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Ainsi, le test au NH,I permet de déterminer si la méthionine contenue dans le peptide
n'est pas oxydée. Pour les purifications sur HPLC préparatif, la durée du gradient a été
réduite a une heure; ce qui diminue la rétention du peptide et restreint la formation de

produits secondaires avant la séparation.

7.7.2 Formation des ponts disulfures

Les liaisons disulfures induisent une conformation particuliére et indispensable pour
l'activité biologique du peptide. Lors de la synthése d'un peptide, chaque résidu d'acide aminé
est introduit successivement dans la chaine et c'est seulement lorsque le peptide est complété,
qu'il faut alors créer les ponts disulfures de maniére régiosélective (Cavalier Daunis et
Jacquier, 1989). Les méthodes plus anciennes consistent en une oxydation a l'air des
fonctions thiols non protégées mais la formation des ponts disulfures est alors non
régiosélective. Les nouvelles stratégies de synthése supposent l'existence de sélectivité de
déprotection pour obtenir seulement 2 fonctions SH libres a la fois (Nakajima et al., 1989:
Akaji, Nishiuchi et Kiso, 1995).

Le choix du groupement protecteur des cystéines est la décision la plus importante lors
de la synthése peptidique. Ainsi la formation des ponts disulfures est permise par l'utilisation
d'une protection orthogonale des groupements thiols. Il existe 2 types de Boc-cystéine soit
le Boc-méthylbenzyle-Cys (MBzl-Cys) qui est déprotégé au HF et le Boc acétamidométhyle-
Cys (Acm-Cys) qui est déprotégé a liode (Nishiuchi et Kiso, 1995). L'intérét du groupement
Acm réside dans sa résistance aux acides forts donc résistant au clivage par le (Cavelier,
Daunis et Jacquier, 1989). Ainsi les Cys-MBzl sont utilisées en position 3 et 11 pour la
formation du premier pont disulfure et les Cys-Acm, sur les résidus 1 et 15, permettent de

compléter le second pont.

Pour la cyclisation au K,;Fe(CN);, la cinétique de réaction d'une durée de 4 heures a

permis l'analyse des résultats. Les graphiques de la cinétique n'indiquent aucun déplacement
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du temps de rétention du pic principal. Aprés 1 heure, une dégradation légére du peptide est
observable. La réaction serait alors complétée a l'intérieur de ce laps de temps. La réaction
de cyclisation serait complétée entiérement aprés une heure. (figure 19) La pureté du peptide

s'est vue grandement améliorée a cette étape.

La cinétique de cyclisation a l'iode des cystéines 1 et 15 a été réalisée sur une durée
~de 5,5 heures. Aprés 2 heures, la dégradation du peptide est détectable. De plus, la réaction
nécessite au moins 30 minutes pour se compléter. La durée de réaction sera donc fixée a 2
heures dans les conditions mentionnées précédemment. La cyclisation a été réalisée entrainant

une légére formation de sous-produits de réaction. (figure 20)

Finalement, suite & l'obtention du peptide bicyclique, une cinétique de déformylation
sera réalisée. (figure 21) Il n'y a pas de variation observable du temps de rétention, par
contre, on détecte une dégradation du produit aprés une heure. Le temps de réaction optimal
est donc de 30 minutes. Tous ces changements ont permis d'améliorer les rendements des
différentes étapes afin d'obtenir un peptide en quantité et en qualité suffisantes pour exécuter
les tests enzymatiques. Préalablement, un test d'oxydation a été effectué pour s'assurer que

la méthionine contenue dans la séquence peptidique n'était pas touchée.

8. Evaluation des peptides

8.1 Méthodes sur HPLC analytique

Le produit final a été co-injecté avec un standard afin de vérifier 'authenticité du
produit. Les résultats de I'analyse ont permis de conclure que le peptide synthétisé et purifié
correspond bel et bien a la Big- ET-1 (1-39) standard. Les analyses sur HPLC peuvent

certifier I'homogénéité du peptide purifié.
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8.2 Test de réduction au NH,I

Le probléme majeur associé a la méthionine est l'alkylation et Foxydation de l'atome
de soufre. Le carbocation formé lors des étapes de déprotection réagit sur la chaine latérale
pour donner un sel de sulfonium qui subira d'autres dégradations (Nicolas, 1995).
L'oxydation de la méthionine se produit tant durant la synthése peptidique que lors de la
formation des ponts disulfures. La clé réside donc dans la détermination d'un agent réducteur
pouvant étre employé avec des ponts disulfures. Initialement, les thiols étaient employés mais
ils sont incompatibles avec les cystéines. Plus récemment, l'utilisation du NH,]I dans le TFA
a été appliqué pour ia réduction et ce avec beaucoup de succés. Comme dit précédemment,
les peptides ont été testés et des résultats négatifs nous ont permis de conclure que ceux-ci

n'avaient pas subi d'oxydation.

0,
R- CH,-CH,-S-CH; (R,-S-R,) === »R,-S-OH' (>SOH")
R,
>SOH* «==» I1-S-OH «=» I-S-OH,' =» [-S'< =» S<+ I
I H H,0 i I
S(CH,),
h
OS(CH3)2 «= «= «= I'S+(CH3)2
9. Cinétiques enzymatiques

9.1 Analyses enzymatiques

Le poumon est un des organes qui répond le plus aux effets agonistes de 'endothéline
et c'est aussi son site majeur de clairance via la circulation pulmonaire (Kent et Keenan,

1995). C'est de cet organe que l'enzyme a été extraite. La ECE membranaire a donc été
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isolée 4 partir du poumon de boeuf selon la méthode décrite précédemment. Le boeuf a été
employé simplement pour des raisons utilitaires, pour sa grande disponibilité. On a donc
obtenu un homogénat de protéines liées aux membranes. La courbe standard de BSA a
permis de déterminer par extrapolation, la quantité de protéines contenue dans le mélange.

(figure 22) On obtient une valeur moyenne de 20 mg de protéines par mL de solution.

Les études préliminaires des composants isolés ont permis de déterminer les temps de
rétention de ceux-ci sur le systéme HPLC. Ainsi la Big-ET-1 (1-39) bicyclique serait
observable vers un temps de rétention de 23 minutes alors que le pic de I'endothéline
bicyclique sortirait vers 25 minutes. Le mélange membranaire a aussi été testé pour s'assurer
que cette région ne présentait aucun pic significatif pouvant interférer. (figure 23) La ECE
sort aux environs de 40 minutes et le cocktail d'inhibiteurs élue avant 18 min. Donc la région
analysée est libre d'interférence. Pour ce qui est du cocktail d'inhibiteurs, la littérature permet
de conclure qu'il n'y aurait pas d'interaction de ces inhibiteurs avec ECE de sorte qu'ils ne

viendraient pas modifier 'action enzymatique.

Par la suite, une co-injection de la Big-ET-1 et ET-1 a permis de prouver qu'il n'y
avait pas d'interaction entre les deux molécules pouvant venir modifier les temps de rétention

_de celles-ci. Les résultats négatifs ont permis de poursuivre les démarches. (figure 24)

On a tenté de déterminer l'effet de I'ébullition de la solution enzymatique dans la
formation de I'endothéline & partir de la Big-ET-1. (figure 25) Ainsi on ne trouve pas
d'endothéline néoformée méme si I'ébullition se poursuit jusqu'a 10 minutes dans les conditions

expérimentales. Donc la Big-ET-1 demeure stable dans les conditions d'arrét de la réaction.

Les différentes cinétiques réalisées 4 37°C indiquent une présence d'endothéline. On
remarque qu'environ 50% de Big-ET et 50% d'endothéline formée demeurent dans le mélange
au temps initial. (figure 26 et 27) Le ratio reste, par la suite, plus ou moins stable durant

toute la cinétique. Ce qui peut amener diverses hypothéses pour expliquer l'observation d'ET-
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1 a t=0, soit la présence d'endothéline endogéne au niveau des membranes, soit une réaction
de dégradation instantanée a 37°C , ce qui entrainerait un plateau rapidement atteint lors de
la cinétique. L'utilisation d'un marqueur pour une détection plus fine de l'endothéline
néoformée pourrait étre souhaitable car les membranes contiennent des contaminants
indésirables. De plus, le plateau observé & 50% de Big-ET-1 peut s'expliquer par le fait que
ECE nécessiterait des co-facteurs pour optimiser sa réaction de clivage. On sait déja que le
zinc serait impliqué dans une transformation de structure tertiaire de ECE. 1l serait donc
intéressant de vérifier si le mélange réactionnel devrait étre suppléé en zinc. 1l serait bon aussi

de vérifier si d'autres co-facteurs seraient nécessaires a l'action de ECE.

Les premiéres tentatives utilisérent I'enzyme lié aux membranes. L'ajout de CHAPS,
un détergent doux, a2 permis de séparer l'enzyme des membranes dans le but de faciliter
l'action de ECE avec le peptide (Warner et al.,, 1992). Comme le CHAPS ne peut étre
directement injecté sur la colonne analytique, I'utilisation du Sep-Pak était souhaitable. Ainsi,
une solution de 40% ACN est suffisante pour déloger les peptides de la colonne. (figure 28)
Par contre, l'acétonitrile a di étre évaporée, ce qui complique la tiche en rendant cette étape
peu reproductible. On observe des cinétiques similaires a celles utilisant I'enzyme liée aux
membranes. (figure 29) Cela suggére que les membranes ne viennent pas réellement limiter
l'action de I'enzyme de conversion sur la Big-ET-1. D'ailleurs la diminution de ET n'est pas

significative.
9.2 ] eff hosph i

Le phosphoramidon est l'inhibiteur le plus connu pour ECE. Ainsi, selon I'étude de
Plumpton, une concentration de 10™* M réduit significativement la production d'endothéline
(Plumpton et al., 1994). Pour déterminer s'il y a présence endogéne d'endothéline dans les
membranes, le phosphoramidon est ajouté au mélange ECE-protéines congelé afin d'empécher
toute dégradation. Comme on l'oberve a la figure 32, l'endothéline est absente du mélange

membranaire avec phosphoramidon. Donc celui-ci ne contiendrait pas d'endothéline
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endogene. Ce chromatogramme nous permet de confirmer que le phosphoramidon inhibe ia
transformation de la Big-ET-1 en ET-1. Nous pouvons donc arriver & émettre 'hypothése que

la réaction serait trés rapide a 37 °C.

On a aussi testé I'enzyme avec la Big-ET-1 pour une dégradation 4 4 °C. On n'observe
la encore aucune présence de ET-1 donc la réaction n'aurait pas lieu a cette température. Cela
vient aussi confirmer ['absence d'endothéline endogéne et suggére un clivage de Big-ET-1

instantané dans les conditions expérimentales a 37°C. (figure 31)
la Big-ET-

10.1 Choix des analogues synthétisés

Le choix des analogues a été effectué en partant du lien de clivage P-P' soit Trp*-
Val®, Certaines études estiment qu'il faut un minimum de 7 résidus d'acides aminés pour
réussir & reconnaitre le peptide, soit de P, 4 P,' (Handa et al., 1995). Les analogues choisis
ont des longueurs variées afin de déterminer le fragment le plus court, reconnu et scissile par
ECE. Les analogues sélectionnés ont des séquences variant entre 4 et 17 acides aminés.
Ainsi, on sait que le principal inhibiteur de ECE, le phosphoramidon est un dipeptide
substitué, (tableau 5) Cela suggére que seulement 2 acides aminés sont suffisants pour
interagir avec ECE. Ici, avec 4 acides aminés, on aurait une faible spécificité. Alors qu'avec
17 acides aminés, la spécificité serait grandement augmentée. En éliminant la séquence

contenant les ponts disulfures, on facilite la synthése d'éventuels inhibiteurs.

| 10.2 Synthése et purification des analogues

Les synthéses peptidiques des analogues ont été réalisées selon les méthodes décrites.

Les produits finaux indiquent une pureté trés élevée. (tableau 6) Par exemple, le
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chromatogramme de la figure 32 permet d'évaluer la purification par HPLC. Comme on peut
le constater, un seul pic est observable pour la Big-ET-1 (20-23).
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Conclusion

Ainsi , la synthese des analogues, nous a permis d'obtenir des peptides relativement
purs qui serviront lors des expérimentations futures. De plus, grice a l'optimisation du
protocole de synthése de la Big-ET-1, nous avons réussit a obtenir un pureté de 100% pour
ce peptide. Les cinétiques enzymatiques nous confirme l'activité de ECE. En effet, la
cinétique démontre une présence de ET-1 néoformé dans le milieu. Ce qui confirme que les
méthodes développées sont adéquates pour solutionner les questions qui demeurent en

suspend.

Donc, pour résoudre le probléme de la réaction instantanée, on pourrait diminuer la
température afin de ralentir l'action de l'enzyme de conversion de l'endothéline et ainsi
observer la cinétique enzymatique compléte. 1l serait aussi intéressant de déterminer si un co-
facteur est impliqué dans le processus de transformation de la Big-ET ou si une rétroinhibition

expliquerait la cinétique stationnaire.

Les analogues de la Big-ET-1 ont été synthétisés et pourront étre analysés pour les
reconnaissances par ECE. En effet, les diverses études ont permis de déterminer que l'enzyme
extraite était active dans les conditions décrites et ce avec une action quasi instantanée &
37°C. Nous pourrons déterminer le ou les fragments reconnaissant l'enzyme de conversion
de I'endothéline, donc qui subissent le clivage au niveau du lien Trp-Val. Par la suite, de
nouvelles synthéses de ces analogues seront envisagées avec la formation, cette fois, d'un lien
pseudopeptidique non scissile par ECE. Nous souhaitons ainsi parvenir a synthétiser un
inhibiteur spécifique a2 ECE.

Ces liaisons pseudopeptidiques miment le lien peptidique mais sont non scissiles par
les enzymes protéolytiques. Les peptidomimétiques permettent d'augmenter l'efficacité et la
sélectivité des peptides actifs dans l'organisme. Ils permettent aussi de diminuer les effets
secondaires et de prolonger l'activité en freinant la dégradation enzymatique (Hruby et

Bonner, 1994). L'objectif ultime des peptidomimétiques est de créer un inhibiteur montrant
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une forte liaison (réversible ou non) a I'enzyme qui viendrait compétitionner avec le substrat

naturel et causer son déplacement du site actif (Gante, 1994).

Il serait donc intéressant de remplacer le lien Trp?'-Val® de la Big-ET par un lien
réduit dans le but d'inhiber la transformation, par ECE, de la Big-ET-1 en ET-1 et ainsi
effectuer une régulation du taux de ET formé. Les buts de notre recherche visent donc a
contribuer & I'élucidation du mode d'action de I'ECE au niveau moléculaire. Plus
particuliérement, a identifier le plus court substrat reconnu par ECE pour parvenir a
déterminer la structure du peptide lorsque celui-ci est lié 8 ECE. Pour permettre cette
analyse, les hypothéses suivantes ont été posées. La Big-ET-1 doit avoir un site de
reconnaissance spécifique pour ECE et la Big-ET-1 doit adopter une structure reconnue par

I'enzyme a laquelle elle se lie.
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Tableau 4 : Etapes du protocole de synthése sur phase solide

NEUTRALISATION
CH,Cl, 5% DIEA

[ [

(seulement pour les résines BHA. HCI)

2- (2x) CH,Cl,
3- rocéder dir |
DEPROTECTION
1- TFA 40% / CH,Cl,
2- TFA 40% / CH,Cl,
COUPLAGE
1- (2x) CH,Cl,
2- EtOH
3- CH,ClL,
4- (2x) DMF
5- 3 équivalents de Boc-A.A. (dissous dans le DMF)
5 équivalents de base: DIEA
3 équivalents de BOP (dissous dans le DMF)
6- ringage au DMF
7- ringage (2x) CH,Cl,
8- Test Kaiser 4 la ninhydrine
9- reprendre la déprotection pour l'acide aminé suivant

15 minutes
2 minutes

S minutes
20 minutes

2 minutes
2 minutes
2 minutes
2 minutes

45 minutes
2 minutes
2 minutes



