9-21) puisse avoir subi
cette réaction secondaire et ¢’est pourquoi nous avons procédé a la synthese de 1’analogue
[lys’, his'*JET-1 (9-21). Toutefois, les résultats obtenus, tant par CLHP analytique que

par essais pharmacologiques, écartent cette hypothése.

La racémisation possible, de ’une, I’autre ou des deux Cys retrouvées aux positions 11 et
15, a elle aussi été€ €éliminée. L’incorporation des Cys(Trt) sous la forme d’anhydride
symétrique défavorise le réarrangement de cet acide aminé autour de son carbone o. (Han
et al., 1997). De plus, bien que Han (1997) et son équipe aient montré que la Cys(Acm)
est susceptible a la racémisation, celle-ci atteint un taux de 11% seulement, semble-t-il,
lorsqu’il y a préactivation (5 min) de I’acide aminé par le BOP en présence d’une base
tertiaire telle que le DIEA. Nous avons alors évité cette étape de préactivation de sorte
que les réactifs en solution ont été ajoutés directement dans les réacteurs contenant le
peptide en élongation lié & son support solide. Ce procédé aurait donc pour effet de
minimiser la réaction de racémisation des Cys(Acm) a moins de 2% (Han et al., 1997).
De plus, les analyses par CLHP analytique, effectuées avec les analogues dans lesquels
nous avions remplacé 1’une ou I’autre ou les deux Cys par des D-Cys (ou cys), montrent
que ces analogues ne possédent pas les mémes propriétés physico-chimiques que les

analogues [lysg]ET-l (9-21) actif ou inactif.

La formation d’un B-Asp résulte d’une attaque nucléophile de I’acide carboxylique de la
chaine latérale de Asp par I’azote porté par le carbone o du résidu introduit
précédemment dans la chalne peptidique. Le succinimide résultant est bien siir sensible 2
I’hydrolyse, et par conséquent, celui-ci s’ouvrira pour régénérer I’acide aspartique ou
pour engendrer la formation d’un B-Asp (Appendice G). Celui-ci est, en fait, une structure
réarrangée dont la masse est identique a celle du peptide souhaité. L’utilisation de
groupements protecteurs tels que I’ester de t-butyle, en chimie Fmoc, et I’ester de
cyclohexyle, en chimie t-Boc, a pour effet de diminuer I’incidence de ces réactions.

Toutefois, des études menées plus récemment ont montré I’importance de cette réaction
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secondaire, et ce, malgré I'utilisation de ces groupements protecteurs (Délling et al.,
1994; Lauer, Fields et Fields, 1995; Yang er al., 1994). Certaines séquences en acides
aminés semblent plus susceptibles i cette réaction. Ainsi lorsque Asp est suivi de Gly,
Thr(tBu), Cys(Acm), Asn(Trt) ou d’elle-méme on observe alors un plus haut taux de
formation de succinimide (Lauer, Fields et Fields, 1995). Donc, afin de les éliminer, des
groupements protecteurs plus raffinés ont été développés tels que le B-3-méthylpent-3-yle
(Mpe) (Karlstrom et Undén, 1996). Ces dérivés d’acides aminés sont cependant difficiles
a se procurer et leur utilisation entraine des cofits importants. Le contrdle des conditions
de réactions peut aussi contribuer & minimiser I’incidence de cette réaction. En effet, la
formation du succinimide est favorisée lors clivage du peptide de la résine, oli Asp est
alors déprotégé. Les travaux menés par I’équipe de Tam (1988) démontrent que le
contrdle de la température et du temps de réaction lors du clivage a 1’aide du HF permet
de prévenir la formation de cet intermédiaire. Afin de minimiser la formation du
succinimide, la réaction avec le HF est effectuée 2 4°C. Le traitement du peptide a la
pipéridine, lors de la réaction de déformylation, pourrait également conduire au

réarrangement de Asp puisque sa chafne latérale est alors libre de groupement protecteur.

La syntheése d’un analogue dans lequel un B-Asp a été introduit a la position 18 nous a
permis d’éliminer cette hypothése pour expliquer la formation de deux produits différents,
lors de la synthese de 1’analogue [lys’]JET-1 (9-21). En effet, comme mentionné ci-haut,
cette réaction secondaire n’altére pas la masse du peptide, mais modifie les propriétés
physico-chimiques de celui-ci. Nous avons observé que, 1’analogue [lys’, B-Asp'S]ET-l
(9-21) ne possédait ni les caractéristiques de 1’analogue [lysg]ET-l (9-21) actif ni de celui
inactif, tant sur CLHP analytique que sur les préparations riches en récepteurs ET, et

ETs.

Pour les mé€mes raisons de rapidité de synthése et de disponibilité des acides aminés,
I’élaboration des analogues [lys’, B-Asp'JET-1 (9-21) et [lys’, his'®JET-1 (9-21) a été
effectuée en chimie Fmoc, en suivant la méme approche décrite précédemment. Le
couplage de Fmoc-Trp(Boc)OH sur une résine de Wang a été réalisé selon le protocole de

Sieber (1987). Par la suite, les couplages des dérivés d’acides aminés suivants ont été
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effectués en procédant tel que décrit par le protocole usuel de la chimie Fmoc. Comme
lors des synthéses précédentes, les acides aminés portant des fonctions sur leur chaine
latérale ont ét€ introduits dans la chaine peptidique sous une forme doublement protégée
afin de minimiser I’incidence de réactions secondaires. Finalement, 2 la fin de la synthese,
le clivage a laissé les analogues libres de tous groupements protecteurs a ’exception des
Acm portés par les Cys. Celles-ci ont pu étre cyclisées a 1’aide de la méthode utilisant
I’iode 10 éq dans une solution d’acide acétique glacial contenant 1% d’eau. Cette
approche avait pour avantage d’assurer la formation du lien disulfure. Enfin,
I’avancement de la réaction est facilement observable par spectrométrie de masse,
puisque sa formation entraine la perte de 144 Da, soit une masse équivalente 2 la perte

des deux groupements Acm.

Nous avons finalement refait la synthése de I’analogue [lysg]ET-l (9-21) en suivant, cette
fois, le méme protocole que celui utilisé la premiére fois. C’est-a-dire, en utilisant la
chimie de type t-Boc sur une résine chlorométhylée de Merrifield telle que décrite
précédemment. Les mémes dérivés d’acides aminés ont été utilisés : Boc-lys(2Cl1Z)-OH,
Boc-Glu(OBzl)-OH, Boc-Tyr(Bzl)-OH, Boc-His(Tos)-OH, Boc-Asp(OBzl)-OH et Boc-
Trp(For)-OH. Les Val, Phe, Leu et Ile ont été introduites dans la séquence sans aucune
autre protection que le t-Boc sur leur amine a. Aprés I’introduction de Glu, 1’étape de
neutralisation préliminaire a ét€ omise de fagon 2 éviter la formation d’un acide
pyroglutamique. Des Cys(Acm) ont été introduites aux positions 11 et 15, et leur retrait,
de méme que la formation simultanée du pont disulfure, a été accomplie au moyen de la
méthode utilisant 50 éq d’iode dans une solution aqueuse d’acide acétique a 80%.
Ensuite, le peptide a subi un traitement a la pipéridine 0,1 N de fagon 2 retirer le
groupement formyle porté par la chaine latérale de Trp. Les analyses effectuées sur le
matériel ainsi obtenu n’ont montré qu’un seul produit majoritaire dont la masse
correspondait a celle attendue. Cependant, les analyses effectuées par CLHP analytique
ont montré que ce produit ne co-éluait pas, ni avec le [lys’] ET-1 (9-21) issu de la
synthése en Fmoc, ni avec les analogues [lys’, BAsp's] ET-1 (9-21) et [lys®, his'®] ET-1
(9-21).
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Les essais pharmacologiques menés sur des anneaux d’aorte thoracique de rat, de méme
que ceux effectués sur le parenchyme pulmonaire de cobaye, ont révélé que ce nouveau
produit avait les mémes propriétés pharmacologiques que 1’analogue original. Ces
résultats suggerent que le peptide [lys’] ET-1 (9-21) issu de cette derniére synthése en
chimie t-Boc correspond au produit original. Toutefois, une analyse plus élaborée serait

nécessaire pour en avoir la certitude.

17.4. Analogues contenant une ou plusieurs homocystéines

Puisque de meilleurs résultats sont obtenus lorsque la chimie Fmoc est utilisée pour la
production d’ET-1, ces analogues ont été synthétisés en utilisant ce protocole de synthese.
Tout comme lors de la synthése des analogues modifiés aux positions 8, 9 et 10, le dérivé
Fmoc-Trp(Boc)-OH a ét€ introduit sur une résine de Wang en suivant le protocole de
Sieber (1987). Par la suite, les autres acides aminés ont été introduits un a un suivant le
protocole de la chimie Fmoc. Les acides aminés portant des groupements fonctionnels sur
leur chaine latérale portaient, en plus du groupement Fmoc, des groupements protecteurs
tels qu’ester de t-butyle, pour les acides aminés ayant une fonction carboxylique, esther

de t-butyle pour le résidu hydroxylé, t-Boc pour la Lys et le Trp, et trityle pour I’His.

Tout comme lors de la synthése des analogues modifiés aux positions 8, 9 et 10, nous
avons eu recours a un plan de protection orthogonal, utilisant les groupements Acm et Trt.
Ce plan prévoyait le retrait de tous les groupes protecteurs des chaines latérales 2
I’exception des Cys(Acm). Les HoCys (Trt) de méme que les Cys(Trt) ont été introduites
sous forme d’anhydride symétrique afin d’éviter leur racémisation. En effet,
Iintroduction de ces résidus sous la forme d’ester activé, tel que décrit par le protocole
usuel de couplage des acides aminés, entraine un fort taux de racémisation (Han et al.,

1997).

Cette stratégie de synthése était appropriée puisque les analyses, par CLHP analytique et
par spectromeétrie de masse, effectuées sur les peptides obtenus aprés clivage de la résine,

ont montré Pobtention de produits majoritaires dont la masse correspondait 2 celle
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attendue. La formation du premier pont disulfure entre les Cys et/ou HoCys libres au
moyen du ferricyanure de potassium a donné des produits purs dont la masse

correspondait a celle attendue.

Le traitement a I’iode, employé pour le retrait des groupements Acm, en utilisant une
solution contenant 80% d’acide acétique et 20% d’eau, & laquelle sont ajoutés 50 éq
d’iode, a donné lieu a d’importantes réactions secondaires. La méthionine et le
tryptophane retrouvés dans la séquence de I’'ET-1 sont tous deux sensibles a I’oxydation.
Bien qu’un traitement au NaBH, permet de réduire la Met, I’oxydation de Trp aboutit 2 la
production de plusieurs sous-produits qui ne peuvent étre réduits. De plus, les résidus Tyr
et His permettent 1’incorporation d’un atome d’iode sur leur chaine latérale. Bien que
'utilisation d’un milieu acide, pour le retrait des groupements Acm, défavorise cette

réaction, I’iodation de ces acides aminés demeure possible.

Nous avons donc procédé a la mise au point de nouvelles conditions pour le retrait des
groupements Acm. Des sels d’argent et de mercure peuvent étre utilisés pour ce faire.
Cependant, ces protocoles ne permettent pas la formation simultanée du lien disulfure. De
plus, ceux-ci impliquent une étape de retrait de métal chélaté i ’atome de soufre au
moyen d’un thiol aux propriét€ électronégatives supérieures a celle des Cys. Cette
réaction aurait pour effet de réduire le premier pont disulfure et de générer le peptide
ayant quatre Cys libres. Un sel de thallium aurait aussi pu étre utilis€, mais la
manipulation de ce réactif présente un risque important. Nous avons donc procédé 2 la
révision des conditions de réaction utilisant I’iode. Ce réactif a pour avantage de
permettre le retrait des groupements Acm et la formation du pont intramoléculaire en une

seule étape. De plus, la manipulation de ce réactif ne présente pas de risque élevé.

Les meilleurs résultats ont été obtenus lors du traitement des analogues avec seulement 10
€q d’iode ajoutés a une solution d’acide acétique glacial contenant seulement 1% d’eau.
Bien que le temps de réaction soit long (16 heures) et que 1’on n’obtienne pas une
réaction quantitative, celle-ci ne semble pas engendrer de réactions secondaires. En effet,

les analyses par CLHP analytique et par spectrométrie de masse ont montré 1’obtention
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d’un produit de qualité présentant la masse attendue. Tous les analogues de cette série ont
donc été traités de cette fagon, et dans tous les cas, nous avons obtenu le produit désiré tel

que montré par les analyses par CLHP et spectrométrie de masse.

18. Essais pharmacologiques

18.1. Choix de P’aorte thoracique de rat

Il existe deux types de récepteurs de 1’endothéline soit les récepteurs ET, et ETg. Ceux-ci
se distinguent par leur structure primaire (60% d’identité) et leur distribution, mais aussi
par leurs propriétés pharmacologiques envers les trois isoformes de 1’endothéline
(Doherty, 1992 ; Haendler, Hechler et Schleuning, 1992). Des préparations d’aorte
thoracique de rat, dénudée de leur endothélium, ont été utilisées pour I’évaluation
pharmacologique des analogues de I’ET-1 sur le récepteur ETa. Cette préparation
tissulaire posséde plusieurs avantages. D’abord, les cellules musculaires lisses de 1’aorte
thoracique expriment uniquement le récepteur ET4 & leur surface. L’ajout d’antagonistes
sélectifs au récepteur ETg n’est donc pas nécessaire. Ensuite, I’utilisation de cette
préparation est répandue, et par conséquent, bien caractérisée, en plus d’étre relativement
facile 2 manipuler et peu cofiteuse. Finalement il existe plus 92% d’identité entre le

écepteur ET4 d’origine humaine et de rat (Haendler, Hechler et Schleuning, 1992).

18.2. Résultats obtenus sur les préparations d’aorte de rat

Depuis la découverte de I’ET-1 par Yanagisawa (1988a et b), plusieurs études ont été
menées dans le but d’identifier les éléments essentiels pour la liaison et I’activation de
chacun des récepteurs de I’ET. Ces études ont d’ailleurs mené & I’identification de
plusieurs molécules peptidiques et non peptidiques connues pour leur activité agoniste ou
antagoniste. En fait, leur développement est le résultat de travaux menés sur des dizaines
d’analogues de I’ET-1 dans lesquels certaines propriétés physico-chimiques ont été

augmentées ou diminuées ou méme complétement éliminées. Dans la poursuite de ces
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travaux, nous avons développé des analogues dans lesquels le segment chargé formé de
Asps, de Lys’ et de Glu'® a ét¢ modifié afin de mesurer leur importance dans les

mécanismes d’interactions entre I’ET-1 et chacun de ses récepteurs.

Les essais pharmacologiques menés sur les préparations d’aorte de rat ont montré, dans
un premier temps, que I’introduction d’une Ala 2 la position 10 affecte davantage
Pactivité biologique de 1’ET-1, par rapport aux résultats obtenus lorsque ce résidu est
introduit a la position 8. En effet, le retrait de I’acide carboxylique de la position 10
entraine la perte compléte de Pactivité biologique de I’ET-1, puisque I’analogue
[Ala'®])ET-1 n’a montré aucune activité agonise et antagoniste. Toutefois, cette méme
modification de la position 8 n’a pas engendré d’impact majeur sur I’activité intrinséque
de I’ET-1, mais a plut6t entrainé une perte de puissance relative d’un facteur 20. Il semble
donc que la charge négative portée par I’acide glutamique-10 soit un €lément clé pour
permettre & I’ET-1 d’activer le récepteur ET,. Ces résultats sont corroborés par
Pintroduction de résidus Ser ou Tyr, qui sont mieux tolérés a la position 8 qu’a la
position10. Le remplacement de la fonction carboxylique (Asp) par un groupement
hydroxyle (Ser ou Tyr) est cependant moins bien toléré que I’introduction d’une chaine
aliphatique (Ala) a la position 8. Toutefois, le phénoméne inverse se produit 2 la position
10, ou I’insertion d’une Ser dans I’analogue inactif [Ala'®JET-1 conduit & un analogue
ayant une faible puissance relative (ECso> 1 M), tout en conservant 1’ activité intrinséque
de ’ET-1. Puisque I’insertion d’un acide aminé hydroxylé€ est tolérée a la position 8, mais
non a la position 10, ces résultats suggérent que Glu'® pourrait interagir par

Iintermédiaire d’un pont hydrogene, alors que Asp® participerait plut6t a un lien ionique.

Cette hypothese est appuyée par I’insertion de groupements phosphate ou sulfate sur la
chaine latérale d’une Tyr introduite aux positions 8 ou 10. Ces modifications avaient pour
but d’amplifier la charge négative retrouvée a ces positions. En effet, les valeurs de pKa
de ces groupements sont de 2,2 et de 1,7 respectivement, alors que le pKa de I’acide
carboxylique porté par la chaine latérale de Asp est de 3,9. L’insertion d’un groupement
phosphate a la position 8 engendre un analogue 2 fois plus puissant que 1’analogue

[Tyr®]ET-1, alors que le sulfate diminue la puissance ralative de celui-ci d’un facteur 2,5.
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En position 10, I’analogue contenant une Tyr sulfatée est, tout comme ’analogue
[Tyr'®]ET-1, completement inactif. Bien que ces modifications entrainent une
amplification de la charge négative, elles générent également une augmentation
importante de I’encombrement stérique 2 ces positions. Or, le segment 8 a 10 est impliqué
dans le premier tour de I'hélice o. L’augmentation de I’encombrement 3 ce niveau
pourrait nuire a la stabilité de celle-ci, et ainsi compromettre la liaison du peptide au
recepteur ET, (diminution de Iaffinité). Cette structure secondaire en hélice o retrouvée
au long de ce segment chargé est importante pour le bon alignement des pharmacophores

(Appendice J).

Bien que les études initialles, menées sur différents modeles in vitro, aient montré
Pimportance des positions 8 et 10 occupées par des résidus chargés négativement, les
rbles respectifs de celles-ci n’ont pas fait consensus (Faraci et al., 1989; Warner et al.,
1989; Watanabe et al., 1991). Toutefois, les travaux menés par Wallace et al. appuient
I’hypothése mise de I’avant dans notre laboratoire et selon laquelle I’ET-1 interagirait
avec son récepteur ET, vig, entre autres, le groupement carboxylique de la position 10.
En effet, la comparaison de la surface accessible de 1’ET-1 libre, avec celle mesurée
lorsque I’ET-1 est liée & son récepteur ET,A, montre que les changements les plus
importants se produisent surtout au niveau de Glu'®, en conjonction avec les résidus
Tyr"3, Phe'®, Leu", Asp'® et Trp*! (Orry et Wallace, 2000). Nos résultats concordent
également avec ceux obtenus par I’équipe de Nakajima (1990) qui avait observé que le
remplacement de Glu'® par une Gln entraine la perte complete de I’activité biologique de

PET-1.

Nos résultats suggérant le role prédominant de 1’acide glutamique-10 pour I’activation du
récepteur ET, different cependant de ceux publiés par les équipes de Tam et de Hunt
(Hunt et al., 1993 ;Tam et al., 1994). En effet, ces équipes ont effectué I’étude de la
structure primaire de I’ET-1 en remplagant chacun des acides aminés par une Ala.
L’utilisation de I’Ala plutdt que de la Gly, plus petite, est justifiée par le fait que cette
derniére ne posséde pas de centre chiral sur son carbone o, ce qui génére une plus grande

liberté de rotation et qui défavorise la stabilité de structures secondaires. Ainsi, les études
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menées par Tam ont montré que lors du remplacement de ’acide aspartique en position 8
par une Ala, on obtient une diminution de plus de 90% de I’activité biologique de I’ET-1,
tout en conservant une affinité comparable & I’ET-1 pour le récepteur ETs. Comme le
groupe de Tam, I’équipe de Hunt a montré une diminution importante de la liaison et de
I’activation du récepteur ET, lors de ’insertion d’une Ala 2 la position 10. Cependant,
tout comme nous, cette équipe suggere que la position 10 jouerait aussi un role de premier
plan dans Pactivation du récepteur, car son remplacement par une Ala a entrainé une
importante diminution de I’activité contractile tout en conservant une affinité équivalente
a ’ET-1 pour le récepteur ETa. En contradiction avec ces résultats, I’équipe de Tam a
plutdt montré plutét que 1’analogue [Ala'®)ET-1 est plus actif et posséde plus d’affinité

que I’ET-1 pour le récepteur ET .

Ces différences entre les résultats des groupes de Tam (Tam et al., 1994) et de Hunt (Hunt
et al., 1993), par rapport aux nétres, peuvent s’expliquer par la différence entre les
modeles in vitro utilisés pour effectuer les essais. D’abord, I’équipe de Tam a exécuté le
remplacement des différents acides aminés dans 1’ET-1 sous sa conformation naturelle,
alors que I’équipe de Hunt on fait les mémes mutations ponctuelles, mais dans I’ET-1
cyclisée seulement entre les positions 1 et 15. De plus, les tissus utilisés pour effectuer
leurs essais différaient. Les premiers ont utilisé des cellules musculaires vasculaires
humaines et des bandelettes de veine cave de lapin alors que les seconds ont utilisé des
cellules musculaires d’aorte de rat et des anneaux d’artére carotide de lapin pour effectuer
leurs essais de liaison et leurs essais pharmacologiques respectivement. En fait, 1’étude
pharmacologique de I’ET est grandement compliquée puisque les récepteurs ET, et ETg
semblent posséder une distribution hétérogéne en fonction des espéces, des tissus
vasculaires, mais aussi au long d’un méme vaisseau sanguin. Par exemple, il a été montré
que, chez I’Homme, la constriction des artéres coronaires est engendrée tant par le
récepteur ET que par le récepteur ETp. Bien que le premier soit principalement retrouvé
dans les grosses artéres, le second se retrouve en majorité dans la partie distale de ces
vaisseaux sanguins (Dashwood et al., 1995), il est difficile d’obtenir une homogénéité de
récepteurs. De plus, la plasticité de I’expression des récepteurs de I’ET, principalement du

récepteur ETp dont I’expression est modulé par plusieurs facteurs tels que le stress, vient
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compliquer davantage I’étude pharmacologique de ces récepteurs (Barber et al., 1996;
Dagassan et al., 1995; Cannan et al., 1996). Dans plusieurs tissus, la réponse induite par
I’ET-1 varie donc en fonction du tissu lui-méme, mais aussi de 1’état physiologique ou
pathologique de I’animal. Les études effectuées dans nos laboratoires se distinguent
puisque nous utilisons des anneaux d’aorte de rat dénudée de son endothélium, une
préparation fréquemment utilisée contenant une préparation homogene de récepteurs ET 4.
De plus, I'utilisation d’un plan de protection orthogonal approprié, lors de la synthése des
analogues de notre étude, a permis d’obtenir ceux-ci dans leur conformation naturelle,

c'est-a-dire cyclisée entre les positions 1-15 et 3-11.

L’hypothése selon laquelle Asp® aurait seulement un réle secondaire dans le processus
d’activation de I’ET-1 est appuyée par plusieurs travaux. D’abord, il est suggéré que le
role de I’ Asp® dans I’ET-1 serait de favoriser I’adoption de la bonne conformation lors de
la formation endogene des ponts disulfures. En effet, lors de I’oxydation de ’ET-1 ayant
ses quatre Cys libres, on observe I’adoption de la conformation naturelle des ponts
disulfures 2 un taux variant entre 75% et 80% par rapport 4 la conformation croisée (1-11
et 3-15). Ce ratio s’éleve a 96% lors de la cyclisation, dans les mémes conditions, des
analogues [Lys™, Arg']ET-1 et de [Lys?, Arg'JSRTX-b (Aumelas ef al., 1995; Aumelas
et al., 1999). Les études par RMN de ces analogues ont montré la présence d’un lien
ionique reliant les chaines latérales des résidus Arg™' et Asp®. Ce lien stabiliserait 1’hélice
o retrouvée au long de la portion médiane de I’ET-1, et favoriserait ainsi la formation des
ponts disulfures dans leur conformation naturelle, soit entre les Cys 1-15 et 3-11
(Aumelas et al., 1995; Aumelas et al., 1999). Ainsi, selon ces études, Asp8 aurait un réle
dans la stabilisation de la structure secondaire du précurseur de I’ET-1 plutét que dans le

mécanisme d’activation des récepteurs de I’ET.

Une hypothese avait été émise concernant la sélectivité du récepteur ETa pour les
isoformes ET-1 et ET-2 par rapport a I’isoforme ET-3. Effectivement, la comparaison des
structures primaires des ETs et des SRTXs au niveau du segment chargé laisse entendre
qu’une charge nette de —1 serait un élément essentiel pour I’activation du récepteur ETa.

En effet, 'ET-1, ’'ET-2 de méme que les STRX-a, -b et —d portent une charge nette de —1
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dans leur cycle interne, c'est-a-dire entre les Cys 3 et 11, alors que I’ET-3 et la SRTX-c,
sélectives pour les récepteurs ETg, possedent respectivement une charge nette de —4 et de
0 (Sokolovsky, 1992). Nos résultats obtenus avec les fragments de I’ET-1 viennent
infirmer cette hypothése. En effet, I’analogue N-Ac-ET-1 (8-21) présente une charge
nette de —1. Il est cependant inactif sur les préparations d’aorte de rat. Alors que les
analogues [lysg]ET-l (9-21) et N-Ac ET-1 (9-21), ayant une charge nette de +1 et de O
respectivement, sont actifs sur cette préparation riche en récepteurs ETa. La présence de
la charge négative en position 10 semble donc avoir une importance supérieure a la

charge totale du segment médian de I’ET-1.

L’inactivité des analogues 8-21 sur le récepteur ET4 vient aussi renforcer cette derniére
hypothese. Le segment 10-21 n’est cependant pas suffisant pour lancer le processus
biologique conduisant a la contraction des anneaux d’aorte de rat. Le r6le de la Lys en
position 9 semble donc important. De fait, deux analogues du fragment 9-21 se sont
avérés actifs sur le récepteur ET s. Bien qu’ils soient relativement peu puissants, entre 43
et 78 fois moins puissants que I’ET-1, ces analogues constituent les premiers agonistes de
structure réduite pour le récepteur ETa. Aussi, les études de liaison ont montré qu’ils
compétitionnent pour le méme site de liaison que ’ET-1. Ces analogues démontrent donc
que contrairement & ce qui avait été suggéré, le segment N-terminal de I'ET-1 n’est pas
essentiel a I’activation (Doherty et al., 1991; Hey et al., 1993; Mc Donald et al., 1996;
Pelton et al., 1997). Ce dernier semble plutdt jouer un rdle dans le processus de liaison de
I’ET-1, tel que suggéré par la faible affinité envers le récepteur ET5 présenté par nos
analogues tronqués. De plus, il avait été montré que le segment 3-8 de I’ET-1 avait la

capacité de lier, mais non d’activer, ce récepteur (Mc Donald et al., 1996).

Pour conserver sa capacité contractile sur les préparations d’aorte de rat, le fragment 9-21
doit cependant &tre modifi€ a son extrémité N-terminale, soit par I’introduction d’une D-
Lys ou par I’insertion d’un groupement N-acétyle. En fait, I’inversion de la chiralité de ce
résidu entraine une augmentation importante de la puissance relative du fragment 9-21.
Des résultats similaires avaient été observés avec I’ET-1 compléte. En effet, 1’analogue

[lys’JET-1 avait montré une affinité deux fois supérieure sur les cellules musculaires
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vasculaires humaines, et une capacité contractile de 4 fois supérieure a I’ET-1 sur les

bandelettes spiralées de veine cave de lapin (Galantino et al., 1995).

L’importance relative de la Lys® avait été suggérée par Tam et collaborateurs qui ont
substitué cette position par I’Ala dans I’ET-1 (Tam et al., 1994). En effet, ’analogue
[Al2°JET-1 a montré une puissance relative comparable 2 celle de I’ET-1 pour le
récepteur ET,, cependant une diminution de I’intensité maximale de la contraction était
alors observée. Des résultats similaires avaient €té obtenus lors du remplacement de cet
acide aminé par une Leu (Nakajima et al., 1990). Les résultats que nous avons obtenus
sur les anneaux d’aorte de rat sont, en fait, différents puisque le remplacement de la Lys’
par une Ala dans I’ET-1 engendre un analogue de puissance relative et d’activité
contractile inférieure a celle de ’ET-1. Ici encore, la différence entre I’activité biologique
observée pour I'analogue [Ala’]ET-1, pourrait s’expliquer par la différence entre les
tissus utilisés pour effectuer les essais pharmacologiques. Tel qu’expliqué précédemment,
les équipes de Tam et de Nakajima ont utilisé respectivement des préparations de veine
cave et d’artere pulmonaire de lapin, alors que nos résultats ont été obtenus sur des

préparations d’aorte thoracique de rat.

L’ajout d’un groupement azidobenzoyle, sur I’amine € de la chaine latérale de la Lys’
dans I’ET-1, n’entraine pas de perte substantielle d’affinit¢ (Kundu et Misono, 1991).
Cependant, le remplacement de celle-ci par une Leu, tout comme son remplacement par
une Ala, modifie la puissance relative et/ou la capacité contractile de ’ET-1. Sans étre un
élément essentiel, il semble donc que cet acide aminé joue un certain rdle dans
I’activation du récepteur ETa. En fait, plusieurs études suggerent que ce résidu serait
responsable de la sélectivité de ce récepteur envers les différentes isoformes d’ETs et de
SRTXs (Kitazumi et al., 1990; Takasaki et al., 1990; Takasaki et al., 1991). En effet,
I’équipe de Lamthanh (1994) a montré que la position 9 était plus importante que la
position 2 pour expliquer la sélectivité des SRTX-a et —b envers le récepteur ET4 par
rapport aux SRTX-c et -d de méme que I’ET-3, qui elles sont sélectives pour le récepteur
ETg. En effet, I’insertion d’une Thr & la position 2 de la SRTX-b conduit a un analogue

toujours aussi puissant que I’ET-1, mais environ 35% moins efficace. La sélectivité du
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récepteur ET 5 semble donc étre principalement relayée par la mutation ponctuelle de la
position 9 entre les différents membres de la famille des ETs et des SRTXs. Ce résidu
semble donc interagir dans le processus d’activation du récepteur ET,, probablement

dans la stabilisation du complexe ligand-récepteur.

Plusieurs études de RMN montrent d’ailleurs que la Lys’ interagit avec la Val en position
12, et que cette interaction longue distance participerait & la stabilisation de 1’hélice o
(Mills et al., 1992; Andersen et al., 1992; Aumelas et al., 1991; Hewage et al., 1997,
Hewage et al., 1999). Le remplacement de la Lys par une Ala pourrait engendrer un
relichement de la structure de I’ET-1 et ainsi diminuer la capacité contractile du peptide.
De la méme fagon, Iinsertion d’une D-Lys pourrait resserrer la structure
tridimensionnelle et ainsi favoriser I’activation de ce récepteur. Cet acide aminé positif
pourrait former un lien ionique avec Asp'® pour ainsi générer le repliement du segment
carboxy-terminal dans un arrangement compact. Cette structure permettrait au fragment

de lier et d’activer le récepteur ET4 (Appendice J).

Plusieurs études avaient démontré I’importance de 1’extrémité amino-terminale libre pour
maintenir I’activité biologique de I’ET-1 tant sur le récepteur ET4 qu’ETg. En effet,
I’ajout des résidus Lys et Arg, respectivement retrouvés en position —1 et —2 de la Big
ET-1, entraine la perte compléte de I’activité biologique du peptide (Nakajima et al.,
1989a; Nakajima et al., 1989b). L’encombrement stérique a I’intérieur de la poche de
liaison empéche probablement I’analogue d’interagir correctement avec ses récepteurs.
Cependant, puisque le fragment 9-21 ne compte que 13 acides aminés, I’ajout du
groupement acétyle en N-terminal ne devrait pas géner le processus de liaison et
d’activation. De plus, il a été¢ montré que I’ajout de petits groupements pouvait influencer
fortement 1’arrangement tridimensionnel des fragments de I’ET-1. En effet, des études
menées par RMN avaient montré que I’incorporation d’un groupement formyle sur le
noyau indole du Trp avait complétement modifi€ la structure du segment C-terminal
d’analogues tronqués de I’ET-1 (Forget et al., 1996; Boulanger et al., 1999) (Appendice
I). De la méme fagon que I’insertion d’une D-Lys, le groupement acétyle en N-terminal

pourrait agir en stabilisant une structure compacte du fragment 9-21 et ainsi favoriser
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I’activité contractile de cet analogue.

Cette hypothése est renforcée par des études structure-fonction menées sur des
antagonistes peptidiques, formés du segment 16-21. Celle-ci ont montré que le choix des
acides aminés en position N-terminale permettait d’augmenter 1’affinité envers le
récepteur ETa. Ainsi, il a été montré que I’insertion d’un groupement acétyle a
généralement pour effet d’améliorer I’affinité envers ce récepteur (Cody et al., 1995;

Cody et al., 1997; Doherty et al., 1993a).

Comme le fragment 9-21 de I’ET-1 représentait le plus court agoniste du récepteur ET,
nous avons tenté de modifier certaines propriétés physico-chimiques du peptide de fagon
a déterminer les €léments essentiels pour I’activation des récepteurs, mais aussi ceux

responsables de la sélectivité de ceux-ci.

Dans un premier temps, nous avons déterminé I'importance du groupement carboxy-
terminal en produisant des analogues amides du fragment 9-21. Tout comme I’ET-1
amide, ces analogues se sont avérés inactifs sur les préparations d’aorte de rat (Nakajima
et al., 1989a; Nakajima et al., 1989b). Le groupement carboxylique en fin de chaine
peptidique semble donc jouer un réle important dans I’activation du récepteur ET,. Les
mesures de la surface accessible de I’ET-1 seule, en comparaison avec celle mesurée
lorsque I’ET-1 est liée a son récepteur, montrent une différence marquée au niveau du
Trp*' (Orry et Wallace, 2000). En plus d’interactions aromatiques, ce résidu pourrait
interagir, via le groupement C-terminal, avec une charge positive du récepteur. En fait,
une autre étude de I’équipe de Wallace suggére 1’importance d’une promiscuité entre le
noyau indole du Trp et d’une charge négative pour la liaison au récepteur ET4 (Peishoff,
Janes et Wallace, 1995). Cette charge négative pourrait étre le groupement C-terminal,
mais aussi celle portée par la chaine latérale de 1’Asp'8. Effectivement, dans une structure
hélicoidale, telle que proposée par cristallographie, les chaines latérales de Aspl8 et de

Trp*' seraient projetées vers I’extérieur du méme coté de I’hélice.

Beaucoup d’études ont montré I’importance des résidus Asp18 et Trp?' (Kimura et al.,
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1989; Kimura et al., 1988; Tam et al., 1994, Watanabe et al., 1991; Orry et Wallace,
2000). A Iintérieur du fragment 9-21, I’ Asp'® semble également jouer un role de premier
plan, puisque le retrait de la charge négative portée par la chaine latérale de ce résidu, par
Pincorporation d’une Asn, entraine la perte compléte de ’activité biologique des
analogues ET-1 (9-21), N-Ac-ET-1 (9-21) et [lysg]ET-l (9-21). Contrairement aux
résultats rapportés par 1’équipe de Katahira (1998), qui avait montré que 1’introduction
d’une Gly a la position 18 dans I’IRL1620 avait pour effet d’améliorer 1’activité
biologique du peptide, cette modification n’a pas entrainé I’amélioration de la puissance
relative ni de Pactivité intrinséque du fragment 9-21. La charge négative retrouvée en
position 18 pourrait agir de concert avec I’indole du Trp*' pour activer le récepteur ETa.
D’ailleurs, Orry et son équipe ont construit un modele d’arrimage entre I’ET-1 et le
récepteur ET4 o I’Asp'® et le Trp*, en plus de la Leu"”, interagiraient respectivement
avec la chaine peptidique, avec les résidus Phe-153 et -158 et avec la Leu-142 (Orry et
Wallace, 2000).

Une étude publiée par Moore et al. suggére que ’angiotensine, un peptide partageant
plusieurs similitudes avec I’ET-1, interagirait avec son récepteur AT,, un récepteur
couplé aux protéines G, par un mécanisme moléculaire ressemblant a celui des sérine
protéases (Turner, Matsoukas et Moore, 1991; Moore et al., 1994). Ce méme mécanisme
pourrait exister dans le fragment 9-21 ol le carboxy-terminal, les azotes de la chaine
latérale de His'® et finalement le noyau phénol de Tyr" pourraient s’aligner et ainsi
former un relais de charge. Celui-ci permettrait d’abaisser le pKa du noyau phénol de la

'3, normalement situ€ a une valeur de 10,2, pour ainsi favoriser I’interaction entre le

Tyr
peptide et son récepteur ET4 (Appendice J). Un tel mécanisme d’interaction a d’ailleurs
été suggéré pour I’activation du récepteur de I’urotensine II (UI) (Kinney et al., 2002).
De plus, un article récemment publi€, a partir d’antagonistes non peptidiques du récepteur
ETa, rapporte que les trois noyaux aromatiques, dont I’un porte une charge négative,
adoptent un arrangement tridimensionnel en L. Selon les auteurs, celui-ci serait, en fait,

I’élément cl€ pour la liaison au récepteur (Ishizuka et al., 2002a).

Afin de montrer 'existence d’un pareil relais de charge, une série d’analogues des
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fragments ET-1 (9-21), N-Ac-ET-1 (9-21) et [lysg]ET-l (9-21) ont été synthétisés en
modifiant les positions 13 et 16. De cette série, les analogues contenant une His'®
méthylée a conduit a la perte compléte de 1’activité biologique sur les préparations d’aorte
de rat, et ce, lorsque le méthyle a étét introduit tant en position 1 qu’en position 3. De
plus, I’insertion d’un groupement méthyle sur I’hydroxyle du noyau phénolique de la
Tyr' entraine également I'incapacité du fragment 9-21 2 engendrer la vasoconstriction.
Ces résultats, en plus de ceux obtenus avec les analogues amides, suggerent que le
fragment 9-21 pourrait activer le récepteur ET4 et ainsi générer I’activation de la protéine

G sous jacente via un mécanisme similaire aux sérine protéases (Appendice J).

L’importance du résidu Tyr" pour I’activation du récepteur ET, a d’ailleurs été montrée.
En effet, I’équipe de Tam (1994), lors du remplacement de cet acide aminé par une Ala, a
montré que le retrait du groupement phénolique engendre la perte quasi totale de la
liaison et de I’activation de ce récepteur. En plus, certains auteurs suggerent que Tyr13
serait un élément clé dans le phénoméne de sélectivité de ce récepteur envers les
isoformes ET-1 et ET-2. En effet, le remplacement de I’Asn® par une Tyr dans la SRTX-
c entraine une augmentation de 1’activité biologique du peptide sur des préparations
d’aorte de rat, suggérant I’importance du noyau phénol retrouvé a la position 13 de I’ET-1

pour I’activation du récepteur ET s (Kitazumi et al., 1990).

Finalement, a partir des études structure-fonction menées sur des antagonistes peptidiques
et non peptidiques du récepteur ET,, plusieurs études ont montré qu’une structure
hydrophobe, formée de plusieurs noyaux aromatiques, chapeautée par une charge
négative étaient nécessaires pour obtenir une liaison spécifique (Tomita et al., 1991,
Astles et al., 1998a, Astles et al., 1998b; Dasgupta et al., 2002, Ishizuka et al., 2002a).
Les noyaux aromatiques retrouvés en positions 13, 14 et 21 de I’ET-1 ont d’ailleurs été
identifiés comme étant des éléments importants pour le maintien de I’activité contractile
de ’ET-1 (Kimura et al., 1988; Nakajima et al., 1989a; Kitazumi et al., 1990; Watanabe
et al., 1994; Tam et al., 1994; Doherty et al., 1991; Galantino et al., 1995). Nos études
indiquent que I’acide glutamique retrouvé en position 10 représente dans les analogues du

fragment 9-21, et peut-étre méme dans I’ET-1, le site cationique nécessaire a la liaison au
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récepteur ET,. D'ailleurs, le retrait de la charge négative a cette position, par
I’incorporation d’un résidu Gln, entraine la perte de I’activité biologique du fragment. De
plus, tel que montré précédemment, le simple remplacement de I’acide glutamique en
position 10 de I’ET-1 suffi a rendre cette derniere complétement inactive. Le réle crucial
de ce résidu dans le fragment 9-21, mais aussi dans I’ET-1 elle-mé&me, suggére que cette
charge négative représente un point d’ancrage du peptide dans le site de liaison du
récepteur ET,, tel que suggéré par Orry et Wallace (2000). La formation du tyrosinate,
via le relais de charge impliquant I’His'® et le groupement carboxy-terminal, viendrait
activer le récepteur pour ainsi engendrer la contraction des anneaux d’aorte (Appendice
D).

La présence de ces pharmacophores est essentielle pour I’activation de ce récepteur, mais
I’organisation spatiale de ces €éléments est tout aussi cruciale puisqu’elle leur permet
d’interagir correctement entre eux pour ainsi amorcer le processus d’activation. A ce titre,
le pont disulfure non naturel reliant les positions 11 et 15 dans le fragment 9-21 a été
investigué. D’abord, le retrait de ce lien intramoléculaire entraine globalement la perte de
I’activité biologique du fragment. Seul 1’analogue [Ala'"", Trp(For)*']ET-1 (9-21) a
montré une activité contractile sur les préparations d’aorte de rat (ECso 1,6 uM). Or il
avait été montré que le groupement formyle, introduit sur le noyau indole du Trp en
position 21 d’analogues tronqués de I’ET-1, avait pour effet d’induire un repliement dans
la portion C-terminale (Forget et al., 1996, Boulanger et al., 1999) (Appendice I). La
nécessité d’induire un repliement de la chaine peptidique, soit par la formation d’un lien
disulfure reliant les Cys 11 et 15 ou par I’incorporation d’un groupement formyle,
suggere que le site de liaison du récepteur ET4 accommode un ligand de structure
compacte. Ce repliement semble plus important que la présence des Cys elles-mémes.
Ceci contredit I’hypothése de Spinella selon laquelle I’ET-1 interagirait avec le récepteur
ETa via un lien disulfure (Spinella et al., 1991). De plus, le remplacement de 1’une, ou de
I’autre ou des deux Cys par des D-Cys conduit a une perte de I’activité contractile du
fragment 9-21. Le lien disulfure reliant les positions 11 et 15 est donc important pour
contraindre la chaine peptidique dans un arrangement compact, mais aussi, il oriente

vraisemblablement les résidus Glu'®, Tyr13 His'®, Asp18 et Trp*' de fagon 2 induire les
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mécanismes d’activation du récepteur ET 4.

Ces résultats sont corroborés par les études de dichroisme circulaire qui montrent, dans un
premier temps, un lien direct entre la présence de structures secondaires et la capacité a
induire la contraction des préparations d’anneaux d’aorte de rat. En effet, les spectres des
analogues [lys’]ET-1 (9-21) (ECso 2,8 x 107 M) et N-Ac ET-1 (9-21) (EC50 1,3 x 10
M) présentent un maximum avoisinant 192 nm suivie d’un minimum situé a environ 210
nm. Le spectre du fragment 9-21, présentant une ECsy supérieure 3 5 UM ne présente
aucun maximum, mais conserve le minimum a 210 nm. Finalement, I’analogue [Ala'"9)
ET-1 (9-21), completement inactif, présente un spectre ne présentant qu’un seul minimum

a moins de 200 nm, ce qui est caractéristique d’une structure désordonnée.

Les spectres des analogues [lysg]ET-l (9-21) et N-Ac ET-1 (9-21) présentent tous deux
un maximum situé a 192 nm qui est caractéristique de I’hélice o.. Cependant, ceux-ci ne
se conforment pas complétement au spectre attendu par cette structure. Nous proposons
’adoption d’une hélice irréguliere par ces deux analogues. Celle-ci pourrait étre une
hélice de type 3/10 qui est caractérisée par un pas droit de 0,60 nm formé de 3 résidus par
tour. Cette structure serait favorisée par 1’inversion de la chiralité de Lys® ou par la
présence du groupement acétyle en N-terminal. En effet, le retrait de celui-ci, de méme
que I'insertion d’une L-Lys, entraine la perte de ce maximum 2 192 nm, et ce, malgré la
présence du lien disulfure. Ce dernier a certainement un rdle stabilisateur de la structure
puisque son retrait a pour effet de déplacer le minimum de 210 nm vers 198 nm tel que
montré par les spectres des analogues ET-1 (9-21) et [Ala'""] ET-1 (9-21). Le lien
disulfure reliant les Cys 11 et 15, de méme que le tour d’hélice en N-terminal des
analogues du fragment 9-21, pourraient induire le repliement du segment terminal de
fagon a aligner correctement les pharmacophores et ainsi permettre au fragment d’activer
le récepteur ET4 (Appendice J).

Cette hypothése est corroborée par les résultats obtenus avec ’analogue linéaire [Ala'!!’,
Trp(For)*'JET-1 (9-21). Celui-ci doit porter le groupement formyle pour conserver son

activité biologique. Comme nous I’avons précédemment souligné, le groupement formyle
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porté sur la chaine latérale de Trp a induit un repliement du segment C-terminal
d’analogues tronqués et linéaires de I'ET-1 (Forget et al., 1996; Boulanger et al., 1999)
(Appendice I). Ce groupement semble agir de la méme fagon dans 1’analogue linéaire du
fragment 9-21, puisque son retrait, en plus d’engendrer la perte de I’activité biologique,
entraine également la perte de la structure secondaire du peptide. En effet, les spectres de
dichroisme circulaire montrent d’abord la perte du maximum 2 190 nm, mais aussi le
déplacement du minimum de 210 nm 4 198 nm. Il semble donc que I’adoption d’une
structure secondaire en hélice, par le fragment 9-21 de I’ET-1, favorise 1’activation du
récepteur ETa. Cette structure serait présente tout au long du peptide, et celle-ci est
vraisemblablement induite par la modification de la structure primaire du fragment aux

extrémités N- et C-terminales.

L’adoption d’une structure en hélice o s’étendant entre les résidus 9 4 15 (ou 16) fait
maintenant consensus. Les études menées par RMN dans différents milieux montrent
effectivement des interactions longues distances caractéristiques a cette structure
(Aumelas et al., 1991; Mills et al., 1992; Andersen et al., 1992; Hewage et al., 1997,
Aumelas et al., 1995). Cependant, la structure tridimensionnelle du segment carboxy-
terminal est, selon ces mémes études, complétement aléatoire. Ce segment présente une
grande flexibilité de telle sorte que trés peu d’interactions longues distances sont
observées par RMN. Certains auteurs suggérent que le segment C-terminal serait replié
vers la portion N-terminale (Saudek et al., 1989; Saudek et al., 1991; Bortmann et al.,
1991; Krystek et al., 1991, Katahira et al., 1998). Cette structure compacte serait

importante pour Iactivation du récepteur ETa. Cependant, cette hypothése ne fait pas
consensus (Mills et al., 1992; Munro et al., 1991; Tamaoki et al., 1991).

Par cristallographie, 1’équipe de Wallace (1994) a prédit le prolongement de 1’hélice, de
fagon irréguliére, jusqu’a I’extrémité C-terminale de I’'ET-1. S’il y a des différences
importantes entre les études de RMN, faites lorsque I’ET-1 est en solution, et les études
cristallographiques, ol le peptide est a Iétat solide, c’est la structure du peptide lorsqu’il
est en contact avec le récepteur qui est importante pour I’activité biologique. En effet,

nombre de peptides ont un arrangement tridimensionnel plutét flexible ou indéfini en
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condition aqueuse, et c’est probablement la structure adoptée par le peptide lorsqu’il est
dans les liquides corporels. Cependant, au contact avec la membrane plasmique, et dans le
site de liaison du récepteur, I’environnement hydrophobe catalyse 1’adoption d’une
conformation permettant au peptide d’interagir avec ce dernier. Aussi, faut-il rechercher
la structure la plus révélatrice pour I’activité biologique. En ce sens, les travaux menés
par ’équipe de Wallace sont trés intéressants, puisque cette équipe a testé son modele

structural pour I’ET-1 avec les données disponibles (Orry et Wallace, 2000).

D’abord, les acides aminés 10, 14, 18 et 21 ont été identifiés comme étant des résidus
importants pour I’activité biologique de I’'ET-1 sur le récepteur ET, (Tam et al., 1994).
Ceux-ci sont séparés par trois ou quatre résidus, et dans une structure en hélice, ils
seraient exposés du méme c6té, alignés les uns avec les autres. Aucune autre structure ne
permettrait un tel arrangement (Wallace et Janes, 1995). De plus, la surface accessible de
ces résidus, calculée a partir de leur modele pour I’ET-1 seule, mais aussi pour I’ET-1 1ié
au récepteur, est cohérente avec les résultats obtenus lors de 1’Ala scan de Tam et
collaborateurs (1994), mais également avec les données de plusieurs études de structure-
fonction (Kimura et al., 1989; Kimura et al., 1988; Tam et al., 1994; Nakajima et al.,
1989a; Koshi et al., 1991, Watanabe et al., 1991,; Orry et Wallace, 2000).

De plus, la comparaison entre la structure obtenue par RMN du BQ123, un antagoniste
sélectif pour le récepteur ET,, et du modele structural de I’ET-1 montre une étonnante
superposition du groupement carboxylique de la chaine latérale de Asp et du noyau
indolique du Trp retrouvés dans ces deux molécules (Peishoff, Janes et Wallace, 1995).
La proximité entre ces gourpements serait, selon les auteurs, un élément important pour

I’affinit€ de I’ET-1 et du BQ 123 pour le récepteur ET .

La pertinence de ce modéle structural de I’ET-1 peut également étre validée par la
modélisation, par minimisation d’énergie, des isoformes de I’ET. En effet, le modele ainsi
construit pour ’ET-2, qui differe de I’ET-1 aux positions 6 et 7, ne diverge que
légerement de celui de I’ET-1 et ce malgré la substitution de la Leu® par un résidu Trp

beaucoup plus gros. Le modéle construit pour I’isoforme ET-3, présentant une affinité
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pour le récepteur ET4 beaucoup plus faible que I’ET-1 et I’'ET-2, montre d’importantes
différences entourant le segment N-terminal. Celles-ci, en plus des mutations ponctuelles
de la séquence en acides aminés et de la différence de la charge nette du peptide,
pourraient contribuer a inhiber I’affinité de I’ET-3 pour le récepteur ET5 (Wallace et
Janes, 1995).

En outre, le modeéle proposé par Wallace et collaborateurs est le seul & identifier une
structure secondaire définie pour le segment C-terminal de I’ET-1 compléte. Ce modele
est cohérent avec les résultats obtenus des études de structure-fonction, et peut expliquer,
en partie, la sélectivité accrue du récepteur ETA pour les isoformes ET-1 et ET-2 par
rapport a ’ET-3. Finalement, nos résultats cadrent trés bien avec le modéle théorique
proposé. Nous proposons donc I’adoption d’une structure en hélice irréguliere par le
fragment [lys’JET-1 (9-21) de I’ET-1. Cet arrangement compact permettrait le bon
alignement des éléments essentiels pour la liaison tels que Lys® et Glu'® mais aussi des
éléments ayant un rdle dans I’activation tels que Tyr'’His'® Asp's, Trpz'et I’acide

terminal (Appendice J).

Finalement, I’importance de I’adoption d’un arrangement spatial compact pour
I’activation du récepteur ET4 est corroborée par les analogues dans lesquels nous avions
remplacé I’'un ou I’autre ou les deux ponts disulfures par I’insertion d’homocystéines. En
effet, une diminution de la compacité de la molécule, par ’allongement des liens
disulfures intramoléculaires entraine une perte importante de la capacité contractile de
PET-1 sur des préparations d’aorte de rat. Cette perte est plus importante lors de
I’allongement du pont disulfure externe, reliant les Cys 1-15, que lors de I’allongement du
lien interne en position 3-11. Ces résultats corroborent ceux publiés par 1’équipe de
Nakajima (1989b) qui avait montré que le pont 1-15 avait une importance supérieure
’autre lien intramoléculaire. De plus, ’ET-1 linéaire a été identifié par plusieurs auteurs
comme étant un agoniste sélectif pour le récepteur ETg (Kimura et al., 1988; Hirata et al.,

1989a; Hirata et al., 1989b; Hirata et al., 1989c).
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18.3. Choix du parenchyme plumonaire de cobaye

Le parenchyme pulmonaire de cobaye est une préparation largement utilisée comme
modele in vitro des muscles lisses des voies pulmonaires. Des études histologiques
menées par Wai-shiu et son équipe (1996) suggérent que trois types cellulaires
contractiles causent la constriction du parenchyme soit : les cellules contractiles pleurales,
alvéolaires et interstitielles. Nous avons utilisé seulement les bandelettes distales des
lobes pulmonaires, puisque la surface pleurale y est supérieure, celles-ci montrent donc
une meilleure contractilité. La contribution des cellules musculaires lisses des bronches,
des bronchioles et des vaisseaux sanguins serait quant a elle marginale. De plus, Uchida
et son équipe (1996) rapportent que les deux types de récepteurs de I’ET se retrouvent
tout au long du systtme pulmonaire. Les voies respiratoires centrales exprimeraient
majoritairement le récepteur ET,, alors que dans les voies respiratoires périphériques, le
rapport ET/ETp serait invers€. Puisque le parenchyme pulmonaire de cobaye ne contient
pas une homogénéité de récepteurs de 1’endothéline, 1’évaluation pharmacologique des
analogues a nécessité I’emploi d’un inhibiteur du récepteur ET, le BQ610 & une

concentration de 0,1 uM.

En conclusion, cette préparation est bien caractérisée en plus d’étre relativement facile a
manipuler et peu coiiteuse. Finalement, méme si I’homologie de la structure primaire du
récepteur humain et celle issue du cobaye ne sont pas connue, le récepteur d’origine

humaine est a 88% identique a celui retrouvé chez le rat.

18.4. Résultats obtenus sur les préparations pulmonaires de cobaye

La caractérisation pharmacologique des isoformes de I’ET dans différents tissus et les
résultats des €tudes structure-fonction menées aprés la découverte de I'ET-1 suggéraient
Pexistence de deux récepteurs distincts. Mais ce n’est qu’un an plus tard que I’équipe de

Maggi (1989) réussit a identifier les récepteurs ET, et ETg, par la découverte d’un
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agoniste sélectif pour ce dernier récepteur. En effet, le fragment 16-21 de ’ET-1 suffit 2
stimuler le récepteur ETg. Depuis, plusieurs fragments du segment C-terminal ont été

identifi€és comme agonistes ou antagonistes sélectifs pour le récepteur ETg.

L’étude détaillée de ces fragments a permis d’identifier plusieurs pharmacophores
essentiels a la liaison et & I’activation du récepteur ETg. Ces résultats sont relativement
cohérents et suggerent fortement que le segment terminal hydrophobe, comprenant les
résidus Phe'* Leu'” et 11e?®, terminé par un résidu Trp, seraient 1’élément clé pour
Iactivité biologique sur ce récepteur (Saeki er al., 1992; Forget et al., 1996;Galoppini et
al., 1999). Mais ce serait ’environnement hydrophobe entourant la chaine latérale de
Trp21 qui serait la clé de I’activation du récepteur ETg (Forget et al, 1996). Une étude de
notre laboratoire menée conjointement avec un autre groupe (Filep ef al., 1992) suggére
que I’ajout d’un groupement formyle au tryptophane en position 21 permettrait de
discriminer entre les sous-types ETg; et ETp,. En effet, le peptide
[Trp(For)z']ET-l induit la constriction d’anneaux de trachée de cobaye mais il semble
incapable de provoquer la vasodilatation transitoire observée avec une artére de rat. Selon
le modele actuel, [Trp(For)*'JET-1 se lierait aux récepteurs ETgy, mais serait incapable

d’activer le récepteur ETg;.

Les études par RMN ont mis en évidence la grande flexibilité de la portion C-terminale
de ’ET (Forget et al.,1996). En effet, le retrait d’un groupement aussi petit que le formyle
(CHO) induit le repliement complet des analogues linéaires sur eux-mémes, les rendant
complétement inactifs (Appendice I). La présence du formyle sur le tryptophane
permettrait a ces peptides d’exposer davantage leurs groupements fonctionnels qui, grice
a leur flexibilité, pourraient s’orienter de fagon a s’adapter au site de liaison du récepteur

ETp.

Ainsi le groupement formyle semble jouer un rdle important pour 1’activation du
récepteur en induisant un repliement en coude de la portion terminale de fagon a ce que le
noyau indole du tryptophane se retrouve pres de la leucine-17. Ce repliement semble

jouer un rdle clé dans I’activation du récepteur ETg (Boulanger e al., 1999; Forget et al.,
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1996). Cette conformation est aussi rapportée dans d’autres études (Saudek, Miller et

Pelton, 1989; Mills et al., 1992).

Bien que le segment C-terminal suffise & induire 1’activation du récepteur ETj, la
modification du segment chargé 8 a 10 dans I’ET-1 compléte et cyclisée dans sa
conformation naturelle, a eu un impact majeur sur 1’activité biologique sur le récepteur
ETg. En fait, en plus d’une perte de puissance, ces analogues se sont avérés des agonistes
partiels (environ 60% de la contraction maximale de ’ET-1) sur les préparations de
parenchyme pulmonaire. La perte d’efficacité a été particulierement importante lors de la
modification de la position 8. De plus I’insertion de résidus Ser, Tyr, Tyr(PO3H;) ou
Tyr(SO3H2) a maintenu cette perte d’activité intrinséque. Le remplacement des résidus
Lys’® et Glu'® par une Ala entraine aussi une baisse importante de 1’activité contractile de
IET-1. Cette modification du segment chargé, qui est impliqué dans le premier tour
d’hélice, agit probablement en déstabilisant I’arrangement spatial du C-terminal en coude
B qui serait I'élément clé de I’activation du récepteur ETg. Seule I'introduction 2 la
position 10 de groupements portant un groupement hydroxyle ou carboxylique rétablit
tant la puissance, que la capacité contractile de ’ET-1 sur le parenchyme pulmonaire de
cobaye. La présence d’un atome d’oxygéne pouvant former un lien hydrogéne semble
donc favorable a la position 10. Ce type d’interaction pourrait jouer un rdle dans la
stabilisation du complexe ligand-récepteur, expliquant ainsi que le retrait des
groupements carboxyliques aux positions 8 ou 10 entrainerait une perte d’efficacité lors

de la contraction des tissus.

Ces résultats sont cohérents avec ceux de Takai et collaborateurs (1992), qui ont
synthétisé des analogues linéaires des fragments 8-21. Selon cette étude, le remplacement
de I’ Asp® par une Ala dans ’analogue [Ala'"'*|ET-1 (8-21) entraine une perte d’affinité
importante (83 pM et 5 nM). De plus, a partir d’analogues de 1’ET-1, Miasiro et son

équipe (1995) avaient suggéré I’importance de Glu'® pour I’activation du récepteur ETg.

L’insertion d’une Ala a la position 9 affecte I’activité biologique de I’ET-1 sur les

préparations pulmonaires. Ces résultats sont, en fait, inattendus puisque cette position, qui
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est naturellement occupée par une Lys dans I’ET-1, est occupée par une Glu dans la
SRTX-c. De plus, le remplacement de la Lys’® par une Ala dans I’analogue
Suc[Ala'"""]ET-1 (9-21) aeu pour effet d’améliorer I’affinité du peptide pour le récepteur
ETg (Takai et al., 1992). L’introduction d’une Ala 2 la position 9 semble donc affecter
davantage la capacité d’activation de I’ET-1 plutét que Iaffinité. En fait, puisque
Iintroduction de résidus Ala dans le segment chargé entraine une perte importante de
Pactivité contractile de I’ET-1, ce segment pourrait jouer un role dans le processus
d’activation du récepteur. Et puisque le segment C-terminal semble étre le segment
minimum pour induire cette activation, nous proposons que ce segment agisse en
stabilisant la conformation du segment terminal plut6t que d’agir directement au niveau
du récepteur.

Puisque plusieurs fragments de différentes longueurs avaient déja été identifiés comme
antagonistes et méme comme agonistes du récepteur ETg, il est surprenant que tous les
analogues des fragments 8-21 et 9-21 soient complétement inactifs. D’ailleurs,
I’IRL1620, un agoniste spécifique du récepteur ETg, quasi équipotent 4 ’'ET-1 et 4 I’'ET-
3, est formé du segment 8-21 de I’ET-1. Cependant, celui-ci posséde plusieurs
modifications de la chaine primaire du fragment pouvant expliquer la différence d’activité
biologique. En effet, les Cys 11 et 15, de méme que la Lys®, ont été remplacés par des Ala
et un Glu respectivement. De plus, cet analogue porte a son extrémité N-terminale un
groupement succinimide (Takai et al., 1992). Ces modifications pourraient expliquer la
différence d’activité biologique obtenue entre les analogues du fragment 8-21 et ceux
obtenus avec I’TRL1620. D’abord, il est connu depuis longtemps que la présence des liens
disulfures de I’ET-1 n’est pas essentiels pour I’activation du récepteur ETg (Saeki et al.,
1991). En fait, plusieurs analogues linéaires de ’ET-1, ou de fragments de celle-ci, ont
montré des propri€tés pharmacologiques intéressantes sur différentes préparations riches
en récepteurs ETg (Saeki ef al., 1992; Takai et al., 1992; Hey et al., 1993; Forget et al.,
1996; Hewage et al., 1998; Galoppini et al., 1999). Certains de ces auteurs ont méme
montré que la cyclisation de fragments du segment C-terminal de I’ET-1 avait pour effet
de diminuer Paffinité et/ou I’activité biologique de ceux-ci sur le récepteur ETg (Hey et

al., 1993; Forget et al., 1996). De plus I’insertion d’un groupement succinimide,
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comprenant deux carbonyles, en position N-terminale, a pour effet d’améliorer I’ affinité
des analogues linéaires du segment 8-21 (Takai et al., 1992). Finalement, cette étude
suggére également que le remplacement de la Lys’ par une Glu entrainerait
I’augmentation de I’affinité de I’analogue pour le récepteur ETg, mais aussi améliorerait

grandement la sélectivité de celui-ci envers ce récepteur.

De la série d’analogues du fragment 9-21, la plupart se sont également avérés, a toutes
fins utiles, inactifs sur les préparations pulmonaires. Ces résultats font donc des fragments
[lysg]ET-l (9-21) et N-Ac ET-1 (9-21) les premiers agonistes présentant une sélectivité
accrue pour le récepteur ETa. Bien qu’ils soient faiblement actifs sur les préparations
d’aorte de rat, ces analogues représentent un point de départ pour des travaux subséquents
afin de produire de nouveaux outils pharmacologiques qui seront utiles pour I’étude des

récepteurs de I’ET.

En ce sens, plusieurs analogues du fragment 9-21 ont été produits. De ceux-ci, seuls les
analogues modifiés aux positions 13 et 16 ont montré une certaine activité biologique sur
les récepteurs ETg. En effet, I’insertion de groupes méthyles sur le groupement phénol de
la Tyr, de méme que sur I’azote-3 du noyau imidazole, entraine une augmentation de
I’activité biologique du fragment 9-21 cyclisé. Ces résultats suggérent, bien que la Tyr ait
un pKa de 10,2, que lorsque I’on bloque I’ionisation de celle-ci, par I’introduction d’un
groupement méthyle par exemple, on obtient de meilleurs agonistes ETg. De plus, lors de
I'insertion d’une Ser, un acide aminé hydroxylé, ou d’une Phe, possédant un noyau
aromatique, on obtient des analogues équipotents 2 [lys’, Tyr(OMe)*JET-1 (9-21). Ces
résultats sont cohérents avec notre hypothése selon laquelle, a I’intérieur du fragment 9-
21, le pKa de la Tyr serait abaissé, un état qui semble défavoriser I’activation du
récepteur ETg. Une étude de la portion C-terminale de 1’endothéline-1, menée par
I’équipe de Cody (1991) avec des octapeptides analogues du segment C-terminal, avait
d’ailleurs suggéré que la portion médiane de la molécule interagirait avec le récepteur, via
une poche hydrophobe, puisque le retrait de la charge positive de His'® favoriserait la
liaison au récepteur. Huggins, Pelton et Miller (1993) ont aussi suggéré I’existence de ce

type d’interactions entre I’ET et ses récepteurs pour expliquer la stabilité de la liaison. De
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plus, d’autres travaux ont montré que la tyrosine en position 13 ne semble pas importante
pour I"activation du récepteur ETy (Forget et al., 1996; Maggi et al., 1990, Saeki et al.,
1992). Les résultats des études pharmacologiques, menées avec les analogues modifiés
aux positions 13 et 16, apparaissent étre en accord avec cette hypothése. Ainsi, la charge
positive portée par I’histidine-16 de méme que le tyrosinate pourraient nuire 2
Iinteraction entre le fragment 9-21 et le récepteur ETg en abaissant 1’hydrophobicité de

ce segment..

Cependant, ces résultats sont en contradiction avec ceux obtenus au cours de mes études
pour I’obtention du grade de maitrise. Lors de ces travaux, nous avions tenté de mesurer
I'impact d’une augmentation ou d’une diminution du niveau d’hydrophobicité du segment
médian de I’ET-1. En fait, des acides aminés plus ou moins hydrophobes, voire carrément
hydrophiles, ont été introduits avant ou aprés I’espaceur aliphatique dans I’analogue
[[Cys(Acm)>'!, Trp(For)*'](3-11)-Aca-(17-21)ET-1. Les résultats alors obtenus ont
suggéré qu’il n’y a pas de lien direct entre I’hydrophobicité, estimée a partir de 1’échelle
publiée par Parker et coll. (1986), et Pactivité biologique des peptides sur des
préparations de parenchyme pulmonaire de cobaye. L’introduction d’une chaine
aliphatique, telle que I’acide aminocaproique (Aca), améne une grande mobilité de la
chaine peptidique au niveau C-terminal (Boulanger et al., 1999). Celle-ci pourrait réduire
I'impact causé par I’introduction de résidus hydrophiles dans le segment C-terminal et

ainsi expliquer les résultats obtenus.

Les résultats entourant I’importance relative de 1’His'® dans le processus de liaison et
d’activation du récepteur ETg sont plus controversés. En effet, les travaux de Forget et
coll. (1996) suggerent que ce résidu favoriserait I’activité contractile, dans le parenchyme
pulmonaire de cobaye, d’analogues tronqués et cyclisés entre les positions 3 et 11. Alors
qu’a I’intérieur des mémes analogues, mais cette fois sous leur forme linéaire, I’His'®
défavoriserait I’activation des récepteurs ETg. Aussi, le remplacement de cet acide aminé

dans 1’analogue N-Ac-[Ala'""

JET-1 (10-21) par une Ala, n’avait pas montré de perte
importante d’activité biologique, alors que I’inversion de la chiralité de celui-ci la modifie

de fagon importante (Saeki et al., 1992). De plus, le segment minimal identifié pour
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maintenir une certaine activité sur le récepteur ETg est formé du segment 16-21 (Maggi er
al., 1990).Et finalement, & partir de I'étude du segment 16-21, Doherty et collaborateurs
(1991) ont mis en évidence I’importance de cet acide aminé basique. Ces résultats
suggérent que cette position, bien que non essentielle, aurait un rdle secondaire dans
Pactivation du récepteur ETg. Nous proposons que celle-ci pourrait agir en stabilisant
'arrangement tridimensionnel de certains analogues, expliquant ainsi que 1’orientation
spatiale de ce résidu soit importante, et que la séquence primaire, de méme que la
présence d’un lien disulfure, affectent grandement les résultats pharmacologiques obtenus
lors de la modification de cette position. La charge positive ainsi occupée 2 la
stabilisation de la structure du segment C-terminal, ne nuirait pas aux interactions

hydrophobes entre le peptide et le récepteur.

L’insertion d’un groupement formyle sur le noyau indole de Trp*' conduit également a
une augmentation de la capacité contractile des analogues du fragment 9-21 sur le
parenchyme pulmonaire de cobaye. Le méme phénoméne avait été observé lors des
travaux de Forget et coll. (1996), qui avaient décrit que I’insertion de ce groupement sur
I'indole du Trp avait pour effet d’augmenter la puissance relative d’analogues linéaires de
PET-1 d’un facteur supérieur a4 100 sur des préparations de parenchyme pulmonaire de
cobaye. Cependant, cette méme modification, a I’intérieur d’analogues cyclisés n’avait
que peu ou pas d’effet. Par la suite, des études de RMN sur ces analogues ont montré que
ce groupement avait pour effet d’induire I’allongement de la structure globale du peptide
termin€ par le repliement du segment C-terminal (Boulanger et al., 1999). Les auteurs ont
aussi montré un lien direct entre la présence de ce repliement en coude B et I’activité
biologique des analogues linéaires sur le récepteur ETs. Bien qu’aucun pont hydrogéne
ne soit apparent par RMN, les auteurs suggérent que cette structure soit stabilisée par
’augmentation de la polarité du noyau indole du Trp®!, facilitant ainsi son interaction
avec I’acide aspartique-18. Cet arrangement spatial permettrait de placer la chaine latérale
indolique dans I’environnement immédiat de la Leu'’ formant ainsi une protubérance
pouvant interagir avec une poche hydrophobe tel que porposé par Cody et al. (1991) et
Huggins, Pelton et Miller (1993).
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Cette hypothése est corroborée, d’une part, par les résultats obtenus de cette étude, mais
aussi, par ceux de la littérature. D’abord, le remplacement de Asp'® par une Gly ou une
Asn a complétement inactivé les analogues ET-1 (9-21), N-Ac-ET-1 (9-21) et [lysg]ET-l
(9-21). Le retrait de la charge négative ou I’augmentation de la flexibilité, tel qu’observé
par I’introduction d’une Gly, entraine une perte de la capacité d’activation du fragment 9-
21 sur le parenchyme pulmonaire. De plus, les résultats obtenus de 1’étude
pharmacologique des analogues [Cys(Acm)>!!, Trp(For)*'] (3-11)-Aca-(18-21) ET-1 et
[Cys(Acm)3" v Trp(For)zl] (3-11)-Aca-(19-21) ET-1 montrent une perte de puissance
relative d’un facteur 7 lors du retrait de Asp'® (Forget et al., 1996). De plus, I’inversion de
la chiralité de Asp'® dans un analogue linéaire et acétylé en N-terminal du fragment 10-21
entraine une importante perte d’activité biologique. En fait, cette perte était supérieure a
celle observée lors du remplacement de cet acide aminé par une Ala (Saeki et al., 1992).
1l apparait donc que le résidu Asp du segment C-terminal n’est pas essentiel 4 I’activation
du récepteur ETg, mais qu’il contribue a I’activité biologique lorsqu’il est correctement
aligné dans I’espace tridimensionnel. Ainsi, dans des analogues linéaires, 1’Asp'® pourrait
avoir un r6le dans la stabilisation de I’arrangement tridimensionnel de ce segment tel que

suggéré par Boulanger et collaborateurs (1999).

Un arrangement tridimensionnel plut6t allongé de la chaine peptidique, terminé par un
repliement permettant de placer le Trp?' dans un environnement hautement hydrophobe,
semble €tre I’élément clé de I’activation du récepteur ETp. A ce sujet, les articles de
Forget et coll. (1996) et de Boulanger et coll. (1999) fournissent des indices majeurs. De
plus, les analogues peptidiques sélectifs pour le récepteur ETg sont souvent formés de
fragments linéaires plus ou moins longs du segment C-terminal (Maggi et al., 1990; Saeki
et al., 1992; Takai et al., 1992; Miasiro et al., 1995). Aussi, I’inactivité des analogues
linéaires du fragment 9-21 semble donc, & prime abord, surprenante. En effet,
I'introduction aux positions 11 et 15 d’Ala ou de Cys(Acm) ne conduit pas & une
augmentation de la capacité contractile du fragment 9-21 sur le parenchyme pulmonaire
de cobaye. Or, parmi les analogues des fragments 8-21, 9-21 et 10-21, ce sont ces
derniers qui ont montré la plus forte activité biologique sur le récepteur ETp. Le rle joué

par la Lys® semble donc important dans le processus de sélectivité des fragments 9-21
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pour le récepteur ET,a, puisque cet acide aminé en position N-terminale défavorise
I"activation du récepteur ETp, et ce méme dans des analogues linéaires. Ces résultats sont
également en accord avec la littérature. En effet, la présence d’une charge positive en
position amino-terminale dans des analogues du segment C-terminal semble interférer de
fagon importante dans le processus d’activation. Les travaux de Takai et coll. (1992) ont
montré que 1’ajout d’un groupement succinimide en N-terminal des fragments 8-21 avait
pour effet d’améliorer 1’ affinité de ceux-ci pour le récepteur ETg. Des résultats similaires
avaient €té observés lors de I'insertion d’un groupement acétyle en N-terminal du
fragment linéaire 10-21 (Saeki et al., 1992). Les analogues linéaires formés du fragment
9-21, portant en plus de la charge positive N-terminal, une deuxiéme charge sur la chaine
latérale de Lys’, montrent a quel point un tel arrangement est mal toléré par le récepteur

ETs.

Les résultats que nous avons obtenus des travaux menés sur I’ET-1, dans laquelle I’un ou
I’autre ou les deux ponts disulfures ont été allongés, apportent des indices
supplémentaires appuyant I’hypothése selon laquelle le récepteur ETg accommoderait un
ligand de structure plut6t relachée. D’abord, cette modification de la longueur de 1’un ou
de Tautre ou des deux ponts disulfures, par I’insertion d’HoCys, affecte davantage la
capacité contractile de I’ET-1 sur les préparations d’aorte de rat, que sur les bandelettes
de parenchyme pulmonaire de cobaye. L’insertion d’une homocystéine en position 1
entraine une perte de puissance relative d’un facteur supérieur a 500 sur le récepteur ET.
Aussi, I’allongement du lien disulfure externe de I’ET-1 mene-t-il au développement
d’une sélectivité envers le récepteur ETg. En effet, I’analogue [HoCys']ET-1 est environ
35 fois plus actif sur le parenchyme pulmonaire que sur I’aorte. Ces résultats sont en
accord avec ceux publiés par plusieurs équipes qui suggérent que les ponts disulfures sont
essentiels a I’activation du récepteurs ET s, mais non pour le récepteur ETg (Kimura et al.,
1988; Hirata et al., 1989a; Hirata et al., 1989b; Hirata et al., 1989c; Nakajima et al.,
1989b).

Ainsi, il semble que le site de liaison de I’ET sur le récepteur ETg accommode un ligand

de structure allongée ayant un repliement dans son segment C-terminal de fagon a former
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une protubérance hydrophobe qui agirait via une poche hydrophobe. Les résidus Phe'?,
Leu'’, Ne® et Trp?' seraient les éléments clés pour la liaison et I’activation de ce
récepteur, alors que His'® et Asp'® auraient des rdles secondaires dans la stabilisation de
la structure secondaire du segment C-terminal afin d’obtenir le bon alignement des
pharmacophores. Finalement, la présence de charges tant en position N-terminale, qu’aux
positions 13 et 16 d’analogues formés du fragment C-terminal semblent défavoriser

I’activation du récepteur ETg.

19. PTHrP

Le développement de métastases est un processus complexe se déroulant en plusieurs
étapes. Chacune de celles-ci dépend d’interactions spécifiques s’établissant entre la
cellule cancéreuse et le tissu hote, dont le résultat est la multiplication de celles-ci.
Chacune de ces étapes représente, pour la recherche bio-médicale une cible potentielle
pour linterruption du processus métastatique et I’avancement du cancer. La

compréhension de ces interactions est donc primordiale.

Bien que le processus métastatique du cancer de la prostate soit lent, celui-ci aboutit
toujours au développement de métastases osseuses, surtout au niveau des grands os plats
comme la hanche. Des Iésions ostéolytiques sont d’abord observées, mais avec le temps,
une croissance osseuse est aussi observée. Puisque 1’on retrouve des niveaux élevés de
PTHrP, une protéine connue pour stimuler les ostéoclastes, celle-ci semble directement
impliquée dans la résorption osseuse observée. Cependant, les mécanismes conduisant au
développement anarchique de la matrice osseuse demeurent incompris. Récemment, des
travaux menés sur des clavicules de souris ont suggéré I’implication probable des ETs
dans ce processus. Selon I’hypothése avancée par Chirgwin er al. (2003), les fragments
PTHrP (1-16) et PTHrP (1-23) auraient la capacité de lier et d’activer le récepteur ET4 2
la surface des ostéoblastes et de générer ainsi la croissance osseuse (Chirgwin et al.,
2003). Ce croisement entre les voies du PTHrP et des ETs viendrait ainsi expliquer le
paradoxe entourant le développement de la matrice osseuse, et ce, malgré les niveaux

élevés de PTHrP.
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Dans la poursuite de notre objectif, c'est-a-dire 1’identification des pharmacophores requis
pour la liaison et I’activation du récepteur ET 4, I’étude des fragments PTHrP 1-16 et 1-23
avait un intérét important. Ainsi, le PTHrP (1-16) a été obtenu commercialement, alors

que le PTHrP (1-23) a été synthétisé dans nos laboratoires.

19.1. Stratégie et résultats de synthése peptidique

Puisque le PTHrP (1-23) est un peptide linéaire ne comportant aucune difficulté
particuligre, nous avons procédé par I’approche utilisant la chimie Fmoc telle que décrite
précédemment. Les acides aminés portant des groupements fonctionnels sur leur chaine
latérale ont été introduits dans la séquence peptidique avec des groupes protecteurs, en
plus du Fmoc porté par leur amine o. Ainsi, nous avons pu minimiser I’incidence de
réactions secondaires, et nous avons obtenu du matériel de qualité qui a pu étre

directement purifié par CLHP préparative.

Les analyses effectuées par CLHP analytique de méme que par spectrométrie de masse
confirment I’obtention du peptide désiré avec une bonne pureté. Nous avons effectué les
mémes analyses sur le PTHrP (1-16) obtenu du commerce et nous avons obtenu les

résultats attendus.

19.2. Essais pharmacologiques et essais de liaison

Contrairement a ce qui était attendu, les deux fragments se sont avérés incapables
d’engendrer la contraction des préparations de parenchyme pulmonaire de cobaye, mais
aussi des anneaux d’aorte thoracique de rat. De plus, les courbes concentration-réponse de
I’ET-1 effectuées en présence de 1 pM de PTHrP (1-16) ou de PTHrP (1-23) ne montrent
aucune différence significative avec celle effectuée avec I’ET-1 seule. Ces peptides ne

possédent donc aucune activité agoniste ou antagoniste sur les récepteurs ET, et ETp.
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Les essais de compétition entre 1’['251] ET-1 (0,1 nM) et des concentrations croissantes de
PTHIP (1-16) et PTHrP (1-23) montrent également que ces peptides ne présentent aucune
affinité pour les récepteurs de I’ET. En effet, ceux-ci sont incapables de déplacer I’ET-1
radiomarquée de son site de liaison tant sur le récepteur ET4 que le récepteur ETp et ce

malgré des concentrations plus de dix mille fois supérieures 2 celle de I’ET-1.

L’équipe de Chirgwin explique leurs résultats avec une certaine homologie de séquences
entre 'ET-1 et les fragments PTHrP. En effet, le segment 6 2 9 de I'ET-1 comprenant les
acides aminés Leu-Met-Asp-Lys est retrouvé, en partie, entre les positions 8 a 11 du
PTHrP qui comprend les résidus Leu-His-Asp-Lys. Cependant, depuis la découverte de
I'ET-1, plusieurs pharmacophores des récepteurs ETs et ETy ont été identifiés. Ces
pharmacophores ne se retrouvent pas dans les fragments PTHrP. D’abord, mis 2 part
I’analogue [Ala'", Trp(For)JET-1 (9-21), aucun analogue linéaire de I’ET-1 n’a montré
d’affinité pour le récepteur ETa. Ensuite, le segment C-terminal hydrophobe terminé par
le résidu Trp, a été identifi€ comme étant un élément clé pour 1’activation des récepteurs
de L’ET. De plus, nos résultats montrent que le segment chargé retrouvé dans la partie
médiane de I’ET-1, mais surtout Glu'o, est essentiel a I’activation du récepteur ETa. Ces
éléments structuraux ne sont pas contenus dans les segments 1-16 et 1-23 du PTHrP, ce

qui explique que ceux-ci ne soient pas reconnus par les récepteurs de I’ET.

Les résultats obtenus sur les clavicules de souris en culture sont probablement le résultat
d’un effet indirect des fragments PTHrP qui pourraient stimuler la libération d’ET-1 par
le tissu et ainsi stimuler le récepteur ET, pour engendrer la croissance osseuse. Nous ne
pouvons aussi exclure la possibilité de I’implication d’un récepteur non caractérisé de la

voie des ETs, qui lui pourrait étre stimulé par les fragments PTHrP.
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Conclusions

Depuis sa découverte en 1988, par Yanagisawa et coll., I’endothéline a fait 1’objet d’une
multitude de travaux qui, malgré leur portée, n’ont pas encore complétement élucidé le
mode d’action de ce peptide a 1’échelle moléculaire. L’intérét pour ce peptide continue
donc a se manifester d’autant plus que ce médiateur chimique est maintenant associé a
plusieurs pathologies des systémes cardiovasculaire, rénal et pulmonaire. Par conséquent,
la compréhension des mécanismes permettant au peptide d’interagir avec ses récepteurs
demeure un objectif essentiel au développement d’agents pharmacologiques pour I’étude

de la voie de I’ET.

Dans le cadre de notre étude, nous avons développé plusieurs séries d’analogues dans le
but de déterminer I’implication du segment chargé et de la portion C-terminale de I’ET-1
dans les mécanismes d’activation des récepteurs, mais aussi dans le processus de
s€lectivité de ceux-ci. Ces études nous ont permis d’identifier les premiers analogues 2
structure réduite montrant une sélectivité envers le récepteur ET,. En effet, bien que les
analogues [lys’JET-1 (9-21), N-Ac-ET-1(9-21) et [Ala'"", Trp(For)?'|ET-1 (9-21), se
sont montrés modérément puissants sur des préparations d’aorte de rat, ils se sont avérés
inactifs sur des préparations de parenchyme pulmonaire de cobaye. Ces résultats font
conséquemment de ceux-ci les premiers agonistes du récepteur ET,, infirmant ainsi le
concept faisant consensus, a savoir que la chaine compléte de I’ET-1 est requise pour
activer ce récepteur. Donc contrairement 2 ce qui a été publié dans la littérature, ces
résultats suggerent que tous les pharmacophores du récepteur ETa sont contenus dans la
portion 9-21 de I'ET-1. En fait, nos résultats indiquent que le segment N-terminal agirait
plut6t dans le processus de liaison du peptide, puisque les analogues de fragment 9-21 ne

possede qu’une faible affinité pour ce récepteur (Langlois ef al., 2003).

Les €tudes de structure-fonction menées sur I’ET-1 et sur des analogues du fragment C-
terminal ont montré que la charge négative portée par I’acide glutamique 2 la position 10
serait un €lément clé pour la liaison et I’activation du récepteur ET,. De plus, nous

proposons que le fragment 9-21 active ce récepteur via un mécanisme moléculaire
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similaire a celui retrouveé au site catalytique des sérines protéases. En effet, le groupement
carboxylique terminal, le noyau imidazole de I’histidine-16 et le groupement phénolique
de la Tyr"? seraient importants pour le processus d’activation puisque leur retrait entraine
une perte de I’activité contractile des analogues du fragment 9-21 sur les préparations
d’aorte de rat. Ces groupements fonctionnels pourraient former un relais de charge
permettant la formation d’un jon tyrosinate qui lui pourrait interagir directement au
niveau du récepteur ETs. Toutefois, un tel mécanisme d’activation n’est possible que si
le peptide posséde une structure bien organisée et compacte. Les résultats obtenus des
€tudes de dichroisme circulaire suggérent effectivement 1’adoption d’un arrangement
tridimensionnel en coude ou en hélice irréguliere par le segment C-terminal, tel qu’il avait

été suggéré par I’équipe de Wallace suite a des études par cristallographie.

La lysine-9 de son c6té interviendrait dans le processus de sélectivité des récepteurs. En
effet, elle participerait a I’activation du récepteur ET4 et sa présence en position N-
terminale des fragments 9-21 serait un élément défavorable pour I’activation du récepteur
ETg. Donc, 2 la lumi¢re de nos résultats, la présence des charges positives a I’extrémité
N-terminale jumelées a celles portées par les chafnes latérales de la Lys® et de 1’His'®
nuiraient a I’activation de ce récepteur. De plus, comme montré par le remplacement de la
tyrosine-13 au moyen d’un acide aminé non ionisable, une modification qui a entrainé
une augmentation de I’activité biologique du fragmant 9-21 sur les préparations
pulmonaires, nous croyons que !’arrangement moléculaire menant 4 la formation du
tyrosinate est unique pour le récepteur ETa. De plus, nos travaux convergent vers la
conclusion que le récepteur ETp s’accom