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Sommaire

L’endothéline, un des plus puissants vasoconstricteur connus & ce jour a été découvert il y
a plus de 20 ans dans les cellules endothéliales. Il est impliqué dans la régulation du tonus
vasculaire via deux types de récepteurs, soit ET, et ETg. Différentes études ont montré
un lien entre I'ET et certaines maladies vasculaires, telles I’hypertension et 1’ischémie. Du
point de vue pharmacologique et thérapeutique, il est donc important de mieux
comprendre les mécanismes de liaison entre ce peptide et ses récepteurs. Afin de
caractériser le domaine de liaison des récepteur de ET, des études de photomarquage
avaient déja été effectuées dans notre laboratoire, avec un antagoniste et un agoniste des
récepteurs de 'ET. Cette technique se base sur I’affinité d’une sonde photoréactive aux
récepteurs et sur la formation d’un lien covalent entre cette sonde et le récepteur.
L’analyse électrophorétique des fragments obtenus aprés clivage du complexe ligand-
récepteur a ainsi permis I’identification de points de contact entre I’ET et ses récepteurs.
Pour mieux cibler les sites de liaison, nous avons utilisé la méme technique qu’avec
I’antagoniste et I’agoniste, mais cette fois avec la molécule endogéne, soit I’ET. Les
acides aminés des positions 4, 7, 9, 12, 14 et 21 de I’ET ont été successivement remplacés
par le L- ou le D-p-benzoylphenylalanine (p-Bpa), un agent photosensible. L’activité de
ces analogues a été vérifiée par des essais pharmacologiques sur des aortes de rat
(contenant essentiellement des récepteurs ETA) et sur le parenchyme pulmonaire de
cobaye (contenant une population majoritaire (environ 80%) de récepteurs ETg).
L’affinité des analogues a été ensuite vérifiée par des tests de compétition sur des cellules
CHO surexprimant les récepteurs ET4 ou ETg. Les sondes ayant conservé une bonne
affinité pour les récepteurs et une bonne activité et ce malgré I’insertion du groupement
photoactivable, soit [L-Bpa’, Tyr('*’I)*]hET-1) et [Nle’, L-Bpa'? Tyr('*’I)*JhET-1, ont
été choisies pour les études de photomarquage. La digestion des complexes ligand-
récepteurs a ainsi permis de déterminer que la sonde [Nle’, L-Bpa'*hET-1 aurait un point
de contact sur la deuxiéme moitié de la 1°° boucle extracellulaire ou la partie supérieur
du domaine transmembranaire III (TMIII), alors que le segment inférieur du TMVI ou la

seconde moitié de la boucle intracellulaire III (ECIII) contiendrait un point d’ancrage



xi

pour [L-Bpa’]hET-1 au niveau de ET4. De plus, les travaux ont montré que la 2° boucle
extracellulaire du récepteur ETg viendrait & proximité du ligand [Nle’, L-

Bpa'?, Tyr(***I)JhET-1 lors de sa liaison.
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Préambule

Les peptides participent au maintien des fonctions du corps humain, incluant notamment
Pactivité cardiaque et vasculaire. Ces substances importantes de ’homéostasie sont par
exemple retrouvées dans le cceur lui-méme ou dans les parois des vaisseaux sanguins.
L’endothéline (ET) est un peptide montrant des effets centraux et périphériques uniques
sur le systtme cardiovasculaire. L’ET figure ainsi parmi les plus puissants
vasoconstricteurs découverts a ce jour. Ses activités biologiques suggérent une
implication dans des maladies telles I’ischémie du myocarde et I’hypertension, lesquelles
touchant de plus en plus de gens. Par conséquent, I’étude de son mode d’action constitue
un domaine majeur de recherche et le Laboratoire d’études moléculaires et
pharmacologiques des peptides (LEMPP) participent depuis plusieurs années a ces
travaux en évaluant les fonctions de ’ET et de ses récepteurs. Ainsi, au moyen de
diverses approches telles que les études de structure-activité, la mutagénése dirigée et les
récepteurs chiméres, de nombreuses études ont été menées pour mieux comprendre
I’interaction entre I’ET et ses récepteurs. Par complémentarité aux travaux déja réalisés,
la technique de photomarquage, qui permet d’identifier des régions de contact entre le
ligand et son récepteur, peut évidemment étre utilisée. Par cette technique, nous avons
ainsi été en mesure de déterminer des zones de liaison de I’ET sur ses récepteurs ET, et

ETs. Pour ce faire, différents objectifs devaient étre atteints :

e Synthése en phase solide d’analogues photosensibles de I’ET

e Evaluer Iactivité des analogues sur les récepteurs, & 1’aide d’essais
pharmacologiques réalisés au moyen de l’aorte de rat et du parenchyme
pulmonaire de cobaye.

e Evaluer Iaffinité des analogues a ’aide de tests de compétition sur des cellules
CHO surexprimant les récepteurs humains ET, ou ETg.

o Photomarquer les récepteurs a I’aide des sondes développées.

e Cliver les complexes ligand-récepteur photomarqués afin de déterminer les

fragments des récepteurs liés aux sondes.
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Ce Mémoire est présenté sous forme de Mémoire par article. La premiére partie présente
une revue de la littérature portant sur ’endothéline, ses récepteurs et la technique du
photomarquage. Suit ensuite un résumé du manuscrit, ainsi que le manuscrit lui-méme
qui a été soumis a la revue internationale Biochimie (facteur d’impact de 3,2). Pour finir,
une bréve discussion des résultats obtenus suite & mes travaux réalisés dans le cadre du

programme de Maitrise en sciences expérimentales de la santé.



1. LENDOTHELINE

1.1 La découverte de I’Endothéline

La découverte de la prostacycline (PGl-.) en 1976 et de 'EDRF (endotheliiun-derived
relaving factory en 1980 (Iurchghott ¢t Zawadski, 1980), qui sont toutes deux des
substances vasodilatatrices libérées par I’endothélium, a amené les scientifiques i revoir
les rdles de celui-ci, qui autrefois était pergu comme unc simple barri¢re entre Ies tissus
vasculaires et les cellules sanguines. A ce jour, I’endothelium est décrit comme un tissu
multifonctionnel ayant un réle important dans I’homéostasie du systéme cardiovasculaire.
Cette barricre semipermeable est maintenant connue pour ses fonctions métaboliques
pouvant libérer certains facteurs vasoactifs (Mateo et Artinano, 1997). Suite a la
découverte de I'EDRF, Furchgott et Zawadzki ont démontré que cette substance était en
fait Ie NO. Peu de temps apres la découverte de I’EDREF, la présence dans I’endothélium
d’unc substance ayant des effets opposés (cffet vasoconstricteur) a ¢té observée et

nommée EDCF (endothelium-derived contracting factor).

L’EDCEF a finalement été isolé du surnageant de cellules endothéliales d’aorte de porc et
séquencé en 1988 par Yanagisawa. Ce facteur a été nommé endothéline porcine, mais est
maintenant connu sous le nom d’endothéline-1 (ET-1) (Yanagisawa et al., 1988). En
1989, deux autres peptides ressemblant a I’ET-1 et provenant de trois génes distincts

(Inoue et al., 1989) ont été clonés et identifiés comme ET-2 et ET-3.

1.2 Caractéristiques moléculaires

L’ET-1 est un peptide de 21 acides aminés d’un poids moléculaire de 2492 Da. Cette
chaine peptidique est repliée sur elle-méme et elle est stabilisée par la présence de deux
ponts disulfures reliant les Cys 1 et 15 ainsi que 3 et 11. De plus, les extrémités carboxy-
et amino-terminales de ce peptide sont libres. Engendrant des contractions puissantes et
soutenues, ’ET-1 est I'un des plus puissants vasoconstricteurs connus a ce jour

(Yanagisawa et al., 1988). Seule I’urotensine II est plus puissante, mais son efficacité est



moindre et son action est de beaucoup plus courte durée (Maguire ¢t Davenport, 2002).
Les isoformes de I'ET-1, soit ET-2 et ET-3 ne différent que trés faiblement de la structure
de ET-1. En effet, la séquence de ET-2 n’cst différente de celle de ET-1 que par deux
acides amings, soit aux positions 6 ¢t 7. Pour sa part, ET-3 est différente de ET-1 par 6
acides aminés (aux positions 2, 4, 5, 6, 7 et 14) (Figure 1). De plus, Ies différences entre
les trots 1soformes ne sont pas sculement structurales, mais ¢galement au mveau de leur
activité biologique. L’effet vasoconstricteur de ET-1 et ET-2 est plus important que ET-3
et cc dernier pourrait ¢galement agir comme vasodilatateur (Masaki ¢t Yanagisawa,
1992). ET-1 a ét¢ initialement isolé de I’endothé¢lium, mais est aussi exprimé dans des
tissus non-vasculaires tels le cerveau, le foic, les poumons ct autres (Sakurai ef al., 1991).
ET-2 est entre autres tres exprimé dans e fore ¢t ET-3 est abondamment exprimc dans les

intestins (Bloch er al., 1989; Ohkubo ef al., 1990).



Figure 1. Isoformes de I’ET retrouvés dans le génome humain. Les acides aminés

représentés en rouge sont ceux qui différent de ’ET-1 A) ET-1, B) ET-2 et C) ET-3.



1.3 Les sarafotoxines

Il existe aussi unc autre famille de peptides homologues a la famille des endothélines.
Cette famille sc nomme les sarafotoxines (SRTX) ct sont des neurotoxines extraites du
venin de serpent (Atractaspis egaddensis) qui agissent sur les mémes récepteurs que 'ET
dans Ic cerveau ct le coeur (Ambar ct al., 1989). En plus de partager les memes
récepteurs, les sarafoloxines affichent des traits communs de structure. Tout comme les
cndothélines, elles sont formées de 21 acides amings, possédent des extrémités amino et
carboxy-terminales libres ainsi que deux ponts disulfures reliant les Cys 1-15 et 3-11
(Figure 2). Ces caractéristiques communes avec les endothélines suggeérent une méme

ortgine au niveau de 1'evolution des deux familles.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
ET-1 Cys-Ser-Cys -Ser- Ser- Leu-Met-Asp-Lys-Glu -Cys-Val-Tyr-Phe -Cys- His-Leu-Asp-Tle-lle-Trp
ET-2 Cys-Ser -Cys- Ser -Ser-Trp-Leu-Asp-Lys-Glu-Cys-Val-Tyr -Phe-Cys- His-Leu-Asp-lle-lle-Trp
ET-3 Cys-Thr-Cys-Phe-Thr-Tyr-Lys-Asp-Lys-Glu-Cys-Val-Tyr-Tyr-Cys- His-Leu-Asp- Ile-Ile-Trp
S6a Cys-Ser-Cys-Lys-Asp-Met-Thr-Asp-Lys-Glu-Cys-Leu-Asn-Phe-Cys-His-Gln- Asp-Val-Ile-Trp
S6b  Cys-Ser-Cys-Lys-Asp-Met-Thr-Asp-Lys-Glu-Cys- Leu-Tyr-Phe-Cys-His-Gln-Asp-Val-lle-Trp

S6¢ Cys-Thr-Cys-Asn-Asp-Met-Thr-Asp-Glu-Glu-Cys-Leu-Asn-Phe-Cys-His-Gln-Asp-Val-lie-Trp

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

Figure 2. Structure primaire des isoformes de I’ET et des sarafotoxines. Les acides
aminés en gras sont ceux qui difféerent de I’ET-1. (Figure tirée de Mateo et Artinano,

1997)



1.4 Etudes structure-fonction

Les partics les plus conserveées dans les isoformes de I'ET-1 suggérent un réle important
de celles-c1 dans la liaison ct/ou I’activation des récepteurs. Certaines parties de la
molécule sont essentielles a ces processus et la modification de ces pharmacophores nuit
a la hatson ct a Pactivation des récepteurs. 11 est donc mportant de déterminer ces
pharmacophores dans le but de micux comprendre les mécanismes ct ainsi permettre le
développement de nouvelles molécules pouvant lier les récepteurs. Depuis la découverte
de ’ET, maintes ¢tudes ont ét¢ mencées afin de cerner ces pharmacophores. De plus, ces

¢tudes ont montre quce les pharmacophores sont différents pour ET ¢t ETj;.

La presence des ponts disulfures reliant les Cys cst un ¢lément important pour la lisaison
sur ET y, tandis qu’elle n’est pas essentielle pour le récepteur ETy;. En effet, les analogues
linéaires synthétis¢s avec des alanines aux positions 1, 3, 11 ct 15 (remplagant les Cys)
permettent unc aussi bonne activité que I'ET sur ET)y;, mais non sur ET,. Cependant, il
semble que le lien [-15 soit plus important que celui des positions 3-11 sur le récepteur

ETx (Pelton et Miller, 1991, Topouzis ef al., 1989).

Les endothélines ainsi que les sarafotoxines ont des extrémités amino- et carboxy-
terminales libres, suggérant I’importance de cette caractéristique. En effet, I’ajout d’un
groupement acyle sur ces extrémités enléve completement ’activité de ’ET (Nakajima et
al., 1989b). Néanmoins, des études réalisées dans nos laboratoires ont montré que la
formylation du résidu Trp n’entrainait pas une perte d’activité mais engendre plutét un
agoniste partiel sur le récepteur ETp. (Forget et al., 1996). Malgré tout, il est acquis que
le résidu Trp en position 21 est important, puisqu’une perte d’activité est observée lors de
son remplacement (Tam et al., 1994). Toutefois, la substitution de cet acide aminé par un
résidu aromatique, comme Tyr ou Phe, meéne a des analogues partiellement actifs

(Nakajima et al., 1989a).



Une approche trés utilisée pour déterminer les éléments fonctionnels d’un peptide cst le
balayage de séquence au moyen d’unc alanine (Ala scan). Celui-ci consiste a remplacer
chaque acide aminé par une Ala et a évaluer Iaffinit¢ et Pactivité de ’analoguc
correspondant sur les récepteurs. Cette ¢tude a été menée sur I'ET et elle a montré que les
résidus Asp®, Tyr”, Phe', Leu'” étaient des éléments importants pour la liaison sur les
récepleurs. Le remplacement des residus I')'r”, Phe™ et 1.cu' a donnée licu a unc
diminution signtficative de la liatson, cc qui suggére quec les chaines  latcrales
hydrophobes des acides aminés sont des pharmacophores importants pour le contact du
ligand sur les récepteurs. De plus, le remplacement de I’Asp” et de Leu'’ fait perdre 90%
de "activité agoniste, sans toutcfois empécher la liaison, qui demeure presque équivalente
dcelle de ET-1. Ces résultats suggerent que ces deux actdes aminés sont importants pour

la transduction du signal (Tam et al., 1994).

La structurc tridimensionnelle joue bien sir un réle majeur dans la reconnaissance du
ligand par le récepteur. Ainsi, certains changements dans la molécule modifiant la
structure tridimensionnelle peuvent inhiber complétement le processus de liaison. Pour
¢tudier la conformation de I’ET, des études de résonance magnétique nucléaire (RMN),
de cristallographie et de dichroisme circulaire (DC) ont été réalisées dans les années qui

ont suivi la découverte du peptide.

Ainsi, la molécule d’ET est repliée sur elle-méme par la présence des deux ponts
disulfures. De plus, des études de cristallographie ont suggéré que la partie N-terminale
serait une structure en feuillet plissé, avec un coude B, et la partie C-terminale formerait
une hélice irréguliere (Wallace et Janes, 1995). Cependant, il y a des divergences
concernant la structure de ’ET puisque des études antérieures par RMN ont montré que
le peptide adopte une autre conformation. En effet, les résultats ont suggéré que ’ET était
sous forme d’hélice-a pour la portion 9-16 (Sokolovsky, 1992) de sorte qu’il n’y a
toujours pas de consensus quant & la structure qui differe selon le milieu et la méthode

d’analyse utilisée.



1.5 Biosynthese de I'ET

L’ET est séeréte par les cellules endothéliales, mais ces dernicres ne peuvent pas
ecmmagasiner le peptide en vue de le libérer ultéricurement. La régulation de la séerétion
de I'ET se fait donc au niveau de la synthese de celui-ci. L’expression du gene est induite
par plusteurs facteurs, notamment adrénaline, la thrombine, la vasopressine,
Mangiotensine H, Minsuline, les cytokines, des facteurs de croissance amst gue des stimuli
physiques. A Poppose, le NO, la prostacycline, les peptides natriurétiques sont des

¢léments qui viennent réguler a la baisse la sécrétion de I'ET (Mateo et Artinano, 1997).

L7ET est synthetisé a partir dun precurscur nomme préproendothéline, qui est composd
sclon les especes de 160 & 238 acides aminés. Celui-ci doit étre clivé par une
endopeptidasc de type furine pour former la BigET, aussi connue sous le nom de proET.
Ce précurseur cst composé de 37 a 41 acides aminés ct il est pratiquement
biologiquement inactif. Cette protéolyse se fait au nivcau de sites dibasiques, plus

)

spécifiquement au niveau de la Lys5'-Arg 2 et Arg(n-Argm. Une seconde étape de clivage
est ensuite requise pour produire le peptide actil de 21 acides aminés. Ce clivage est
assuré par une métalloprotéase membranaire a zinc, appelée enzyme de conversion de
PET (ECE), au niveau du lien peptidique entre les résidus Trp et Val dans le cas de ET-1

et ET-2 et entre les résidus Trp et lle dans le cas de ET-3 (Xu er al., 1994).



1.6 L’ECE

L’ECE cst unc métalloprotéase de 758 acides aminés, qui contient un scgment
transmembranaire, une portion N-terminale cytosolique de seulement 56 résidus et un
segment  C-terminal extracellulaire de 681 acides aminés, qui comprend le site
catalytique. Plusieurs sites de  N-glycosylation sont retrouvés dans le  domaine
xtracellulare de cette protéine membranaire (Goto er al., 1996). 11 existe trois isolormes .
de I'ECE, ECE-1, ECE-2 et ECE-3. ECE-1 a ¢t¢é la premicre découverte (1994) ct est la
plus importante au niveau physiologique. ECE-1 possede une spécificité pour la BigET-
I : BigET-1 > BigET—Z > BigET-3, mais peut aussi hydrolyser certains autres peptides
comme la bradykinine, la substance P, "angiotensine 1 ¢t FPinsuline. Cependant,
I'hydrolyse de ceux-ci est d’efficacité moindre (Hoang ct Turner. 1997; Johnson ef al.
1999). De plus, quatre isoformes de ECE-1 ont été découvertes, ECE-1a et b (Shimada er
al. 1995), ¢ (Schweizer et al. 1997) et d (Valdenaire et a/.,1999). Un seul géne code pour
ces isoformes et ceux-ci ne different que par la partie N-terminale. ECE-1 est exprimée
surtout au niveau des cellules endothéliales et des cellules musculaires lisses. De plus,
ECE-1 clive la BigET-1. ECE-2 possede 59% d’homologie avec ECE-1 et est également
responsable du clivage de BigEt-1 en ET-1. ECE-3 montre quant a elle une spécificité

pour BigET-3 (D’Orléans-Juste, 2003).

1.7 Effets physiologiques de PET

Connu surtout pour ses propriétés vasoactives, I’ET est aussi impliqué dans divers
systemes de I’organisme. Suite a la découverte de 1’expression de ce peptide dans
plusieurs tissus, les chercheurs ont multiplié leurs efforts pour connaitre davantage ses
roles. Ainsi, il est d’abord bien connu que 'ET joue un rdle majeur dans le maintien du
tonus vasculaire. En effet, au niveau des muscles lisses vasculaires, I’ET aurait un effet
constricteur des muscles isolés, un effet vasoconstricteur des artéres coronaires et une
augmentation de la pression sanguine. De plus, au niveau de I’endothélium vasculaire,

I’endothéline via le récepteur ETp aurait un effet dilatateur suite a une libération de NO.



Dans les tissus du cceur, PET augmenterait la contractilité ainsi que le débit cardiaque
(Doherty et al., 1992). Récemment, il a aussi ¢t¢ montré que suite a un infarctus du
myocarde, le sysieme ET serait bénéfique a la réparation tissulaire ct au rétablissement
des fonctions cardiaques (lvy et al.,, 2001). Il a aussi ¢té observé que la libération
soutenue d’ET-1 induisait "angiogénese (Cruz et «l., 2001). En plus d’avoir des effets
constricteurs au  niveau des  vaisscaux  sanguins, T st aussi un puissant
bronchoconstricteur ¢t est capable d'induire la constriction des muscles lisses de

'intestin, de la trachéce ct de "utérus (Doherty et al., 1992).

LLe systeme endothéline est également d’une grande importance dans le développement
cmbryonnaire ¢t néonatal. Entre autres, les genes codant pour ET-1, ET, ct ECE-I
seraient impliqués dans le developpement des structures cranios-faciales et dans le
systeme d’éjection cardiaque dérivé des crétes neurales. Des expériences avec des souris
n’ayant pas de génes fonctionnels soit pour ET-1, ECE-1 ou ET, ont montré que ces
¢léments étaient nécessaires au stage E10 pour un développement normal de la créte
neurale. Il y aurait également un disfonctionnement artériel chez ces souris déficientes
(Kurthara er al., 1995; Clouthicr e «l., 2000). De plus, les génes pour ET-B, ET-3 et
ECE-1 auraient également un réle a jouer dans le développement embryonnaire. La
suppression de ces geénes mene a un défaut de pigmentation dii a I’absence de
mélanocytes et a un déréglement intestinal, qui provoque la mort des animaux (Baynash

et al., 1994).

L’homéostasie rénale est aussi en partie régulée par le systéme endothéline. En effet, 'ET
influe entre autres sur I’excrétion d’eau, de sodium et sur la libération de rénine.
Egalement, la vitesse de filtration par le glomérule ainsi que le flux sanguin rénal seraient

ralentis grace a ’ET (Doherty et al., 1992).

Dans le systéeme reproducteur, il y aurait une interaction entre la progestérone, les
prostaglandines et I’ET dans la physiologie du corpus luteum. En effet, il a été montré
que les cellules lutéales produisaient de P'ET et controlaient la production de

progestérone (Miceli et al., 2001).



En somme, lc systéme ET cst essenticl dans une multitude de mécanismes, il va de soi
quec son disfonctionnement I’'implique dans diverses maladies, telles 'hypertension, la
maladie d’Alzhcimer, P'athérosclérose, I'insuffisance rénale, I’ischémie du myocarde,

I"asthme, "angiogencse tumorale, ete. (Pinet, 2004; Matco et Artinano, 1997).
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2. Les récepteurs de ’ET

2.1 Les récepteurs de I'ET

L’endothéline agit via deux réeepteurs qui appartiennent a la classe A de la grande
famille des récepteurs couplés aux protéines G (GPCR), qui sc caractérisent par 7
scgments transmembranaires. Les deux recepteurs ont été clonés ct identifics comme ET
(Hosoda ef al., 1991) ct ETy (Nakamuta ¢r «f., 1991). lls sont situés surtout dans les
structures vasculaires, mais ¢galement dans differents tissus, dont entre autres Ic cacur, la
rate, les reins, les voies respiratoires, Ie foic, le pancréas, I'utérus ct le systeme nerveux
central (Stjernquist, 1998). 11 existe environ 68% de similitude entre les séquences des
récepteurs ETy et BTy, dont les parties les plus conscrvées sont dans les domaincs
transmembranaires (Karne ct al., 1993). Ces récepteurs ne se distinguent pas sculement
par leur structure primaire, mais également par leur distribution et leurs différentes
alfinités ct sélectivités pour les isoformes de ’ET. En cffet, le récepteur ET, possede une
tres grande affinité pour ET-1, soit environ 1000 fois plus élevée que pour ET-3, mais
aussi une bonne affinité pour ET-2 (Hosoda et al., 1991). Il est composé de 427 acides
aminés chez ’homme, avec une masse moléculaire de 48 516 Da. On le retrouve surtout
a la surface des cellules musculaires lisses des vaisseaux sanguins et I’activation de ce
récepteur engendre une forte vasoconstriction de longue durée (Doherty, 1992) (Figure

3).

Le récepteur ETg est pour sa part composé de 415 acides aminés (PM 46 901 Da) etil n’a
pas de spécificité pour les différentes isoformes de I’ET (Sakamoto et al., 1991). Son
activation suite a la liaison de I’ET peut engendrer une vasodilatation ou une
vasoconstriction. Deux sous-types de récepteurs sont donc existants mais leur différence
est fonctionnelle et non structurale, puisqu’ils proviennent du méme géne (Warner et al,,
1993). Ils ont été nommés ETg; et ETg;, le premier étant présent a la surface des cellules
endothéliales et induit une vasodilatation suite a une libération de NO. Le second entraine
quant a lui une vasoconstriction, mais de plus faible durée que-le récepteur ET, et se situe

principalement sur les cellules musculaires lisses (Doherty, 1992) (Figure 4).
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I existerait un autre type de récepteur, le récepteur ET¢, qui n’a par contre jamais été
cloné chez I"humain. H a ¢été découvert chez la grenouille (Xenopus laevis) et semble
avoir unc plus forte affinit¢ pour 'isoforme ET-3 que pour ET-1 et ET-2 (Karne et al.,

1993).
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Figure 3 : Structure primaire du récepteur ET, humain de 'ET.
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2.2 Domaine de liaison des récepteurs de I'ET

Les récepteurs couplés aux protéines G (GPCR), entre autres les récepteurs de I'ET,
partagent diverses caractéristiques, dont sept domaines transmembranaires formant des
hélices-a reliées par trois boucles extracellulaires ainsi que le méme nombre de boucles
intracellulaires. 1a haison d’un agoniste provoque un changement de conformation ainsi
que activation d’unc protéine G et peut amsi induire une réponsc ccllulaire. Ces
similarités dans la structure sccondaire suggérent un mecanisme commun de liaison ct
d’activation des GPCRs. Des disfonctionnements de ces mécanismes sont a la base de
certaines maladies. Or, cibler les GPCRs pour des interventions thérapeutiques est de plus
cn plus utilisé ct d’ailleurs, plus de 30% des médicaments agissent comnic antagonistes
de cetle lamille de récepteurs (Baldwin er «l., 1997). Le mouvement des domaines
transmembranaires cst & la source de Pactivation des protéines G suite a la haison des
ligands sur les récepteurs. Cependant, le contact du ligand et du domainc
transmembranaire n’est pas nécessaire a I'initiation des mouvements de ccux-ci, mais le

contact du ligand sur les boucles extracellulaires est requis.

Un autre trait commun des GPCRs est I"’importance de I’interaction intramoléculaire entre
la boucle extracellulaire ou est liée le ligand et le domaine transmembranaire. La liaison
du ligand provoque une déformation de la boucle extracellulaire et s’ensuit un
mouvement des domaines transmembranaires, qui activeront la protéine G (Karnik ef al.,
2003). Plusieurs études ont été réalisées sur les récepteurs de I’ET pour déterminer les
¢léments clés nécessaires a I’activation de ceux-ci. Les informations obtenues de ces
études ainst que les informations sur les GPCRs permettent de mieux comprendre les

mécanismes de liaison et d’activation.
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Ainsi, des études sur les récepteurs de PET ont montré que certaines régions des
récepteurs semblent étre importantes pour la sélectivité des ligands. En effet, les résultats
du groupc de Masaki suite a la construction de récepteurs chimeres suggerent que ’on
pourrait visualiser les récepteurs de I’ET en deux parties distinctes, soit les domaines
transmembranaires 1V et VI et leurs boucles extracellulaires adjacentes ainsi que les TM
I, 1L HI et VI et leurs boucles extracellulaires voisines. La prenicre partie des récepteurs
determincrait la sélectivite des ligands, puisque des agonistes spécifiques d ETy, tels IRL-
1620 ct BQ3020 si lient & des récepteurs ET, chimeres qui possedent les TM | et VI des
récepteurs ETy. Aussi, les récepteurs LTy lesquelles ont ¢té insérés les domaines
transmembranaires 1V et VI de ET, lient le BQ-123, un antagoniste spéciﬁque aET,. La
secondce partie des recepteurs jouerait quant a elle un réle dans la haison du licand sur le

récepteur amnsi que dans la transmission du message (Masaki er a/, 1999).

Encore avec les récepteurs chimeres, il a ¢t¢ démontré que la substitution de la premiére
boucle extracellulaire du récepteur ET, par le domaine équivalent de ETy diminuait de
fagon importante I’affinité de BQ-123, ce qui suggere que cette boucle du récepteur ET
est impliquée dans la liaison du ligand (Adachi et a/., 1992). Peu de temps aprcs, cette
méme équipe a montré que les acides aminés 140 a 144 seraient nécessaires a la liaison

40 , ..
M0 est remplacée par une Ile, la liaison de

du ligand (Adachi ef al., 1993) et que si la Lys
PET-1 est grandement diminuée. Cette méme mutation empécherait également une
interaction efficace avec la protéine G, car la concentration calcique intracellulaire
n’augmente pas suite a la liaison du ligand (Adachi et al., 1994). Des études plus récentes
de modélisation moléculaire sur le récepteur ET, montrent encore une fois que les
résidus 132 a 156 sont trés importants pour la liaison et que plus particuliérement, les
chaines latérales des résidus Leum, Phe'> et Phe'®® seraient en interaction directe avec
les acides aminés Leu'’, Asp' et Trp?' de ’endothéline (Orry et Wallace, 2000). La
premiere boucle extracellulaire semble donc avoir un réle majeur dans la liaison du

ligand. Cette interaction pourrait étre importante dans I’activation des mouvements des

domaines transmembranaires typiques des GPCRs (Kamik et al., 2003).
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Des ¢études sur les récepteurs tronqueés ont aussi ciblé des domaines importants pour
’activation des récepteurs. En cffet, les résultats de I’équipe de Hashido montrent qu’une
partic du domaine N-terminal a proximité du TM 1 est requis pour [P’activation du
récepteur ET,, puisque la délétion de celle-ci meéne a unc perte de réponse cellulaire
(Hashido et al., 1992). Certaines études de mutagénese dirigée ont montré qu’il est
possible d’empéecher la lformation du complexe ligand récepteur sculement en altérant un
acide aminé. en autant qu’il soit impliqué dans le domaimne de haison. Entre autres, lc
remplacment de la Tyr'™” empéche une bonne liaison entre le réceptcur Ty et PET
(Krysek et al., 1994). De plus, la mutation des acides aminés que ’on retrouve dans les

14
sont d’une

domaines transmembranaires, soit Gly'”, Lys””, Lys'w, GIn'® et Phe?
grande importance dans le processus de haison sur ET . (Breu er al., 1995). 11 semble
donc que les domaines transmembranaires pourraicnt jouer un role important lors de la
haison du ligand. Des études de marquage par affinité sont aussi venues montrer trés
récemment que le TM V, soit entre les acides aminés Trpw ct Met’™, est important pour

la liaison de TTA-386, un antagoniste spécifique a ET y (Tessicr e al., 2005).

En ce qui conceme le récepteur ETys, les TM IV et VI ont aussi ét¢é montrés comme étant
importants pour la sélectivit¢ du ligand (Sakamoto et al., 1992). La technique de
photomarquage a confirmé I'importance du TM V pour la liaison, puisque les acides
aminés Trp”>-Met®™, ont été identifiés comme le site de liaison d’un agoniste spécifique
a ETp, PIRL-1620 (Botvin ef al., 2004). Une autre étude a cependant pointé comme site
de liaison de I’ET une région de 60 acides aminés, des résidus Ne'¥ a11e'"”’ (Wada et al.,
1995). Les études de Rose et son équipe sont venues corroborer I’importance de cette
région en déterminant que 1’Asp'”, un acide aminé trés conservé dans les récepteurs
couplés aux protéines G, est essentiel a I’activation du récepteur ET (Rose et al., 1995).
Toujours a I'intérieur du segment identifié par Wada, il avait déja été démontré que le
remplacement de la Lys'®® permettait la liaison du ligand mais non I’activation du
récepteur (Zhu et al., 1992). Cette portion du récepteur, comprise dans le TM II semble

donc jouer un réle important lors du processus de liaison.
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La mutagénése dirigée a montré que comme dans le cas du récepteur ET,, une région en
N-terminal a proximité du TM I était nécessaire pour une bonne liaison du ligand sur lc
recepteur ETyy. En effet, une portion de 29 acides aminés en N-terminal serait nécessaire
au récepteur pour assurer une stabilité suite a fa liaison du ligand. Plus spécifiquement, ce
sont les résidus Asp” et Pro™ qui jouerait ce role stabilisateur dans le complexe ligand-
récepteur. Cette region du réeepteur ne serait pas en contact avee Ie ligand, mais scrait en
mteraction avee le site de haison pour la stabilisation (Takasuka er al., 1994). Sclon la
structure cristalline du récepteur de la rhodopsine. ce segment serail en association avec

les boucles extracellulaires 1, 2 et 3 pour former unc structure compacte stabilisatrice

(Teller et al., 2001).

Le segment N-terminal ¢tant important pour la stabilisation du complexe ligand
récepteur, celui en C-terminal est quant a lui important pour I’activation du récepteur. En
effet, Pablation des résidus suivant la Cys*” engendre un récepteur actif alors que si la
Cys™™ est elle aussi enlevée, le récepteur perd toute son activité (Koshimizu er al., 1995).
De plus, des mutations dans le TM VII entrainent des pertes d’activité, suggérant une

implication de ce domaine dans Iactivation du récepteur (Vichi ef a/., 1999).

2.3 Voie de signalisation de PET

Les récepteurs ET, et ETg, suite a la liaison de I’ET, se lient a une protéine G, ce qui a
pour effet d’activer de la phospholipase C. Cette demiere hydrolyse alors le phosphatidyl
inositol en inositol triphosphate (IP;) et en diacylglycérol (DAG). L’IP; va permettre la
mobilisation du Ca*" intracellulaire (qui provient du réticulum sarcoplasmique), induisant
ainsi une augmentation intracellulaire de cet ion. Cette augmentation intracellulaire
initiale va induire I’ouverture des canaux calciques dans la membrane et ainsi permettre
une entrée massive de Ca’" extracellulaire pour induire une contraction. Au méme
moment, le DAG va activer la protéine kinase C (PKC) qui induit aussi une contraction

(Simonson et Dunn, 1990) (Figure 5)
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Il a été¢ montré que I’activation de la phospholipase C (PLC) provenait de la liaison des
récepteurs a une protéine G, Cependant, il a aussi été observé que I’activation des
récepteurs pouvait également réguler 1'adénylyl cyclase via une liaison a des G, et G,
(Takigawa er al.. 1995). Les domaines intracellulaires des récepteurs seraient déterminant
pour la liaison de 'une ou lMautre des protéines G. En effet, la seconde boucle
muraccllulaire du réeepteur T, est responsable de la liaison & une G,. tandis que la
trorsieme boucle intraccllulaire de ETy dicte la haison & une G,. les sites de
palmytoylation joucrait ¢galement un role dans le choix de la protéine G (Takagi er al..

1995)

Receepteur

Contraction

t 1 Ca”
i,
S pAG w\/v l
Contraction

Figure 5 : Voie de signalisation de I’ET sur les cellules musculaires lisses, induisant une

contraction (Mateo et De Artinano, 1997) .

Bien que I’action de I’endothéline soit assez prolongée, plusieurs études ont montré une
désensibilisation rapide des récepteurs de I’ET. Le complexe ligand-récepteur activé
serait phosphorylé par une kinase (GPCR kinases), pour ainsi débuter le processus de
désensibilisation. (Freedman er al.,1997). Plus récemment, Bremnes et son équipe ont
démontré que cette désensibilisation était associée & une internalisation des récepteurs.
Ceux-ci seraient ainsi internalisés via un mécanisme dépendant de I’arrestine, des

clathrines et de la dynamine (Bremnes et al., 2000).
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Internalisés, les récepteurs de ’ET prennent ensuite deux voies distinctes. Pour démontrer
ces deux voies, les récepteurs de I'ET ont ét¢ marqués a la GFP (green fluorescent
profein) pour ainsi pouvolir suivre par microscopic a [luorescence leurs destinations
intraccllulaires. 11 a donc ¢t¢ démontré que ET, et ETy; sont internalisés dans des puits
recouverts de clathrines. pour censuite étre dirigés dans un méme endosome de triage
(sorting cndosome). Ces endosomes sont cn [ait unc structure tubulovésiculaire qui
permet de scparer les protéines membranaires destinées au recyclage de celles vouces a la
degradation. Par la suite, les récepteurs ETy sont envoyés dans un compartiment de
recyclage et sont vite renvoyés a la membranc plasmatique, tandis que le récepteur ETy
prendra le chemin de la dégradation par les lysosomes (Figure 6). Ce recyclage vient ainsi
expliquer effet de longuc durée de ET-1 via les récepteur ET . De plus, le fait que ET-1
sc¢ lic presque mrréversiblement aux récepteurs ETy et que ce complexe soit dircctement
degrade par les lysosomes suggere un mécanisme de clairance de ET-1 dans le plasma

par les récepteurs ETy; (Bremnes er «l., 2000).

Certains chercheurs avaient supposé que la partie C-terminale des récepteurs serait
impliquée dans la voie utilisée par ceux-ci aprés I'internalisation. En effet, une étude a
montré que la présence de résidus sérines en C-terminal des GPCRs stabiliserait la liaison
avec |’arrestine (qui provoque I’internalisation). Ce serait cette stabilisation qui dicterait
I’envoi des récepteurs aux endosomes pour une dégradation (Oakley et al., 1999). Les
récepteurs seraient recyclés si la liaison a I’arrestine n’était pas stabilisée. Plus
récemment, il a été observé qu’une séquence du récepteur ET,, soit les acides aminés

390 a 406 permettait de renvoyer celui-ci a la membrane plasmique (Paasche et al.,

2005).



ETA ETB Membrane
\plasmique
Puits recouverts de
clathrine ETA
l ndosome de
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ETg ET,
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Lvsosomes %ﬂtydage

Figure 6. Internalisation des récepteurs (Figure tirée de Bremnes et al., 2000)
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2.4 Dimérisation des récepteurs

Depuis le clonage des récepteurs de I'ET, plusicurs informations quant a la signalisation
cellulaire, I'internalisation dc¢ ceux-ci, les éléments clés des domaines de liaison ainsi que
d’activation ont ¢té obtenucs. Cependant, les mécanismes de reconnaissance du  ligand
ainsi que la liaison de celui-ci sur ces récepteurs demeurent encore obscures. L ’¢quipe de
Sakamoto avait déjd en 1993 claboré un modcle hypolhé'liquc sclon lequel PET sc hait
sur ces récepteurs de fagon bivalente. Sclon ce madele, sur le récepteur ET,, la partic N-
terminale de VET (N-terminal adress domain) sc herait aux domaines transmembranaircs
IV, V et VI et la partic C-terminale (C-ternunal sequence message) se lierait sur les
autres domaines transmembranaires. A Popposé, ETy; ne reconnaitrait que la partic C-
terminale de VET sur les domaines transmembranaires | 11, 111 et VII. Plus tard, 1l a été
montré par 1’équipe de Fukuroda que le traitement des bronches isolées d’humain avec
BQ-123 ¢t BQ-788 (antagoniste ET, et ETy;, respectivement) antagonisait la contraction
de ces tissus, alors qu’aucunc inhibition significative de la contraction n’était observée
lorsque les antagonistes ¢étaient utilisés seuls. En se basant sur le modéle de
reconnaissance du ligand de Sakamoto, ces résultats suggerent une collaboration des deux
types de récepteurs dans la reconnaissance de I’ET. De plus, la découverte de
dimérisation des récepteurs GABA ainsi que pour les récepteurs opiacés (Bouvier, 2001),
appartenant respectivement a la classe A et C des GPCRs, a amené certaines équipes a se
pencher sur la question de la dimérisation des récepteurs de I’ET, qui rappelons-le,

appartiennent aussi a la classe A des GPCRs.

Des tests de compétition et de saturation sur les récepteurs ET, et ETg ont confirmé
I’hypothése d’hétérodimérisation de ceux-ci (Harada et al., 2002). Tenant compte des
informations déja publiées, cette équipe a élaboré un nouveau modele (Figure 7), ou 1)
ET-1 peut lier ETa et I’hétérodimere avec une affinité¢ similaire (Figure 7a), 2) En
présence d’un composé comme la sarafotoxine, le récepteur ETg lie celui-ci et est ainsi
dissocié de ET, et ensuite ET-1 peut lier ET, (monomere) (Figure 7b), 3) En présence de
BQ-123, le complexe ET5-BQI123 se dissocie de ETg et ensuite, ET-1 lie le récepteur
ETg (monomeére) (Figure 7c), 4) En présence de BQ-123 et de sarafotoxine, ET-1 ne peut
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lier I'un ou I'autre des récepteurs (Figure 7d).
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Figure 7.

Interprétation possible de la liaison de I’ET-1 sur ces récepteurs selon les

données obtenues par Harada et son équipe. A) liaison de ET-1, B) liaison de ET-1 en

présence de la sarafotoxine C) liaison de ET-1 en présence de BQ-123 et D) liaison de

ET-1 en présence de la sarafotoxine et de BQ-123. (Figure tirée de Harada et al., 2002)



Des études de FRET (fluorescence resonance energy transfer), ou les récepteurs étaient
couplés a des protéines fluorcscentes, ont par aillcurs confirmé peu de temps apres
I’hetérodimérisation  des  récepteurs.  Cette  ¢étude a  ¢galement montré  que  ces
hétérodimeres etaient présent de facon constitutive (Gregan er al., 2004 a). Par les mémes
cxpériences. il a aussi ¢te démontré que les réeepteurs ¢taient ¢galement présents de
facon constitutive, mais cctic fois cn association avece lui-méme, pour former un

homodimere (Gregan er al., 2004 b).



24

3. La technique du photomarquage

3.1 Utilité du photomarquage

I.c photomarquage, une technique faisant appel a la photochimie, cst utilis¢ depuis plus
de 40 ans alin Cobtenir de Minformation sur les propriétés fonctionnelles ct structurales
des protcines ct des peptides. Utilisant un ligand photoactivable, cette méthode permet
cntre autres d’identifier les cibles des ligands tels les peptides. Le marquage par
photochimic mene aussi a Iidentification des cibles d’un ligand impliqué dans une
pathologic. Les informations ainsi obtenues rendent le développement de médicaments
plus cfhicace. En cffet, il scra plus facile de diminuer la toxicité et les clfets sccondaires
d’un médicament en sachant les sites de liaisons des ligands et une meilleure
connaissance de ces sites permettront ainsi d’élaborer un médicament avee une meilleure

disponibilité.

Une fois ces cibles identifiées, les sondes photosensibles permettent I’identification du
domaine de liaison d’un ligand sur ces récepteurs. Une fois la protéinc marquée par le
ligand photoactivable, une purification suivie du clivage du complexe et d’un séquencage

de la région marquée informe sur le site de liaison du ligand.

De plus, le photomarquage permet 1’étude tridimensionnelle des complexes ligands-
protéines, et plus particulierement la conformation de la pochette de liaison avec les
acides aminés impliqués dans I’interaction et I’activation. En complémentarité avec des
méthodes telles la résonance magnétique nucléaire, le dichroisme circulaire et la
modélisation moléculaire par ordinateur, il est maintenant possible d’obtenir des modeéles
3D assez précis des cibles d’intérét, avant et aprés le changement conformationnel induit

par Iactivation des récepteurs (Dorman et Prestwich, 2000).



25

3.2 Méthodologie générale

Bien que trés utile, le photomarquage comprend cependant plusieurs étapes essenticlles a
I"obtention de bons résultats. Cette technique requiert le développement d’une sonde de
haute affinit¢ pour la protéine cible, a laquelle est ajouté un groupement photoactivahle.
Le développement de cette sonde se fart en tenant compte des études de structure-
fonction réalisées avee le higand. Si aucune ¢tude de ce genre n’a ¢t¢ faite antéricurement,
il est nécessaire de discriminer les ¢léments importants de la molécule. Ainsi, Pinsertion
du groupement photosensible a Pimtéricur du hgand ne doit pas altérer de fagon

significative Iaffinité sur la molécule cible.

Une fois la sonde photolabile synthétisée, la méthode consiste a mettre celle-ci en
présence de la protéine cible pour la formation d’unc liaison non-covalente. Par la suite,
une irradiation de ce complexe permet ’activation du groupement photosensible formant
ainst un lien covalent cntre cc dernier et son environnement rapproché. La protéine
maintenant liéc a la sonde peut alors étre purifiée par gel de polyacrylamide. Des
digestions chimiques et/ou enzymatiques sont par la suite utiles pour cliver le complexe
ligand-récepteur et ainsi permettre I’identification de la région marquée (Figure 8). Une
séparation sur un gel de polyacrylamide en condition dénaturante est nécessaire, ce qui
permet de déterminer la masse du fragment photomarqué et la région marquée peut étre

sequenceée par spectrométrie de masse ou par la dégradation d’Edman.
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Figure 8. Principe général de la technique de photomarquage (Tiré et adapté de Dorman
et Prestwich, 2000)
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3.3 Les groupements photoactivables

Il existe différents  groupements photoactivables pouvant étre utilisés pour le
photomarquage. Le choix de ce dernier doit cependant satisfaire quelques criteres
importants. La forme activée de la molécule photosensible qui sera introduite dans la
sequence primaire du ligand doit premiérement étre trés réactive avec des C-1
préférenticllement au lien NX-H. De plus, il ne doit pas y avoir de réarrangement
mtramoléculaire au moment de activation du groupement. En cffet, les moléeules
mstables peuvent parfois faire ce type de réarrangement pour se stabiliser. Le produit
mtermédiaire suite a Pactivation doit donc avoir un temps de vie plus court que le temps
que prend le complexc lizand-récepteur pour se dissocier, mais asscz long pour que ¢
hen covalent sc forme avee le réeepleur, sans qu'il y ait un réarrangement

intramoléculaire (Brunner, 1993).

Les groupements photoactivables doivent étre asscz petits pour limiter I’encombrement
sterique. IIs doivent également étre stables en absence de lumiére ou de préférence a la
lumiére ambiante, et hautement réactifs a une longueur d’onde qui sera non destructrice

pour les échantillons biologiques.

Finalement, Pactivation par I’irradiation doit permettre la formation d’un produit stable

qui pourra facilement étre isolé, purifié et analysé (Dorman et Prestwich, 2000).

La plupart des réactifs élaborés pour le photomarquage sont basés sur la chimie des
nitrénes (les azides), des carbénes (diazirines et composés diazos) ou des radicaux

(benzophénones).
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3.4 Les benzophénones

Parmi Ics différentes classes de groupements chimiques utilisés pour le photomarquage,
les benzophénonces (BP) sont tres populaires ct sclon Dorman et Preswitch, seraient les
plus performants. En effet, ils sont trés utiles car ils sont stables dans les solvants
protiques ct asscz stables a la lumicere ambiante. De plus. une fois activés. ils forment des
licns sculement avee les carbones se trouvant dans un environnement trés rapproché, soit
de '3,I A, cc qui diminue la liaison a des cibles non spécifiques. Aussi, leurs formes
activées est lres réactives, pernmettant au lien covalent entre le ligand et le récepteur de s
fairc rapidement ct leur activation cst obtenuc a unc longucur d’onde d’environ 350-360
nm, cc qui cst non dommageable pour les ¢chantillons (Dorman ct Prestswitch, 2000;

Weber et Beck-Sickinger, 1997).

L’activation des groupements BP s’obticnt selon un mécanisme radicalaire bien connu.
L’irradiation des BP brise lc lien entre les électrons de I'oxygéne et du carbone du
groupement cétone de la molécule pour générer un carbone et un oxygéne radicalaires
[C*-0°). Cet intermédiaire trés réactif va maintenant pourvoir réagir avec son
environnement, préférentiellement avec les liens C*-H des protéines pour former un lien
C-C. Le ligand est ainsi lié de fagcon covalente & la protéine d’intérét (Dorman et

Prestswitch, 1994) (Figure 9).



29

Protéine CH
4

A
S C Protéine
T S _ “—OH
B N |
I/I-_'un(l / / Ligand
Ligand

FFigure 9. Mécanisme réactionnel des BP avec les protéines

Un des agents photosensibles trés utilisés appartenant aux BP est le p-benzoyl-
phénylalanine (Bpa) (Figure 10). qui a été développé par Kauer en 1986. Ce groupement
photosensible, ressemblant a une phénylalanine substituée est trés avantageux, car il peut

étre incorporé de la méme maniére qu’un acide aminé lors de la synthése peptidique du

ligand en phase solide. Récemment, ce groupement a été modifié (p-(5-

hydroxybenzoyl)phénylalanine) et permet d’introduire un atome d’iode directement sur la

molécule photoactivable. La présence d’une tyrosine a Iintérieur du ligand n’est

maintenant plus requise pour le radiomarquage a '*I de celui-ci (Wilson et al., 1997).

-lll”NH2
CO,H

Figure 10. Représentation de la structure du p-benzoylphénylalanine (Bpa).
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Les benzophénones sont trés cfficaces ct trés utiles mais comportent quand méme un
inconvénient non négligeable. La densit¢ électronique du carbone B de I"acide aminé a
proximit¢ du BP influence grandement la réactivité avec le BP. En effet, la présence d’un
héteroatome tertiaire avant une haute densité ¢lectronique affaiblit Ie lien C-H. qui réavira
plus facilement avee le radical de la forme activée du BP. La lysine, la méthionine el
I"arginine comportent des hétéroatomes tertiaires et augmentent la probabilité de liaison
avee ces acides aminés. L'ordre de réactivit¢ des BP avec les —H d’une protéine donncusc
est: NCH - SCH > C=CH;y > -CHa- > Cl1; (O’ Neil ¢r al., 1989). Ainsi, plusicurs ¢tudes
ont montré un ratio éleve de liaison avec des mcthionines (Lictal, 1995 ; Kage et al,

1996 : Biscllo et al.. 1998 et Bremer et al., 2001).

De fagon intéressante, cette réactivité sélective a ét¢ exploitée avee la mise au point d’une
technique nommée Methionine Proximity Assay (MPA). Celle-ci consiste 3 introduire par
mutagénése dirigéc des méthionines dans la portion du récepteur soupconnée d’étre
impliquée dans le processus de liaison. L’agent photosensible utilisé pour cette méthode
est un analogue du Bpa , c’est-a-dire le p,p nitrobenzoylphénylalanine (NO,Bpa), qui
possede une plus forte affinité pour les méthionines. Ainsi, ce groupement photoactivable
ne liera la protéine cible que si une méthionine se trouve 4 proximité de celui-ci. Des
méthionines introduites a différents endroits dans la portion ot se lie le ligand permettent
ainsi d’identifier le point de contact exact entre le ligand et le récepteur (Rihakova et al.,

2002).
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3.5 L’endothéline et le photomarquage

Peu d’¢tudes de pholomarquage ont ¢té réalisées avee les récepteurs de I'endothéline. En
fait, sculement quatre ¢tudes utilisant des sondes photoscnsibles ont été faites sur ces
récepteurs. Les deux premicres études étaient dans Ie but de découvrir des récepteurs sur
lesquels Pendothéline pouvait agir et ce, sur différents tissus de mammiferes (Schvartz cr
al.. 1990 0 Kundu et Misono, 1991). L’équipe de Kundu a introduit un groupement
aztdobenzoyle sur la chaine latérale de la lysine (position 9) de I’ET. Une fois
radiomarquée, cette sonde a ¢t¢ incubée avee des préparations membranaires pulmonaires
de beculou de rat. 1 Mirradiation subséquente i la lumiere UV a permis a PET de se lier de
facon covalente 4 des  protéines membranaires  (les récepteurs).  Lanalysc
clectrophoretique de ces préparations membranaires a permis Uidentification d’une bande
dont le poids apparent ¢tait de 34 kDa. Cette bande était cependant absente, si
Iirradiation était précédée d’une incubation avec de ET non-radiomarquée, suggérant
que la liaison était spécifique (Kundu et Misono, 1991). Les résultats de cette équipe
venaient corroborer ceux obtenus peu de temps auparavant par d’autres chercheurs.
Ceux-ci avait utilisé des protéines membranaires de cerveau de rat el avaient découvert
deux protéines ayant un poids moléculaire de 52 ct 30 kDa. IIs ont ensuite démontré par
protéolyse que la bande de plus faible poids moléculaire était en fait une produit de
degradation de la plus grosse protéine. Le poids des récepteurs de I’ET était donc de 50

kDa et non pas 30 kDa (Schvartz et al., 1990).

Plus récemment, le photomarquage des récepteurs de I'ET est venu apporter des
informations supplémentaires sur le domaine de liaison de ceux-ci. En effet, des travaux
realisés dans nos laboratoires ont démontré que I’'TRL-1620, un agoniste sélectif 3 ETj, se
lie sur le 5° domaine transmembranaire (Boivin ef al., 2004), une portion déja suggéré par
I’équipe de Sakamoto (1993). De plus, il a aussi été montré qu’un antagoniste sélectif de
ETa, TTA-386 se liec au 5° domaine transmembranaire de ET,. C’était la premiére fois
que cette portion du récepteur ET, était pointé comme site de liaison (Tessier et al.,

2005).
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4. ARTICLE

4.1 Contribution de Iauteur a Particle

Tous les resultats présentés dans I'article de ce mémoire ont ét¢ obtenus a la suite
d’experiences que | ai menees au cours de mes deux annéces de recherche dans le cadre du
programme de Maitrise cn sciences experimentales de la santé sous la supervision du Pr
Alain Fournicr.

Pour dcbuter le projet, j’ai choisi, en me basant sur la littératurc portant sur la structure-
activite de I’endothéline, les positions ou I'insertion d’un groupement photosensible serait
bénclique pour le projet, tout en minimisant I'influence sur Mactivité du peptide. Par la
sutte, J’ar synthetise les douze analogues par synthese chimique en phase solide. Cette
¢tape a ensuite requis la purification ct la cyclisation des peptides synthétiques. Jai
ensuite fait I’évaluation pharmacologique des analogues sur deux préparations, soit
I"aorte de rat ainsi que le parenchyme pulmonaire de cobaye et I’évaluation de I’affinité
par des tests de compétition sur des cellules transfectées. Ces cellules ont été mises a la
disposition du laboratoire par la compagnic Euroscreen. J’ai ensuite fait le
photomarquage de deux sondes ([L-Bpa’,Tyr('**I)"*JhET-1 et [L-Bpa'2, Tyr("*1)'*JhET-1
pour déterminer au moyen de clivages enzymatiques et chimiques le domaine de liaison
sur les deux types de récepteurs de I’endothéline. J’ai finalement rédigé le manuscrit avec

I’aide des co-auteurs.

4.2 Contribution des autres auteurs

Myriam Létourneau a contribué aux travaux en m’initiant aux techniques de synthése
peptidique, de purification de peptides ainsi que de caractérisation pharmacologique. Elle
m’a aussi guidée sur le choix des stratégies de synthése des peptides. Myriam a
également révisé ’article.

Emmanuelle Bugeon a développé les cellules CHO surexprimant les récepteurs de
I’endothéline.

Alain Fournier m’a quant a lui dirigé lors de ces deux années de recherche et a révisé

Particle.
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4.3 Résumé de 'article

En sc basant sur la structure de I'cndothéline comme modéle, une série Je 12 analogues
photosensibles a été développée afin d'étudier les domaines de liaison des récepteurs ET,,
ct ETh Pour cc faire, le résidu p-hcn7oyi-L-phénylalaninc (Bpa) a été introd uit U
diflércnts endroits -dans la chaine peptidiquc de I'ET. Ainsi. parmi les :uwlogucs

synthétisés, dell ont montré une capacité U acti ver les deux récepteurs de I'ET, soit les
analogues comprenant le Bpa en position 7 (([L-Bp ¥ , Tyr( 1251)”]h ET-1) ¢t 12 ([Nic7,
L-

Bpal2,Tyr(1 2°1}""JhET- 1), suggérant ainsi que ces résidus ne jovenl pas un role primordial
dans le processus d 'acti vation des récepteurs. L'affinité des sondes ;l aussi été é\ aluéc sur
des cellules CHO tnlllrectces surcxprimant le récepteur ET" ou ETW. De plus, ces cellules
ont été utilisées pour photomarquer les récepteurs E| , ct ET ¢ suite U la liaison des sondes
choisies. Des clivages enzymatiques et chimiques ont été ciTcctués sur les complexes
ligand-récepteur et les fragments obtenus ont ensuite été analysés pour définir la région
d'interaction sur les récepteurs. Les résultats ont montré que le segment Phe m—Lys -
situé essentiellement dans la lére boucle extracellulaire, contient lors de la liaison un point
de contact pour la sonde [Nle7, L-Bpalz, Tyr 13( USI)]hET—l sur les récepteurs ETA alors
que le segment Ile-'QZ-Trp-m comprenant k 6 domame transmembranmre peut mteragu-
avec [L-Bpa7, Tyr l3{'251)]11ET-I. De plus, les acides aminés Thr%”—MetzM', situés dans la
2¢ boucle extracellulaire du récepteur ETs, viendrait a proximité du ligand [Nie7, L-
Bpa 12, Tyrl3( 1251)]hET-I lors de la liaison

4.4 Article soumis dans la revue Biochimie

Cet article a dii étre retiré en raison de restrictions liées au droit d’auteur.

Biochimie. 2008 Jun;90(6):918-29.

Identification of ETA and ETB binding domains using ET-derived photoprobes.
Aubin J, Létourneau M, Francoeur E, Burgeon E, Fournier A.

doi: 10.1016/j.biochi.2008.02.015.
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5. Discussion

L’endoth¢line possede de multiples actions physiologiques, cntre autres au niveau du
systeme cardiovasculairc ol elle agit comme un puissant vasoconstricteur. Cette
caracteristique la met par conséquent en lien avec diverses pathologics, comme par
exemple I"hypertension et I'ischémie. L'¢tude des pharmacophores de ce peptide ainsi
que I"étude de ses recepteurs sont done des domaines importants de recherche depuis sa
découverte dans les cellules endothéliales. Une bonne compréhension de Iinteraction
entre le peptide ct ses récepteurs et I’identification des résidus clés participant a la
formation de ce complexe sont ¢videmment primordiaux pour développer de nouveauy
agents thérapeutiques.  Unc technique bien connue pour ¢tudier interaction récepteur-
ligand cst le photomarquage. La caractérisation du domaine de liaison des deux
récepteurs de I’endothéline a d¢ja ¢té amorcée par celte technique en utilisant des
agonistes et des antagonistes (Tessicr ef al., 2005, Boivin et al., 2004). Nous avons donc
deécid¢ de poursuivre les études de photomarquage sur les récepteurs ET, et ET);, mais

cette fois-ci au moyen de dérivés trés proches de la molécule endogéne.

La technique du photomarquage requiert I’insertion d’un groupement photoactivable dans
un ligand. Or, plusieurs types de groupements photoactivables sont disponibles dont les
azides, les sels de diazonium, les composés diazo, les diazirines et les benzophénones.
Notre choix s’est arrété sur un benzophénone, soit le p-benzoyl-L-phénylalanine (Bpa).
L’avantage de ce composé est sa compatibilité avec la synthése peptidique en chimie
acide- (Boc) ou base- dépendante (Fmoc). Il est donc facile d’incorporer ce résidu dans la
chaine d’acides aminés lors de la synthése du peptide. De plus, ’activation du Bpa est
obtenue a une longueur d’onde se situant entre 350-360 nm, ce qui permet de travailler a
la lumicre ambiante, sans risquer d’activer le résidu photosensible (Dorman et Preswitch,
1994). Pour notre étude, la synthése peptidique en phase solide utilisant la chimie Boc a
eté utilisée pour produire les dérivés de I’endothéline. De fagon inattendue cette étape
s’est avérée ardue, entre autres a cause de nombreuses réactions de couplage d’acides
aminés particuliérement difficiles a compléter. Ces problémes ont eu pour effet de

diminuer le rendement de synthése des différentes sondes. Néanmoins, il a été possible
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d’isoler tous les produits désirés par purification en CLHP préparative. Des études
antérieures accomplies dans notre laboratoire avaient montré que les synthéses des divers
analogues de I’ET étaient facilitées en utilisant plutét la chimic Fmoc. Néanmoins, nous
n’avons pas utilisé cette avenue ct nous avons plutdt préfére le dérivé Boc-Bpa dont la
disponibilité etait garantic et le colit nettement inféricur au dérivé porteur d'un groupe
Fmoc. Par contre, dans Ic future, puisque le résidu photosensible Bpa cst compatible avee
les deux méthodes de synthése, il serait probablement préférable d’utiliser la chimic

Fmoc pour effectuer la synthése d’autres sondes photosensibles de I’ET.

Le remplacement d'un acide amine de I'ET par le résidu Bpa n'est pas nécessairement
sans conscquence ct il peut apporter des modilications physico-chimiques ct contraintes
structurales pouvant affecter les propriétés pharmacologiques du peptide. Afin de
minimiser I'influence du Bpa sur activité et I"affinité de ’ET sur ses récepteurs, nous
avons privilégi¢ pour les substitutions les acides aminés tolérants aux modifications,
comme identifiés dans la littérature par des études de type structure-activité. Ainsi, depuis
la découverte de I’ET, plusieurs études ont été effectuées afin de connaitre les éléments
essentiels du peptide dans le processus de liaison et d’activation des récepteurs. Donc, en
se basant sur les résultats de ces études, les résidus Ser4, Met7, Lys() , Val'2, Phe'* et Tl‘pZI
ont été remplacés successivement par un L- ou D-Bpa. De plus, ’acide aminé Met’ a été
remplacé par le résidu Nle. Des études avaient déja montré que le remplacement de la
Met’ affecte peu Pactivité biologique. En effet, Tam e al.(1994) avait démontré que la
substitution de la méthionine en position 7 par une alanine avait peu d’effet sur ’activité
biologique. Dans le cadre de nos travaux, le remplacement de ce résidu par une Nle a
pour avantage d’éviter la production de Met oxydée et également de protéger la sonde
contre le clivage lors de [utilisation de I’agent chimique CNBr nécessaire a

I’identification du site de liaison suite au photomarquage.

Selon Pelton et al. (1989), les ponts disulfures reliant les cystéines de ’ET seraient des
€léments importants pour la liaison aux récepteurs ET . Quoique la présence de ces ponts
disulfures semblent moins cruciale pour la liaison aux récepteurs ETg, nous avons

conservé ces résidus intacts dans le but d’obtenir des sondes efficaces sur les deux
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’ . . [ . 10 rer ’
récepteurs, ET, ct ETy;. Ausst, les acides aminés chargés (Aspx, Glu'") ont été conserveés,
puisqu’il a été montré que leur présence est indispensable pour I’affinité du peptide pour

. 3 . ry 2 ’
les récepteurs (Tam er al., 1994). Enfin, la Tyr'" a ¢galement été conservée pour

permettre la radiotodation du peptide.

Certaines ¢études ont montr¢ que le résidu Trp”' en C-terminal est important pour
"activation des recepteurs (Forget et al., 1996, Tam ¢ al., 1994). D un autre ¢dté, des
agonistes particllement actifs ont ét¢ obtenus lorsque le Trp a ¢té remplacé par un
compose aromatique (Nakajima ef al., 1989a). Nous avons donc décidé de remplacer cc
résidu par le groupement photoactivable Bpa, lequel possede un caractere aromatique
important. Nos résultats corroborent les ¢tudes qui ont décrit que le résidu Trp ne peut
¢tre modifié sans influencer grandement activite ct affinité du peptide, cc qui a
malheureusement men¢ a un analoguc contcnant une Trp en position 21 dépourvus d’unc
activité¢ significative. De plus, nos résultats vont dans le sens des observations dc
Galantino e al (1995), qui ont montré que la configuration du résidu en position 21 est
importante. Par exemple, I’analogue [Nle’, D-Bpa’'JhET-1 est completement dépourvu
d’activité tandis que I'analogue [Nle’, L-Bpa?' JhET-1 possede une faible activité sur les

préparations d’aorte de rat et sur les préparations de parenchyme pulmonaire de cobaye.

De plus, bien que les études de Tam er al., (1993) et Hunt er al., (1993) avaient démontré
que le résidu Phe'* est important pour la liaison aux récepteurs et & la transduction du
signal, cet acide aminé a été remplacé par le groupement photoactivable, puisqu’il
possede aussi des propriétés semblables a Phe, soit I’aromaticité et I’hydrophobicité. Le
remplacement de Phe'* par Bpa a été bien toléré par le récepteur ETg mais non par le
récepteur ET4. Vraisemblablement, la présence du groupement photoactivable a cette
position engendre de I’encombrement stérique qui résulte en une contrainte structurale au
niveau de la région médiane du peptide. D’ailleurs, une étude a déja démontré que la
structure en hélice dans la partie médiane du peptide (des acides aminés 11 a 15) est
d’une grande importance dans le processus d’activation du récepteur ET4 (Langlois et al.,
2003). Finalement, tous les autres analogues synthétisés avec le Bpa en position 4, 7, 9 ou

12 se sont avérés actifs sur les deux récepteurs, quoique généralement, ils se sont
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comport¢ comme des agonistes partiels. Ceci confirme I’étude de Tam ef al.(1994), qui a
montré que le remplacement de ces résidus par des Ala produit des agonistes a activité

intrinseque réduite.

L affinite des analogucs a ensuite éte vérifiée par des tests de compétition sur des ccllules
CHO surexprimant I'un ou I"autre des récepteurs. Ces tests ont é¢ exéeulés contre
I’endotheline marquce a IMode-125. Ce criblage a permis de choisir deux sondes avee unc
affintté sur les deux recepteurs ct qui se comportaicnt ¢galement comme des agonisics sur
les deux récepteurs. Les deux sondes remplissant ces criteres ont été [L-Bpa JhET-1 ct
[Nlc7,L-B|)a'2]hET-l. En plus de bien lier et activer les récepteurs, Mutilisation de ces
deux sondes avait Pavantage de contenir le résidu photosensible sur deux partics
distinctes de I'ET, soit a proximité du regroupement de résidus chargés et a Iintéricur de
la structure en hélice. 1 était alors postulé que les résultats du photomarquage pourraient

donner davantage d’indices sur la fagon dont ’ET sc place dans la pochette de liaison.

Les deux peptides choisis ont donc été radiomarqués sur la tyrosine-13 au moyen de
I’iode-125. Préalablement au photomarquage, des tests de compétition ont été effectués
contre de ’ET non-marquée, afin de confirmer que I’ajout de I’iode sur la chaine latérale
n’avait pas modifié I’affinité des peptides pour les récepteurs. Les peptides ont ensuite été
liés de fagon covalente sur les récepteurs par photomarquage. L’analyse subséquente des
résultats obtenus suite aux clivages enzymatiques et chimiques du complexe ligand-
récepteur, ainsi que les résultats d’études effectuées précédemment nous ont ainsi permis
d’appronfondir les connaissances sur le domaine de liaison de I’ET au niveau de ses

récepteurs.

Chaque complexe récepteur-ligand a généralement été soumis a différents procédés de
clivage, soit I’endoprotéinase Arg-C, I’endoprotéinase Lys-C, le CNBr ainsi que le NCS.
Le choix de la méthode de clivage a été déterminé en fonction de la position du Bpa et du
radiotraceur (‘*’I) de sorte que lors du clivage, le signal radioactif restait sur le fragment
photomarqué. Suite aux clivages, les masses moléculaires des fragments obtenus ont été

comparées a celles déduites a partir de la séquence du récepteur.
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Les résultats du photomarquage sur le récepteur ET, ont montré que le segment

147 166

comprenant les acides aminés Phe "'-Lys ™ contiendrait un point de contact pour la
sonde [Nle’, L-Bpa'®, Tyr'*(*’I)JhET-1. Ce segment du récepteur fait partic de la fin de
la 19 boucle extracellulaire jusqu’au haut du domaine transmembranaire 1. En cflet, le
chevauchement des fragments obtenus a la suite des trois différents clivages (endo Arg-C,
endo Lys-C et NCS) indiquc cette section du récepteur. En 1992 ¢t 1993, des ctudes avee
des récepteurs chimeres cffectuées par Adachi ct ses collaborateurs avaient suggéré cc
méme domaine de liaison pour 'ET et plus particulicrement, la portion comprenant lcs
acides aminés 140 a 144, Plus recemment, unc ¢tude de modéhisation molcculaire a
proposé que les chaines latérales de certains acides aminés de la premicre boucle
extracellulatre du réceptewr ETy, soit les résidus Lcu”z, Phe!™ et Phe'™ interagiraient
respectivement avee Leu'’, Asp'™ et Trp?' de PET (Orry et Wallace, 2000). Ainsi, nos
résultats viennent montrer que la premiere boucle extracellulaire jouerait un rdle

important dans le procesus de liaison au récepteur ET,.

Les résultats des clivages du complexe [L~Bpa7, Tyr*(**JhET-1-ET, pointent quant a
eux la seconde portion de la 3° boucle intracellulaire jusqu’au milieu du 6° domaine

9 .
% Quoique ce

transmembranaire du récepteur ET, incluant les acides aminés Ile*>-Trp
domaine n’a jamais été ciblé comme ayant un réle dans le processus d’activation, nos
résultats viennent appuyer un modele théorique d’interaction de I’ET sur ses récepteurs.
Ce modele modele suggere que ’ET-1 viendrait, en ce qui concerne le récepteur ET, trés
proche des domaines transmembranaires IV-VI et leurs domaines extracellulaires
adjacents. Selon ce mod¢le, le récepteur ET se diviserait en deux parties distinctes. Une
partie serait composée des domaines transmembranaires I, II, III et VII ainsi que des
domaines extracellulaires adjacents, tandis que 1’autre comprendrait les domaines
transmembranaires IV a VII. La premiére partie serait responsable de la liaison du ligand
et la deuxieme région jouerait un role dans la sélectivité du ligand. Puisque la portion N-
terminale de ’ET formerait «l’addresse» de la molécule alors que la portion C-terminale

formerait le «message» (Sakamoto et al., 1993) il apparait alors que la position 7 de 'ET

lierait le 6° domaine transmembranaire, soit une partie de I’adresse du récepteur. La
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1 cre

position 12, faisant partie du message dc la molécule, viendrait quant a clle pres de la
boucle extracellulaire pour permettre au récepteur de prendre une conformation menant a
une activité biologique. On peut aussi postuler que le 5° domaine transmembranaire serait
a proximité de cette pochette de liaison. En cffet, une ¢tude précédente de photomarquage
a démontr¢ que des ligands des réeeptewrs de 'ET se liaientt au 5% domaine
transmembranaire (Tessicr ef al., 2005). Par conséquent, la 1Y boucle extraccllulaire
ainsi que les 5% ¢t 7% domaines transmembranaires formeraient done unc partic du

domaine de liaison de I'ET sur le récepteur ET 4.

les résultats des clivages du complexe [NIe’, L-Bpa'?, T)I’H(USI)JIIET—I Ty, ont pour
leur part montre unc portion de la 2° boucle cxtraccllulaive du récepteur ETy, soit des
acides aminés Thi™"“Met™, comme étant unc région de contact. Unc autre étude de
photomarquage rcalisée avec un agoniste compétitif de I’ET, I'IRL-1620, avait déja
identifi¢ unc portion de la 2° boucle extraccllulaire et une région du 5° domaine
transmembranaire comme zone de contact (Boivin er «l., 2004). Malgré lc fait que le
segment obtenu avec le clivage du complexe [Nle’, L-Bpa'z, Tyr*(**DIWET-1-ET; soit
trés rapproché de celui identifié par photomarquage avec [L-Bpa®, Tyr"('"I)JIRL-1620, la
divergence au niveau des régions étaient inattendue puisque la position 12 de I'ET est
équivalente a la position 5 de I’IRL-1620. Par contre, cet agoniste étant plus petit que
I’ET, il est possible qu’il puisse bouger plus librement dans la pochette de liaison et ainsi
favoriser un autre site d’attache. Par ailleurs, une autre étude avait déja montré suite a des
études au moyen de récepteurs chiméres que les acides aminés Ile'*® a lle'”’, chevauchant
le 2° domaine transmembranaire, la 1 boucle extracellulaire et le 3° domaine
transmembranaire formeraient un domaine important pour la liaison (Wada et al.,1995).
Néanmoins, il est plausible que les différences entre nos résultats et ceux obtenus par
I’équipe de Wada soient attribuables aux méthodes utilisées. Préalablement aux études
sur les récepteurs chimeres, cette équipe avait observé aprés incubation des récepteurs
ETg purifiés avec de I’ET-1 radiomarquée que les acides aminés 85 a 200 étaient
impliqués dans le processus de liaison du ligand sur ce récepteur. Par la suite, des
1ére

récepteurs chimeéres ont été fabriqués en remplagant la boucle extracellulaire dans les

deux types de récepteur et I’hypothése a été vérifiée par des études de liaison avec deux
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antagonistes le BQ-123 ct le Bosentan, le premier étant spécifique a ET,, tandis que
Iautre ne présentant pas de sélectivité. Cette portion de la 1 boucle extracellulaire,
cibléc par Wada comme importante pour la liaison, pourrait permetire une bonne
conformation du récepteur ETy; et assurer la liaison du ligand a la 2% boucle

extracellulaire, laquelle a éte ciblée par nos résultats de photomarquage.

Les résultats des clivages  du complexe [L-Bpa', Tyr"("*DINET-1 ETy n’ont
malhcurcuscment pas mené a I’¢lucidation exacte du domaine de laison. Par contre, lcs
résultats ont montré deux possibilités de segment pour la liaison de I’ET sur le récepteur
[Ty, soit les acides aminés 1e™'* a Arg®™ situés dans le 4° domaine transmembranaire ct
la 19 boucle extracellulaire, ¢t les acides acides aminés Glu™"-Mct™™ couvrant unc
portion du 6" domainc transmembranaire, la 3° boucle extracellulaire ¢t le 79 domaine
transmembranaire. En suivant Ic modele théorique de Sakamoto (Sakamoto er al., 1993),
le domaine de liaison se trouverait dans le 7° domaine transmembranaire, ce qui serait en
accord avec I’obtention du segment formé de Glu”’-Met'™, suite aux clivages du

complexe [L-Bpa’, Tyr'*(***1)JhET-1 ETj.

Les ¢tudes de photomarquage nous ont donc fourni de I’information sur la pochette de
liaison et permis d’identifier de courts fragments de liaison de I’ET sur les récepteurs.
Cependant, 1l serait essentiel de poursuivre I’investigation pour connaitre plus
précisément des points de contact sur les récepteurs. Une technique développée par
Rihakova et al.(2002) pourrait permettre de trouver des zones de contact davantage
ciblés. Cette méthodologie, nommée ‘’Methionine Proximity Assay’’ consiste & insérer
dans le récepteur des résidus de méthionine aux endroits soupgonnés de lier le ligand.
Cette technique a été congue apres que des études de photomarquage utilisant le Bpa
comme agent photosensible eurent montré qu’une grande proportion des sites de liaison
observés contenait des Met (Boucard et al., 2003; Kage et al., 1996). Le Bpa affiche une
forte affinité pour cet acide aminé lors de la liaison au récepteur. Or, en développant par
mutagénése dirigée des récepteurs contenant des Met a divers endroits dans le site de

liaison du récepteur, il est possible d’obtenir la position probable qui est en contact avec
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le ligand. Par exemple, le site de liaison des récepteurs NPR, (Jossart er al., 2005), AT,

et AT, (Rihakova et al., 2002) a été étudié de cette facon.

Tous les rcsultats de nos expériences de photomarquage ont été obtenus suite a
incubation des cellules ct du ligand & 4°C. Or, il a ¢té¢ démontré que la température peut
modificr la géométric du site de liaison sur le récepteur (Arsenault er al., 2007). 11 serait
donc utile de refaire les expéricnees a différentes températures, tout particulicrement 4
37°C, ¢tant donné que ces conditions de liaison refléteraient davantage cclles rencontrées
in vivo. Bien entendu, les conditions expérimentales devraient étre revues afin de limiter
le phénomcene d'internalisation ct de dégradation cellulaire, en particulier lors d’¢tudes du

récepteurs ETy. lequel est identilié comme un réeepteur de clearance.
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6. Conclusion

Mes travaux ont conduit au développement de sondes photoscnsibles utiles au
photomarquage, lesquelles ont permis d’identificr des sites importants de liaison de I'ET
sur les recepteurs ETy et BTy et de confirmer les resultats de certames ctudes déja
mences sur ces recepteurs. Cependant, 1l reste encore des observations divergentes dans
la litterature et nos ¢tudes de photomarquage n’ont ¢té mences qu’avec seulement deux
des sondes développées. Or, 1l serait pertinent de poursuivre I'investigation des sites de
liaison avec des sondes contenant le groupement photosensible a d’autres positions ou

encore avee des sondes substituces avec deux groupements photosensibles.

Ainsi, des ctudes plus approfondies des recepteurs et I'ET, que ce soil par mutagenese
dirigée ou encorc photomarquage avec des sondes comprenant le groupement
photosensible a différentes positions, permettraient de micux caractériser les domaines de
©
liaison et assureraient une meilleure compréhension de I'interaction de I'ET avec ses
récepteurs. Celle stratégie s’ajoute a celles déja explorées afin de favoriser le

développement dc nouvcaux agents thérapeutiques.
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