UNIVERSITE DU QUEBEC

MEMOIRE
PRESENTE A
L'INRS-SANTE

COMME EXIGENCE PARTIELLE

DE LA MAITRISE EN PHARMACOLOGIE

PAR

MICHEL GERMAIN

SYNTHESE PEPTIDIQUE EN PHASE SOLIDE (SPPS)
DE L'ENDOTHELINE-1,

UN PUISSANT VASOCONSTRICTEUR

FEVRIER 1992



REMERCIEMENTS

Je ne puis déposer ce mémoire sans exprimer mes remerciements les
plus sinceres. Je tiens d'abord a exprimer ma gratitude & mon directeur de
recherche, le Dr. Alain Fournier, qui a supervisé I'évolution de ce travail. ||

montra un vif intérét et les encouragements dispensés furent motivants.

Je désire remercier tous les membres du groupe de recherche du
laboratoire des peptides de I''NRS-SANTE pour leur collaboration et souligne

particulierement ['aide technique de madame Carine Losito.

De plus, je remercie l'organisme FCAR pour m'avoir octroyé cette
bourse d'études de second cycle tant appréciée et essentielle a la réalisation

d'un tel projet.

Enfin, je dédie ce travail & mon épouse Sylvie, qui m'a tant appuyé tout

au long de mes études.



RESUME

L'endothéline-1 (ET-1), une des plus puissantes substances
vasoconstrictrices connues, a été récemment isolée a partir de cellules
endothéliales d'aorte. ET-1 est un peptide de 21 acides aminés caractérisé par la
présence de deux ponts disulfures intramoléculaires. Dans le cadre d'une étude
de la relation structure-activité de ce peptide, nous avons évalué différentes
approches de synthése et finalement mis au point une procédure unique, en
utilisant la méthode en phase solide. Ainsi, nous avons assemblé sur une résine
de polystyréne-divinylbenzéne porteuse d'une fonction chiorométhylée, la
séquence entiére en utilisant une stratégie faisant appel au mode de protection
labile en milieu acide. Le choix des groupes protecteurs des chaines latérales a
été fait en accord avec la stratégie utilisée afin d'assurer une protection compléte
des fonctions latérales tout au long de la synthése. Les deux paires de résidus
cystéines (positions 1-15 et 3-11) ont été respectivement protégées par les
groupes acétamidométhyle et méthylbenzyle dont les niveaux de stabilité
chimique permettent des déprotections sélectives. Les deux ponts disulfures ont
été formés de fagon régiosélective au moyen de techniques d'oxydation douces.
Finalement, I'élimination de la protection formyle du tryptophane C-terminal a été
réalisée par traitement a la pipéridine, un agent nucléophile. Aprés purification
par PI-CLHP, la caractérisation du produit synthétique final a confirmé que cette
préparation est identique a la substance naturelle.
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INTRODUCTION

L'essor connu par la biochimie au cours des deux derniéres décennies, di
au développement de méthodes analytiques et synthétiques plus raffinées, a
largement contribué a la découverte d'un nombre impressionnant de nouvelles

structures peptidiques.

Parmi ces peptides, certains sont actuellement utilisés dans le domaine
meédical et agroalimentaire. Par exemple, la somatostatine, la somatotropine,
l'oxytocine, I'normone parathyroidienne ou la calcitonine sont employés en
thérapie de remplacement chez I'humain. Certains inhibiteurs d'enzymes comme
le captotril, I'énalapril et le lisinopril représentent le traitement de choix pour des
milliers d'hypertendus. Le peptide le plus répandu est sans doute I'aspartame
(NUTRASUC md), qui est utilisé comme substitut du sucre dans un grand nombre

de boissons gazeuses et autres types d'aliments.

En plus de ces peptides qui ont atteint le statut de la commercialisation, des
dizaines d'autres, dont on connait le potentiel, sont I'objet d'intenses recherches,
en vue d‘applications futures. Parmi ceux-ci, on retrouve I'endothéline-1 (ET-l) qui

a éte isolée et séquencée en 1988, par Yanagisawa et al. (1).

Depuis sa découverte, ce peptide de 21 acides aminés suscite un vif intérét,
puisqu'il est une substance vasoconstrictrice naturelle plus puissante que

I'angiotensine I, la vasopressine ou le neuropeptide Y (2).



Ceci a été prouvé & partir d'essais biologiques réalisés chez différents
mammiféres (rat, lapin, chien et humain). En effet, it a été démontré que l'injection
de ET-1 (10 -9 mole/kg) chez le rat anesthésié provoque une augmentation de la

pression artérielle supérieure a 50 mm de Hg (2).

Le rdle précis de ET-1 au niveau du contrdle de la fonction vasculaire n'est
pas encore clairement établi et souléve plusieurs interrogations. Il est possible
qu'une surproduction de cette substance par l'endothélium vasculaire puisse
jouer un rdle prépondérant dans la genése de certaines complications d'ordre
cardiovasculaire; tels I'hypertension, le vasospasme coronarien ou l'insuffisance
cardiaque globale (3, 4). Une augmentation des niveaux sanguins de ET-1 a
également été rapportée dans certains états de stress cardiovasculaires sévéres
incluant le choc cardiogénique (5), l'infarctus du myocarde aigu (6), la
transpiantation du foie (7) et autres chirurgies abdominales majeures (8). Ces
résultats confirment que ET-1 est un vasoconstricteur endogéne important qui

module la pression artérielle.

Afin de mieux définir le profil pharmacologique de ET-1, il s'avere d'abord
essentiel d'accroitre la disponibilité de ce vasoconstricteur. ET-1 est présent in
vivo a des concentrations inférieures a la picomole/litre et les quantités isolées a
partir de surnageants de cellules endothéliales en cuiture sont infimes. Afin
d'attribuer avec certitude une ou des activités biologiques & une substance
peptidique, la pureté de la préparation doit étre excellente. Une approche de
synthése de ET-1 par voie chimique est donc préférable car elle permet d'obtenir,
en grande quantité, des peptides exempts de contamination. De plus, elle facilite
la conception des analogues requis pour une étude des relations de structure-

activité.



La synthese de ET-1 représente toutefois un défi de taille pour le chimiste
des peptides, qui doit contourner plusieurs difficultés (résidus d'acides aminés
sensibles aux transformations chimiques tels que l'alkylation et I'oxydation,
formation régiospécifique des ponts disulfures, problémes de solubilisation) afin

d'obtenir un peptide homogéene de qualité.

Ainsi, dans le cadre d'une étude des relations de structure-activité de ET-1,
notre objectif principal a été de développer un schéma de synthése efficace de ce
nouveau peptide en utilisant la méthode de synthése peptidique en phase solide
(SPPS). Différentes stratégies de synthése, rapportées dans la littérature, ont été

investiguées et appliquées a la production de ET-1.

Le premier chapitre expose le profil pharmacologique actuel de
l'endothéline. Le chapitre suivant présente le principe général de la synthése
peptidique en phase solide (SPPS) et la stratégie sous-jacente. On retrouve dans
le dernier chapitre les approches de synthése, cyclisation et purification évaluées.
Les résultats expérimentaux y sont également discutés. Enfin, ce chapitre
renferme les résultats de la caractérisation chimique et biologique de notre

préparation synthétique.



CHAPITRE |
PROFIL PHARMACOLOGIQUE DE L'ENDOTHELINE

Le rdle physiologique précis de I'endothéline, ce nouveau peptide vaso-
constricteur de 21 acides aminés, est indéterminé. Comment celui-ci est-il
impliqué dans le maintien de I'homéostasie? Contribue-t-il a la genese de
certaines pathologies? Si oui, de quelle fagon? Pour répondre & de telles
interrogations, il est impératif de mieux définir le profil pharmacologique de ce
peptide. Réguliérement, de nouvelles informations nous sont apportées et nous

permettent, progressivement, de répondre & de telles interrogations.
1.1. SITE ET MECANISME DE BIOSYNTHESE

La contractilité des vaisseaux sanguins est régularisée principalement par
l'intermédiaire de messages d'origine nerveuse et/ou hormonale. Depuis
quelgues années, on sait également que l'endothélium vasculaire produit et libére
localement certaines substances vasoactives. L'attribution de cette nouvelle
fonction résulte en grande partie des travaux de Furchgott et Zawadzki (9) réalisés
au début des années 80. En effet, ceux-ci ont démontré que sous l'action de
I'acétylcholine, les cellules endothéliales libérent un facteur relaxant nommé

“endothelium-derived relaxing factor” (EDRF) qui induit la vasodilatation.

Ces résultats, combinés & la découverte de la prostacycline par Moncada et
Vane (10), ont suscité un intérét grandissant pour les substances vasoactives

produites par la paroi des vaisseaux sanguins.



Par la suite, on remarqua que de nombreux stimuli chimiques tels la
noradrénaline (11), la thrombine (12) et le neuropeptide Y (13), ou physiques
comme I'nypoxie (14) et l'anoxie (15) favorisaient la réponse contractile du muscle
lisse vasculaire. Ces observations ont soulevé I'hypothése que les cellules
endothéliales puissent aussi, sous l'action de stimuli variés, sécréter une ou
plusieurs substance(s) vasoconstrictrice(s), en plus des puissants vasodilatateurs

que sont la prostacycline et I'EDRF.

En 1988, Yanagisawa et al. (1) ont isolé I'endothéline & partir d'une culture
de cellules endothéliales aortiques de porc et déterminé sa séquence. Ce
puissant vasoconstricteur est un peptide de 21 acides aminés (Mr 2492) qui
contient 2 paires de ponts disulfures intramoléculaires, respectivement localisés
entre les résidus de cystéine 1 et 15 et Cys 3 et 11. Cette fréquence de ponts
disulfures est d'ailleurs unique a l'intérieur d'une séquence aussi courte et n'est

retrouvée chez aucun autre peptide bioactif d'origine mammifére (1).

La biosynthése de l'endothéline semble s'effectuer selon un schéma
semblable a celui de plusieurs autres hormones peptidiques et neuropeptides. En
effet, I'endothéline serait produite initialement par les cellules endothéliales sous
forme d'un prépropeptide de 203 acides aminés. Suite a l'action spécifique
d'endopeptidases, une prohormone de 39 acides aminés serait alors générée. Le
peptide de 21 résidus serait ensuite produit grace & l'action d'une enzyme de
conversion (ECE) dont l'existence est encore hypothétique (1) (Fig. 1). Cette
enzyme pourrait représenter un site d'intervention pharmacologique idéal afin de

prévenir la synthése de ce peptide vasoactif.
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Figure 1: Mécanisme de biosynthése de I'endothéline.

La séquence de la piéce sécrétoire et de ET-1 est respectivement représentée

par la zone ombragée et noire. Selon ce mécanisme, la proendothéline de 39
acides aminés est générée par clivage protéolytique, au niveau de paires de résidus
basiques. ET-1 est produite via l'intervention d'une enzyme de conversion

non identifiée (1).



1.2. L'ENDOTHELINE : UNE FAMILLE DE PEPTIDES

L'endothéline présente une homologie structurale et fonctionnelle
remarquable avec un groupe de toxines appelées sarafotoxines (Fig. 2). Ces
peptides ont été isolés du venin du serpent Attractaspis engaddensis et
provoquent un vasospasme coronarien trés séveére. L'analogie est telle que t'on
croit étre en présence de peptides qui partagent une origine évolutive commune

(16).

La présence de ces peptides homologues dans des tissus aussi différents
que l'endothélium vasculaire d'un mammifére et les glandes venimeuses d'un
serpent a suggérée que l'endothéline ne soit pas le seul membre de sa famille et

qu'il puisse étre synthétisé ailleurs que dans l'endothélium vasculaire.

Gréce au clonage et a l'analyse séquentielle de génes, l'existence de trois
membres distincts a été proposé chez I'humain ; ET-1, ET-2 et ET-3. ET-1 est le
premier membre de cette famille qui a été deécouvert et isolé. Ainsi, I'emploi du
terme général "endothéline" référe habituellement a cette molécule. Les 2 autres
isopeptides, ET-2 et ET-3, différent de ET-1 par 2 et 6 résidus d'acides aminés
respectivement mais la localisation des ponts disulfures y est conservée (17, 18). Il
est & noter que 3 des 6 substitutions de ET-3 sont de type isofonctionnelles (Thr-2,

Thr-5 et Tyr-14 au lieu de Ser-2, Ser-5 et Phe-14) (Fig. 2).



Endothéline-1
( Humain, porc, chien, rat)

Endothéline-3
(humain, rat)

Endothéline-2
{humain)

Sarafotoxine S6b
{A. engaddensis)

Figure 2: Structure primaire des membres

de la famille des endothélines.

Les résidus qui différent de la séquence de ET-1 sont représentés
par des cercles noirs (17, 18).

Il semble toutefois que les cellules endothéliales ne produisent que ET-1
car seul le peptide ou son ARN messager ont pu y étre détectés (2). La localisation
tissulaire de ET-2 et ET-3 demeure inconnue, car il n'existe pas de preuves
convainquantes de leur expression quel que soit le tissu étudié. Une étude
récente attribuait & ET-3 un réle de neuromodulateur, ce qui reste a confirmer

(19).



1.3. EFFETS PHARMACOLOGIQUES ET LOCALISATION DES
RECEPTEURS

A l'origine, I'endothéline (ET-1) a été identifiée comme un peptide vaso-
constricteur des cellules musculaires lisses vasculaires. On sait maintenant qu'il
posséde un spectre d'activité beaucoup plus large et qu'il exerce des effets sur

des tissus d'origine vasculaire et non-vasculaire.

ET-1 provoque une contraction puissante et soutenue des préparations de
muscle lisse . vasculaire chez presque tous les mammiféres incluant le rat, le
cobaye, le lapin, le porc, le chien, le chat et 'humain. Par exemple, l'injection 1.v.
de ce peptide produit un effet vasopresseur de trés longue durée chez le rat, qui
se traduit par une élévation de la pression artérielle (20). Parmi les autres effets
vasculaires rapportés, ET-1 induit la libération d'éicosanoides et de EDRF (21). En
effet, chez le rat la réponse induite par ET-1 est accrue par le pré-traitement a
lindométacine; conséquence de linhibition de la formation d'éicosanoides
vasodépresseurs. ET-1 exerce également un vaste spectre d'effets

pharmacologiques dans des tissus non-vasculaires (Tab. I).

Actuellement, nos connaissances des récepteurs de I'endothéline sont trés
limitées. Certaines études autoradiographiques reéalisées avec ET-1 marquée a
125 ont révélé, chez le rat, la localisation de sites de liaison spécifique, a haute
affinité (Kd = 2-4 x 10 -10 M (23). Ceux-ci sont situés a l'intérieur du systéme
vasculaire ainsi que dans certains tissus dont lintestin, le coeur, le poumon, le
rein, la surrénale et le cerveau (22-24). Des essais biologiques réalisés in vivo et

in vitro avec les trois endothélines (ET-1,ET-2,ET-3) démontrent que ces



isopeptides possédent des potentiels de vasoconstriction différents. Pour
expliquer ces différents réles physiologiques, on a postulé I'existence de sous-
types de récepteurs, ce qui reste & démontrer (17). Conséquemment, les

caractéristiques biochimiques de ces récepteurs sont inconnues.

L'identification d'activités biologiques variées, combinée avec la
démonstration de l'existence de récepteurs de I'endothéline dans des tissus non-
vasculaires, suggérent que ce peptide est impliqué dans la régulation d'une

variété de fonctions, tant & l'intérieur qu'a I'extérieur du systéme cardiovasculaire.

Tableau I. Activités biologiques non-vasculaires

de ET-1

Effets Réf.
-constriction du muscle lisse 21, 25, 26
(bronches, trachée, utérus, intestin)

-effets chronotropes et inotropes 27
positifs sur le myocarde

-stimule la sécrétion de 'ANP 28

-effets rénaux ( inhibe ia libération de rénine, 29, 30, 31

'ATPase Na+/K+ au niveau du tubule
collecteur et l'effet antidiurétique de la
vasopressine)

-prolifération des cellules musculaires 32, 33,34
lisses vasculaires, des cellules mésangliales
et fibroblastes SWISS 3T3

-modulation de la fibération de catécholamines 35
des terminaisons sympathiques et celiules
chromaffines

-production accrue d'aldostérone par fes cellules 36
de la corticosurrénale

-effets sur le SNC (action vasopressive, libération 34
de substance P)
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1.4. RELATIONS DE STRUCTURE-ACTIVITE

En comparant les structures primaires des endothélines et de la
sarafotoxine S6B, certaines caractéristiques communes sont mises en évidence
chez ces peptides. On retrouve i) 2 ponts disulfures formés par les résidus de Cys
1-15 et Cys 3-11 ii) un groupe de résidus chargés (Asp 8-Lys 9-Glu 10) iii) une
portion C-terminale hydrophobe (résidus 16-21) et iv) une région variable (résidus
4-7) (Fig 2). L'homologie retrouvée suggére donc que la conservation de ces
domaines est importante pour l'expression d'une activité biologique, alors que la

portion variable contribue aux propriétés spécifiques de chaque peptide.

En effet, tout comme plusieurs autres peptides bioactif (vasopressine,
oxytocine, somatostatine...), la destruction de la structure cyclique résulte en une
diminution marquée de l'activité biologique. La réduction et l'alkylation des 4
résidus de cystéine réduit le potentiel vasoconstricteur de ET-1 d'un facteur de
plus de 100. Hl semble aussi que la conservation du pont S-S "extérieur" (Cys 1-
15) soit plus importante, puisque la substitution des résidus 1 et 15 par une
alanine réduit le potentiel de ET-1 d'un facteur 10 fois supérieur a la substitution

équivalente au niveau des cystéines 3 et 11 (38).

La topologie des liens est déterminante pour le maintien de l'activité, car il a
eté démontré que les isomeres non-naturels [Cys 1-11/Cys 3-15]ET et [Cys 1-

3/Cys 11-15]ET sont 100 fois moins actifs que la molécule naturelle (39).
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L'altération de la longueur de la chaine peptidique affecte aussi
considérablement le potentiel vasoconstricteur de ET-1. L'élimination du résidu
tryptophane C-terminal ou sa substitution par le D-Trp réduit son activité d'environ
100 fois (40). En amputant la chaine peptidique d'un résidu supplémentaire (ET 1-
19), on réduit I'activité d'un facteur additionnel de 100. De plus, I'alpha-amidation
de l'extrémité C-terminale résulte en une diminution d'activité d'un facteur de 40

(41).

L'activité contractile du précurseur de 39 acides aminés est aussi
considérablement inférieure (100 & 140 fois) a ET-1 (42). Ainsi, le peptide
bicyclique de 21 acides aminés, doté d'une extrémité COOH terminale libre,
semble représenter la structure qui est caractérisée par la puissance contractile

optimale.

1.5. MECANISME(S) D'ACTION CELLULAIRE

On connait depuis plus d'une décennie le réle important des ions calcium
comme second messager. lls servent de relais entre les messages électriques et
chimiques, qui arrivent a la surface des cellules, et la machinerie biochimique, a
l'intérieur de celles-ci. lis participent & la régulation de phénoménes biologiques
variés; tels la contraction musculaire, le contréle du métabolisme du glycogéne
dans le foie, la sécrétion d'hormones, d'enzymes digestives ou de
neurotransmetteurs (43). Afin de bien orchestrer les mécanismes cellulaires, les

jons calcium sont aussi soumis a une auto-régulation.
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Ainsi, au cours de ['évolution ies cellules se sont progressivement dotées
d'un systéme complexe, afin de contréler la concentration plasmatique de ce
messager. Des pompes, des échangeurs et des canaux ioniques ajustent la
concentration en ions calcium dans le cytosol. Certaines protéines intéragissent
avec ces ijons et assurent la transmission et la réception des messages

intracellulaires.

Les premiers chercheurs qui ont décrit la structure et la pharmacologie de
ET-1, ont également suggéré un mécanisme d'action cellulaire pour expliquer les
bases moléculaires de son action biologique. Selon ceux-ci, ce peptide induit la
vasoconstriction en favorisant I'entrée d'ions Ca++ dans la cellule, via des canaux

voltage-dépendant spécifiques.

Cette hypothése était basée sur I'observation que la vasoconstriction
induite par ET-1 était inhibée dans un milieu de culture qui ne contenait pas de
calcium et/ou en présence de la nicardipine, une dihydropyridine qui blogue les
canaux calciques (44). Ce mécanisme a aussi été retenu par d'autres chercheurs

pour expliquer l'action de ET-1 dans divers tissus (45, 46).

Toutefois, d'autres travaux ont contredit cette théorie et ont suggéré que
ET-1 n'est pas un activateur direct de ces canaux (47-49). Par exemple, selon
certains auteurs, aucun des antagonistes des canaux a calcium (nicardipine,
nifédipine, diltiazem et vérapamil) n'influencent la contraction induite par ET-1,
dans le tissu aortique de rat. Dans un tel cas, il semble que si la vasoconstriction
est médiée partiellement par un influx de calcium, l'apport est effectué par des

canaux non-sensibles a ces bloqueurs.
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Dans certains tissus, on croit donc que l'action de ET-1 est presque
complétement indépendante des canaux calciques voltage-dépendant, tandis
qu'ailleurs, elle est étroitement associée a l'activation de ces canaux, par un

mécanisme qui est toutefois inconnu.

Il est également probable que ET-1 utilise, chez certaines cellules cibles, un
systeme de second messager apparenté a celui des sarafotoxines, c'est-a-dire
I'hnydrolyse de phosphoinosides (Pl) suivie d'une mobilisation de calcium
intracellulaire (50). Un tel mécanisme implique l'intéraction de ET-1 avec son
récepteur membranaire spécifique, entrainant l'activation d'une enzyme
membranaire ; la phospholipase C (PLC). Cette activation représente I'événement
clé de la cascade et va donner naissance a deux signaux intracellulaires distincts.
L'hydrolyse du phospholipide membranaire phosphatidyl inositol 4-5
bisphosphate (PIP2) par la PLC engendre le diacylglycérol (DAG) et l'inositol 1, 4,
5, trisphosphate (IP3). Le premier, confiné a la membrane, active une protéine
kinase C (PKC) qui induit la phosphorylation séquentielle de protéines, assurant
une réponse cellulaire soutenue. L'autre messager (IP3) est un sucre qui diffuse
dans le cytoplasme ol il induit la libération du calcium emmagasiné dans des
vésicules appelées calcisomes, dérivées du réticulum endoplasmique. Ceci
entraine une élévation transitoire de la concentration intracellulaire de calcium

qui, finalement, sera responsable de la réponse cellulaire bréve et initiale (43).



Dans des cellules musculaires lisses vasculaires provenant de I'homme, du
boeuf, du rat (51) et dans des fibroblastes (52), maintenus en culture, ET-1 stimule
la phospholipase C et entraine une production accrue et rapide d'lP3 et de DAG.
L'IP3 serait ainsi responsable de la mobilisation du calcium des sites de stockage
provoqué par ET-1 (53, 54). De plus, la réponse contractile semble étre
partiellement dépendante de l'activation de la protéine kinase C puisque la
staurosporine, un puissant inhibiteur de cette enzyme, diminue sensiblement la

contraction induite par ET-1 (49).

Il a aussi été démontré que ET-1, via l'activation de la phospholipase Az
(PLA2), conduit & la production d'acide arachidonique (44). Une fois métabolisé,
ce précurseur se transforme en éicosanoides (leucotrienes, thromboxanes et
prostaglandines). ET-1 induit donc indirectement la production de substances aux

propriétés vasoactives.

Le site précis et le mécanisme par lequel ET-1 active le “turnover” des
phosphoinosides demeure indéfini et I'activation directe ou indirecte de la
phospholipase C est possible. Une activation indirecte implique la participation
d'une charniere qui couple le récepteur et la phospholipase C, ce qui pourrait étre

accompli par une protéine G, non identifiée.

Il est possible que l'activation de la protéine kinase C soit médiée de fagon
directe par l'intéraction ET-1-PLC, d'une fagon analogue aux esters de phorbol, ou
conséquente indirectement d'une élévation des niveaux cellulaires de DAG . Ceci

est toutefois hypothétique et reste & confirmer.
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De nouvelles données sont requises afin de mieux discerner e ou les
mécanismes d'action de ET-1. Actuellement, nos connaissances nous laissent
croire & la participation variable des 2 mécanismes ci-haut mentionnés, soit
I'entrée du calcium par des canaux voitage-dépendant et/ou la stimulation du
"turnover" de phosphoinosides. La participation relative de ces 2 voies pourrait
étre orchestrée selon le type de réponse et de tissu impliqué. Une réponse breve
et rapide impliquerait un apport calcique accru de l'extérieur de la cellule et/ou
des réserves intracellulaires, tandis qu'une réponse soutenue ferait appel a

l'activation de la C- kinase (Fig. 3).
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Figure 3: Mécanisme(s) d'action(s) de I'endothéline-1.

La vasoconstriction qui est induite est partiellement dépendante d'un influx de Ca++, via des
canaux ioniques spécifiques voltage-dépendant (Cl). Parallielement, la fixation de ET-1 a son
récepteur cellulaire (R) active une enzyme membranaire (PLC), dont 'efficacité est dépendante
ou non d'une protéine G (G). Le phosphatidyl inositol 4-5 bisphosphate (PIP2) est alors clivé en
diacylglycérol (DAG) et en inositol 1, 4, 5, trisphosphate (1P3). L'IP3 diffuse dans le cytoplasme et
entraine la libération du Ca++ emmagasiné dans le réticulum endoplasmique. Le DG demeure
dans la membrane ol il active une autre enzyme (C-kinase), avec la collaboration du phosphatidy!
sérine (PS), un cofacteur. Ces deux embranchements conduisent a la phosphorylation de
protéines qui initient la réponse cellulaire.




CHAPITRE i
SYNTHESE PEPTIDIQUE EN PHASE SOLIDE

2.1. INTRODUCTION

La synthése par voie chimique constitue un outil important dans le but de
définir de fagon compléte le profil pharmacologique d'un nouveau peptide
biologiquement actif. Par exemple, elle est couramment utilisée pour confirmer la
composition chimique d'une structure peptidique ou accroitre sa disponibilité, pour
permettre la réalisation d'études biologiques complétes. Elle rend aussi
accessible I'étude des relations structure-activité par l'intermédiaire du "design”

d'analogues synthétiques, dérivés de la molécule-mére.

La découverte de plusieurs peptides aux propriétés variées a stimulé la
recherche en synthése peptidique et favorisé le développement de nouvelles
méthodologies. Pour réaliser la synthése d'un peptide, on avait alors recours aux
techniques de synthése en solution. Par ces méthodes, I'assemblage d'un peptide
de longueur moyenne (20 résidus) pouvait demander jusqu'a 1 an de travail ardu

par une équipe spécialisée.

Conscient des limites de cette approche, Merrifield a congu en 1963 le
principe de synthése en phase solide (SPPS) qui révolutionna le monde de la
chimie des peptides. Cette découverte a d'ailleurs valu & son auteur le prix Nobel

de Chimie en 1984.
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2.2. PRINCIPE

La SPPS consiste & former un peptide de longueur et de séquence
variable tout en maintenant une extrémité rattachée a un support polymérique

insoluble (Tab. II).

La premiére étape consiste, le plus souvent, & lier de fagon covalente
l'acide aminé C-terminal du peptide & un support polymérique fonctionnalisé. Par
la suite, on procéde & l'ajout séquentiel des résidus d'acides aminés désirés.
Leurs fonctions réactives sont protégées tout au long de la synthése afin de
préserver leur intégrité chimique. La séquence complétée, le peptide sera libéré

de la phase solide par clivage chimique et finalement purifié.

La SPPS offre plusieurs avantages sur les méthodes en solution.
Premiérement, puisque le polymeére utilisé est insoluble dans les solvants
employés en synthése, il ne sera pas nécessaire de purifier les intermédiaires a
chaque cycle d'addition. En effet, tous les réactifs, solvants et produits secondaires
générés seront éliminés par filtration et lavage ; ce qui sera entierement accompli
dans le méme reacteur. La répétition et la vitesse des étapes favorisent
l'automatisation de la technique et permet I'assemblage d'un peptide en quelques

jours.



Tableau Il. Principe de la synthése peptidique en phase
solide (SPPS)
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2.3. STRATEGIE

2.3.1. Choix du support polymérique

Développé par Merrifield (55), le support polymérique de choix pour la
synthése de courts peptides acides est généralement le polystyréne ponté avec 1
% de m-divinylbenzéne. Un tel degré de pontage assure le gonflement adéquat
de la résine, surtout en présence de solvants organiques chlorés ou aromatiques
sans affecter la stabilité physique de celle-ci. Cette propriété de gonflement est
essentielle afin d'assurer la diffusion adéquate des réactifs a l'intérieur de la

matrice du polymeére.

Pour la synthése de peptides longs (plus que 15 A.A), cette résine
fonctionnalisée, par chlorométhylation par exemple, n'est pas trés efficace. En
effet, le lien ester établit entre le peptide et la résine (A) n'est pas suffisamment
stable pour résister aux conditions acidolytiques requises, lors des déprotections
successives. Le lien peptide-résine (P-R) est labile puisque la chaine alkyle de la
résine accroit la densité électronique sur 'oxygéne du lien ester et favorise donc

la protonation.

o)
{
P -C-O-CH - @ ®) (A)

Il existe actuellement des résines qualifiées de "seconde génération" qui

sont plus stables a l'acidolyse, comme la résine fonctionnalisée avec le groupe
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phénylacétamidométhyle (PAM). Le pouvoir électroattracteur du groupe
acétamide résuite en une diminution de la densité électronique, au niveau du
groupement carbonyle qui se traduit par une stabilité supérieure du lien ester a
l'acidolyse (=100 fois plus stable) (56). Cette résine PAM (B) est donc,
actuellement un choix des plus judicieux pour réaliser la synthése de peptides

acides de longueur moyenne ou élevée (plus de 15 A A).

II
P- C-O-CH -CH -C-NH—CH @ ® (B)
\

LIEN PAM

2.3.2. Groupements protecteurs

L'assemblage de peptides par voie chimique nécessite la protection des
fonctions réactives, qui ne sont pas impliquées directement dans la formation du
lien peptidique. Soumis & l'acidolyse progressive, les groupements protecteurs
utilisés devront posséder au moins 2 niveaux de stabilité chimique. Premiérement,
une protection "labile" qui permettra la déprotection de 'amine-alpha des acides
aminés par traitement a l'acide trifluoroacétique(TFA), aprés formation de chaque
nouveau lien peptidique. Deuxiémement, une protection "stable" qui préviendra la
formation de réactions secondaires lors de la synthése et qui sera éliminée par
clivage a l'acide fluorhydrique (HF), lorsque l'assemblage du peptide sera

complété.

Le premier niveau de protection est assuré par l'introduction d'un

groupement tert-butyloxycarbonyle (Boc) (C). Le groupe Boc, éliminé en présence
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de conditions acides, est sans contredit le groupe alpha-protecteur le plus

populaire.

———
—

(©)

o
I
)
I— O—.
1
@
I
O
[

Les Boc-acides aminés sont relativement stables, solubles dans la plupart
des solvants de synthése et disponibles sur le marché a un prix modéré. Leur
déprotection est simple (TFA 20-50 % dans le dichlorométhane) et relativement
propre puisque deux gaz sont principalement générés (CO», Isobutyléne) comme
sous-produits. De plus, le groupe Boc, donneur d'électrons, défavorise les
réactions de racémisation lors de la synthése. Ce probléme est particuliérement

sérieux avec [I'histidine (57).

Parallelement, des dérivés benzyliques, "stables" en milieu acide (TFA),
sont utilisés pour la protection des chaines latérales. Pour chaque acide aminé qui
posséde une chaine latérale réactive, on a développé un dérivé qui assure la
stabilité chimique désirée. Ce raffinement est conféré par l'incorporation controlée
de groupement électrodonneurs (par exemple, méthyle) ou électroattracteurs (par
exemple, halogénes) sur le noyau benzylique (Tab. Ill). La protection est adéquate
dans la plupart des cas bien qu'une amélioration soit souhaitable dans le cas de

I'nistidine et du tryptophane (58, 59).



Tableau lll. Principaux groupements protecteurs Boc-compatibles
utilisés en SPPS

Acide aminé

Structure partielle

Abréviation

Asp, Glu

Ser, Thr

Lys

Tyr

Cys

Cl O

CH 3—0- -CH -

cleyololels

ﬁ
CH -C-NH-CH _-
3 2

w ()
2

Bzl, OcHex

Bzl

2-ClZ

2,6-CiBzl

4-MeBz|

MeOBz!

Acm




Tableau Ill. (suite)

Acide aminé Structure partielle Abréviation

His CH - 302 Tos

ON- Dnp

jollc

Arg CH - SO Tos

@CH -O-CH - Bom
2 2

Trp HCO- For

Met, Asn, Gin, —_— ——
Leuy, lle, Val, Ala,
Gly, Phe, Pro
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2.3.3. Formation du lien peptidigue

Introduit par Sheehan et Hess (60) en 1955, le dicyclohexylcarbodiimide
(DCC) a longtemps été le réactif de couplage le plus utilisé par les chimistes des
peptides. Cependant, celui-ci n'est pas sans défauts. Certaines réactions
secondaires, comme la racémisation ou le réarrangement intramoléculaire de
l'intermédiaire réactif O-acylisourée, ont été rapportées durant I'étape d'activation.
Par cette methode, la répétition de I'étape de couplage est fréquente pour
introduire quantitativement un résidu d'acide aminé, ce qui cause une
consommation élevée de temps et de réactifs. De plus, son utilisation requiert une

certaine prudence puisque le DCC est allergéne.

Parmi tous les réactifs de couplage suggérés pour remplacer le DCC, le
réactif BOP [hexafluorophosphate de benzotriazol-1yl-oxy-tris-(dimethylamino)
phosphonium] (D) introduit par Castro et al. (61) a été identifié€ comme un agent de
choix en synthése peptidique. En effet, les couplages réalisés avec le réactif BOP
s'accomplissent plus rapidement et permettent d'obtenir de meilleurs rendements
comparativement & la technique classique au DCC ou aux autres méthodes

d'activation ( anhydrides symmeétriques, DCC/HOBY) (62).

O-P (NMe)
I@G
N
N \N i
/ N//

(D)
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Le réactif BOP est un sel non hygroscopique, trés stable, qui est soluble
dans les solvants organiques usuels. Le mécanisme d'activation de la fonction
COOH est médié par la formation d'un dérivé acyloxyphosphonium qui serait, par

la suite, transformé in situ en ester actif d'hydroxybenzotriazole (HOBt) (63).

Ce dernier pourrait réagir directement avec la fonction amine libre du
peptide en croissance et participer & la réaction de condensation. L'utilisation du
BOP accélére les réactions de couplage et conduit a de meilleurs rendements que

la procédure conventionnelle au DCC.

2.3.4. Clivage, purification_ et caractérisation

Une fois que la chaine peptidique, sous forme protégée, a été assemblée
sur le support polymérique, tous les groupes protecteurs doivent étre retirés. En
plus, le lien covalent situé entre le peptide et la résine doit étre clivé afin de libérer

le peptide.

Il existe plusieurs procédures de clivage, mais la réaction la plus populaire
se base sur l'utilisation de l'acide fluorhydrique (HF), un acide fort, volatile. Les
conditions drastiques du clivage sont souvent la source des problémes rencontrés
lors de la SPPS. Par exemple, afin de préserver les résidus d'acides aminés
sensibles a l'alkylation et/ou l'oxydation (Met, Cys, Tyr, Trp), on incorporera au
mélange un agent capteur de carbocations. Ces carbocations, trés réactifs, sont
géneérés lors de la déprotection finale. On utilise généralement des agents comme

I'anisole, le m-crésol, le diméthylsulfure, I'éthanedithiol, etc.
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La SPPS ne peut étre considérée compléte que lorsque le produit
synthétique a été purifié des produits secondaires et soumis aux analyses qui

confirment sa structure primaire.

La chromatographie liquide a haute performance (CLHP) est une technique
efficace qui permet une purification adéquate de la plupart des peptides, souvent
par une seule étape de CLHP sur phase inversée (PI). Parfois, celle-ci devra étre
complétée par d'autres techniques de séparation comme ['échange d'ions ou la
chromatographie de partage. Par la suite, l'intégrité de la séquence sera
généralement-confirmé par l'analyse d'acides aminés, la spectrométrie de masse

et I'évaluation de l'activité biologique.



CHAPITRE i
SYNTHESE DE L'ENDOTHELINE-1

3.1. STRATEGIE DE SYNTHESE COMPATIBLE AVEC LA FORMATION
NON-REGIOSPECIFIQUE DES PONTS DISULFURES

3.1.1. Introduction

L'endothéline-1 (ET-1) est caractérisée par la présence de deux ponts
disulfures intramoléculaires; ce qui est unique a lintérieur d'une séquence aussi
restreinte, chez un peptide d'origine mammifere (1). Pour réaliser la synthése de
ce dernier, la stratégie employée devra permettre de reproduire sa structure

bicyclique; essentielle a I'expression compléte de ses activités biologiques.

Malgré tous les progrés connus en synthése au cours des trois derniéres
décennies, la formation de liens disulfures par voie chimique représente toujours
une limite importante de la SPPS. Avec le besoin croissant de synthétiser des
peptides cycliques, différentes approches plus ou moins efficaces et/ou
spécifiques ont été proposées. Parmi celles-ci, l'oxydation a l'air libre (56), une
méthode non-spécifique, est la plus répandue. Selon cette technique, l'oxydation
est realisée en solution diluée, afin de favoriser le processus intramoléculaire, et
ainsi minimiser la dimérisation ou I'oligomérisation. Cependant, cette procédure
“aléatoire” peut-elle étre appliquée a la synthése d'un peptide bicyclique comme

ET-1 et donner des résultats satisfaisants?
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Les travaux de Kumagaye et al. (39) sembient confirmer cette hypothése. Ils
ont été les premiers a publier un protocole de synthése de ET-1. lls ont suggéré
que l'oxydation aléatoire de ET-1 linéaire résulte en la formation, selon des
proportions variées, des 3 analogues cycliques possibles [Cys 1-11/Cys 3-15]ET,
[Cys 1-3/Cys 11-15]ET et [Cys 1-15/Cys 3-11]ET. L'étude chromatographique (P!-
CLHP) a révéié que l'isomere [Cys 1-15/Cys 3-11]ET représente 75 % du mélange

et est identique en tout point & ET-1 naturelle.

Afin de reproduire la synthése de ET-1 par cette procédure d'oxydation non-
spécifique, la fonction sulfhydrile des cystéines (positions 1, 3, 11, 15) sera
protégée par le groupement 4-MeBzl. Aprés le clivage acidolytique au HF, le
peptide, entierement déprotégé, sera soumis & I'oxydation a l'air libre et l'efficacité
de la méthode évaluée par comparaison des temps de rétention sur PI-CLHP

analytique.

Parallélement, nous investiguerons une procédure tout a fait nouvelle et
peu étudiée en SPPS. Celle-ci consistera a réaliser la déprotection et 'oxydation
des cystéines, pendant que la chaine peptidique demeure ancrée a son support.
Ceci sera accompli au moyen du trifluoroacétate de thallium [(CF3COQ)3Tl], un
réactif qui permet la déprotection (64) et I'oxydation(65) des cystéines de fagon

simultanée.
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3.1.2. Méthodologie

Synthése peptidigue

La synthése a été initiée sur un copolymere de styréne-divinylbenzéne
fonctionnalisé avec le groupement phényl-acétamidométhyle (PAM). Pour assurer
la protection labile de I'amine-alpha des résidus a incorporer, nous avons utilisé
des acides aminés protégés par le groupement tert-butyloxycarbonyle (Boc). De
plus, les groupes suivants ont protégeé les chaines latérales réactives des acides
aminés: Asp(OcHex), Cys(4-MeBzl), Glu(Bzl), His (Tos), Lys(2-CiZ), Ser(Bzl) et
Tyr(2,6-CloBzl).

Le premier cycle de synthése s’est déroulé ainsi: aprés lavage et
déprotection (Tab. 1V, étapes 1a 5) de la résine Boc-Trp-OCH2>-PAM (10,0 g, 0,23
méquiv./g de résine), on a ajouté au réacteur le Boc-lle (4 équiv., 9,2 mmoles, 2,2
g dans =100 mL de N-méthylpyrrolidone (NMP)), la réactif BOP (4 équiv., 9,2
mmoles, 4,1 g dans =50 mL de NMP) et la diisopropyléthylamine (DIEA) (4 équiv.,
9,2 mmoles, 1,6 mL). La réaction de couplage s'est déroulée a température de la
piéce durant 120 min. Aprés avoir confirmé la formation du lien peptidique par le
test de Kaiser (66), on a éliminé I'excés des réactifs présents par filtration, lavages
(étapes 7 et 8) puis la résine-peptide a été soumise, selon les mémes conditions,

au cycle d'addition suivant.
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Clivage du lien peptide-résine

Aprés lintroduction du dernier acide aminé et la déprotection finale de
I'extrémité NHo-terminale, la résine-peptide a été lavée successivement avec du
CH2Clo, NMP et CH30H, puis séchée sous vide (poids obtenu: 15,0 g). On plaga
dans un premier réacteur de clivage (A) 3,75 g de résine-peptide et 3,75 mL de m-
crésol (1 mbL/g) tandis que dans le second (B), on ajouta en plus 3,75 mL de
diméthyisulfure (DMS) (1 mL/g). On initia le clivage par I'ajout d'environ 40 mL de
HF (=10 mL/g) a chaque réacteur et la réaction se déroula durant 60 minutes &
une température de 0 °C, sous agitation constante. Par la suite, on évapora
rapidement le HF sous vide et lava la résine a I'éther (100 mL/g). Le peptide a
alors été extrait au TFA (10 mL/g), puis l'acide évaporé sous vide. L'extrait brut,
d'aspect huileux et de couleur violacée, a été précipité de nouveau a l'éther, filtré

puis séché sous vide.

Réduction de I'extrait brut post-HF

Une quantité de 500 mg de peptide post-HF (réacteur A) a été dissoute
dans 10 mL de TFA pur. On ajouta ce mélange, goutte & goutte, & 2,0 L d'eau
distillée maintenue sous vive agitation et dans laquelle avait barbotté de l'azote
durant 20 min (concentration finale TFA: 0,05 %). A cette solution peptidique
(=0,25 mg/mL), on ajouta 0,325 g de dithiothréitol (=10 équiv., 2 mmoles). Des
aliquots ont été prélevés a différents temps de réaction (0, 30 min, 1 h, 6 h et 18 h)

et analysés sur PI-CLHP
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Purification de Il'endothéline-1 réduite

Apres ['étape de réduction, le pH a été ajusté a 2,0-2,5 avec du NH4OH
dilué et la solution peptidique filtrée. Celle-ci a alors été injectée sur une colonne
(30 X 5,7 cm) Delta Pak C1g (15 um, 300 A) & compression radiale, couplée & une
pompe de type Waters Prep LC 3000 et a un spectrophotométre Waters 441. A
partir d'une solution (A) HoO contenant 0,06 % TFA et (B) 65 % CH3CN/(A), on a
procedé & I'élution du peptide selon le gradient linéaire suivant: 0-35 % (B) en 20
min, 35-100 % (B) en 100 min. Débit: 60 mL/min. Détection: 230 nm. Les
différentes fractions d'intérét recueillies ont été analysées par CLHP analytique,
sur une colonne Vydac Cig (10 ym) (30 X 0,39 cm), selon le gradient linéaire

suivant: 20-60 % CH3CN en 20 min. Débit 1,5 mL/min. Détection: 230 nm.

Oxydation a {'air libre

Apres avoir récolté et combiné les fractions d'intérét (F182-188, F218-222),
le pH de ces solutions peptidiques a été ajusté & 5,0 avec du NH4OH. Celles-ci
ont alors été soumises a l'oxydation a l'air libre en maintenant une température
d'environ 4 °C. Des aliquots ont été prélevés aprés 24, 48, 72 et 96 heures et le

suivi de la réaction effectué par PI-CLHP.

Clivage et cyclisation sur résine: essai au TI(CF3C00)3

A 4 tubes a essai contenant 2 mL de TFA préalablement refroidi & 0°C,
nous avons ajouté 100 pug de TI(CF3COO)3 (3 équiv.) et 20 pL d'anisole (2 équiv.).
Pour démarrer la réaction d'oxydation, nous avons ajouté 250 yg de résine-

peptide & chaque tube. Aprés 15, 30, 60 et 120 min, la réaction a été interrompue



par filtration et toute trace de Tl éliminée par lavages repétés au TFA, CHoCls et
CH3OH. Ces échantillons et une portion équivalente de résine-peptide non-traitée
au TI(CF3CO0)3 ont alors été clivés au HF dans un multi-réacteur, selon les

conditions expérimentales ci-haut mentionnées.

3.1.3. Résultats et discussion

L'assemblage de I'endothéline-1 (ET-1) par SPPS a été réalisé selon un
protocole semi-automatisé, basé sur une approche acidolytique (TFA/HF)

progressive (56), compatible avec I'utilisation du réactif de couplage BOP (Tab.IV).

Tableau IV. Etapes d'un cycle de synthése avec le réactif BOP

Etape Réactif Temps
1 CH Ct, 2 x 1 min
2 40%TFA/CH Ll + 0,2%EDT 1 x 2 min
3 40%TFA/CH 2C:l & 0,2%EDT 1 x 20 min
4 CH,CI, 3 x 1 min
5 NMP 2 x 1 min
6 4 6q. de Boc-AA-COOH/NMP + 15"

4 éq. de réactlt BOP/NMP +
6 6q. de DIEA °
7 NMP 3 x 1 min
8 CHZCI2 3 x 1T min

a pour e couplage du Boc-His(Tos): 4 éq. da DIEA

b couplage réalisé en 120 min ou moins et controle des couplages effectué par la test
2 la ninhydrina

¢ volume de solvants: 10-20 mU/g de résine
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Le choix des groupements protecteurs des chaines latérales a été fait, de
facon & assurer la protection optimale des résidus d'acides aminés durant la
synthése. Pour minimiser les réactions d'oxydation et d'alkylation, lors des
déprotections au TFA, un alcanedithiol, I'éthanedithiol (EDT 0,2 %) a été ajouté a
la solution de TFA/CH2Cls 40 % afin de capter les carbocations générés et
protéger les résidus sensibles aux effets de I'oxygéne. Tous les couplages ont été
complétés en 120 minutes ou moins et le contrle de la réaction a été effectué au
moyen du test qualitatif &4 la ninhydrine (66). Récemment, Forest et Fournier (67)
ont démontré que le couplage du dérivé Boc-His(Tos) est possible avec le réactif
BOP. Les problémes de racémisation, fréquemment observés avec cet acide
aminé, peuvent étre évités lorsque la quantité de base (DIEA) est maintenue dans

les mémes proportions (ratio 1:1) que celles du Boc-His(Tos) et du réactif BOP.

Le clivage du lien résine-peptide a été réalisé par acidolyse au HF selon un
protocole faisant appel a un mécanisme réactionnel de type SN1 (68). La
présence d'agents capteurs de carbocations (ACC) est également impérative lors
de cette étape. En plus du m-crésol (1mL/g), du DMS (1mL/g) a été inclus dans un
des deux réacteurs de clivage. Ceci avait pour but d'assurer la protection optimale
du peptide et d'évaluer l'impact d'une addition double d’ACC sur le produit brut
post-clivage. L'extraction de ET-1 a été réalisée avec du TFA pur, puisque ni
I'acide acétique 30 % ou l'urée 8M ne permettait de solubiliser adéquatement la
forme réduite du peptide. L'analyse sur PI-CLHP de l'extrait brut post-HF clivé
avec ou sans DMS a démontré que l'addition de cet ACC n'améliorait pas la
qualité du peptide post-clivage. Le profil chromatographique du produit post-HF

(Fig. 4) révele la présence d'un mélange complexe de produits.
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Figure 4: CLHP analytique de ET-1 post-clivage.
Conditions: colonne Vydac C1g (10 ym; 30 x 0,39 cm); Eluants: (A) 0,06 % TFA,
(B) CH3CN; gradient linéaire: 20-60 % (B) en 20 min; débit:1,5mL/min;
détection: 230 nm.

Il semble justifié de croire que la séquence peptidique désirée corresponde
a l'un des deux produits majeurs, soit le peptide élué a un temps de 12,2 min (=
25 % du mélange) ou 14,5 min (= 14 %), . La mauvaise qualité du peptide post-
HF peut étre attribuée a des conditions de synthése et/ou de clivage
inappropriées, & une séquence particuliérement difficile & reproduire ou bien a la
présence dans le mélange du peptide sous une forme polymérisée. Afin de vérifier
cette derniére hypothése, nous avons soumis un échantillon post-HF & une
procédure de réduction au dithiothréitol. L'analyse d'aliquots & des temps
réactionnels variés (0, 30 min, 1 h, 6h, et 18h) sur PI-CLHP nous a permis de

rejeter celle-ci, puisque aucune modification du profil ne fut constaté.



Cette solution peptidique a ensuite été injectée sur une colonne préparative
afin d'isoler chacun de ces produits. Les fractions appropriées (F 182-188, Tr 12,2
min; F 218-222, Tr 14,5 min) ont été rassemblées, puis soumises a l'oxydation &
I'air libre pour une durée totale de 96 heures. Aprés ce délai, un aliquot de ces

deux solutions a été analysé et comparé au temps 0 (Fig. 5).

Figure 5: CLHP analytique de ET-1 linéaire post-purification (A), (B)

Temps (min)

Temps (min)

avant et (C), (D) aprés oxydation a l'air libre.
Conditions: voir figure 1.
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Cette procédure ne nous a pas permis de mettre en évidence la formation
de résidus cystines, qui se serait traduit par un changement de la mobilité
chromatographique du peptide. Expérimentalement, nous avons observé que la
solubilité de la forme réduite de notre préparation synthétique était
considérablement diminuée dans la zone de pH 6,5-7,5, ol se situe
approximativement le point isoélectrique (pl) de ET-1. Ainsi, pour contourner cette
difficulté, 'oxydation & l'air libre s'est déroulée a pH 5,0 plutét qu'a pH faiblement

alcalin.

Il est improbable que ce changement de condition explique, & lui seul,
l'incapacité & former les ponts disulfures. La réaction s'est déroulée durant 96
heures, ce qui devait normalement suffire a former les cystines. Selon Kumagaye
et al.(39), l'oxydation a l'air libre de ET-1 est complétée aprés trois heures.
Compte tenu de ces résultats, l'intégrité chimique des cystéines de notre peptide

doit étre remise en question pour expliquer nos résultats.

A ce moment, nous avons examiné une procédure alternative de cyclisation
au moyen du TI(CF3COQ)3/TFA. Les travaux réalisés par Yajima et al. (69) ont
démontré sa capacité a cliver différents groupements S-protecteurs, comme le 4-
MeBzl. De plus, il agit simultanément comme un oxydant pour former le pont S-S.
Comparativement au peptide post-HF non-traité (Fig. 4), on remarque que le
traitement au TI(CF3COOQ)3/TFA (Fig. 6) a conduit a une détérioration évidente du

peptide.



Le profil chromatographique obtenu est peut étre une conséquence de
l'oxydation d'un produit de synthése non préalablement purifié, ce qui a généré le
mélange complexe observé. Cependant, puisque les dommages causés a un

peptide originent généralement du clivage, cette hypothése est peu probable.

Absorbance (230 nm)

| "‘"‘w\!ﬂ/ | \h |

20
Temps (min)

Figure 6: CLHP analytique de ET-1 post-clivage aprés traitement au
TI(CF3C00)3. Conditions: voir figure 1.

Yajima et al. (69) ont proposé que cette procédure d'oxydation cause des
dommages irréversibles aux acides aminés sensibles de la séquence soit:
I'histidine, la méthionine, la tyrosine et le tryptophane. Ainsi, pour appliquer avec
succes cette technique a la synthése d'un peptide, nos résultats suggérent que les
résidus mentionnés doivent étre absents, puisque le niveau actuel de protection

offert pour ceux-ci semble incompatible avec le traitement au TI(CF3COQ)a.
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3.2. STRATEGIE DE SYNTHESE COMPATIBLE AVEC LA
FORMATION REGIOSPECIFIQUE DES PONTS DISULFURES

3.2.1. Introduction

La protection des cystéines lors de la synthése peptidique est une condition
essentielle, compte tenu de l'extréme sensibilité du groupement sulfhydrile aux

réactions indésirables d'alkylation et d'oxydation (70,71).

De plus, pour former de fagon sélective les ponts disulfures de ET-1,
l'introduction de groupements S-protecteurs, qui possédent des niveaux de
stabilité chimique différents, est souhaitable pour procéder & des déprotections
sélectives. Parmi les groupements S-protecteurs disponibles, les groupes
méthylbenzyle (4-MeBzl) et acétamidométhyle (Acm) offrent cette possibilité
attrayante. De plus, contrairement au 4-MeBzl, la fonction Acm est relativement

stable au HF (72,73) et doit étre éliminée a l'aide d'un réactif adéquat.

Ainsi, lors de cette synthése, les deux paires de cystéines (1-15 et 3-11)
seront respectivement protégées par les groupes Acm et 4-MeBzl. Ce schéma de
protection des cystéines avait permis & Kumagaye et al. (69) de former les ponts
disulfures de ET-1 de fagon sélective. Ultimement, les résidus cystines seront
formés selon la configuration naturelle de ET-1 au moyen de techniques

d'oxydation douces.
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3.2.2. Méthodologie

Synthése peptidigue

La synthése a été initiée sur un copolymére de styréne-divinylbenzéne
fonctionnalisé avec le groupement phényl-acétamidométhyle (PAM). Pour assurer
la protection labile de I'amine-alpha des résidus a incorporer, nous avons utilisé
des acides aminés protégés par le groupement tert-butyloxycarbonyl (Boc). De
plus, divers groupes protégeaient les chaines latérales réactives des acides
aminés sensibles: Asp(OcHex), Cys 3 et 11(4-MeBzl), Cys 1 et 15(Acm), Glu(Bzl),
His (Tos), Lys(2-ClZ), Ser(Bzl) et Tyr(2,6-CloBzl). '

Le premier cycle de synthése se déroula ainsi: apres lavage et déprotection
(Tab. 1V, étapes 1 a 5) de la résine Boc-Trp-OCH2-PAM (5,0 g, 0,23 méquiv./g de
résine), on a ajouté au réacteuf le Boc-lle (4 équiv., 4,6 mmoles, 1,1 g dans =50
mL de NMP), le réactif BOP (4 équiv., 4,6 mmoles, 2,0 g dans =25 mL de NMP) et
le DIEA (4 équiv., 4,6 mmoles, 1,2 mL). La réaction de couplage s'est déroulée a
la température de la piéce. Aprés avoir confirmé l'établissement du lien peptidique
par le test qualitatif & la ninhydrine (66), on a éliminé I'excés des réactifs présents
par filtration et lavages (Tab. IV, étapes 7 et 8) puis la résine-peptide a été

soumise, selon les mémes conditions, au cycle d'addition suivant.
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Clivage du lien peptide-résine

Aprés lintroduction du dernier acide aminé et la déprotection finale de
l'extrémité NHz-terminale, la résine-peptide a été lavée successivement avec du
CH2Clz, NMP et CH3OH, puis séchée sous vide (poids obtenu :7,3 g). On plaga
dans le réacteur de clivage 2,0 g de résine-peptide, 2 mL de m-crésol (1 mL/g) et 4
mL d'éthanedithiol (2 mL/g). On a initié le clivage par I'ajout d'environ 30 mL de
HF (=15 ml/g) & chaque réacteur et la réaction se déroula durant 60 minutes a
une température d'environ 0 °C, sous agitation constante. Par la suite, on a
évaporé rapidement le HF sous vide et lavé la résine avec une solution d'éther qui
contenait 1 % de mercaptoéthanol (100 mL/g). Le peptide a alors été extrait au
TFA + DMS 1 % (10 mL/g), puis l'acide a été évaporé sous vide. L'extrait brut,
d'aspect huileux et de couleur violacée, a été précipité de nouveau a l'éther, filtré

puis séché sous vide.

PREPARATION DE L'ENDOTHELINE MONOCYCLIQUE

Purification de l'endothéline-1 réduite

Le protocole type de purification du produit brut post clivage s'est déroulé
de la fagon suivante. Le peptide post-HF (200 mg) a été dissous dans le TFA pur
(6 mL) . On ajouta ce mélange, goutte a goutte, & une solution d'eau distiliée (3,0
L) maintenue sous vive agitation et dans laquelle avait barbotté de l'azote durant
20 min (concentration finale TFA: 0,2 %). Le pH de cette solution peptidique (=0,07
mg/mL) a été ajusté a 2,0-2,5 avec du NH4OH dilué puis filtrée. Celle-ci a été

injectée sur une colonne (30 X 5,7 cm) Delta Pak Cig (15 ym, 300 A), &
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compression radiale, couplée & une pompe de type Waters Prep LC 3000 et & un

spectrophotométre Waters 441.

A partir d'une solution (A) HoO contenant 0,06 % TFA et (B) 70 %
CH3CN/(A), nous avons procédé & I'élution du peptide selon le gradient linéaire
suivant: 0-50 % (B) en 20 min, 50-100 % (B) en 100 min. Débit: 60 mlL/min.

Détection: 230 nm.

Les différentes fractions recueillies ont été analysées par CLHP analytique
sur une colonne Vydac C1g (10 ym) (30 X 0,39 cm). A partir des solutions (A) H20
(0,06 % TFA) et (B) CH3CN, nous avons utilisé le gradient linéaire suivant: 25-55
% (B) en 15 min ou 25-65% (B) en 20 min. Débit 1,5 mL/min. Détection: 230 nm.

Oxvdation a l'air libre

Se référer aux conditions expérimentales de la section 3.1.2.

Oxvydation au diméthy! sulfoxide

Une quantité de 5 mg de peptide post-purification a été dissoute dans le
TFA pur (1 mL). On a ajouté ce mélange, goutte & goutte, & une solution d'eau
distillée (60 mL) maintenue sous vive agitation et dans laquelle avait barbotté de
I'azote durant 20 min, avant l'addition du diméthylsulfoxide (15 mL) (concentration
finale DMSO: 20 %, TFA 1,3 %). Le pH de cette solution peptidique (=0,07 mg/mL)
a été ajusté a 2,0-2,5 avec du NH4OH dilué. Un aliquot a été analysé sur PI-CLHP

selon les conditions déja mentionnées.
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Oxydation au KiFe(CN)g

Le peptide lyophilisé (ET-1 linéaire, 25 mg), a été solubilisé selon la
procédure décrite & la section 3.1.2., sauf que le pH a été ajusté a 8,0-8,5 avec du
NH4OH. A cette préparation, nous avons ajouté 20 mL d'une solution de
ferricyanate de potassium (KgFe(CN)g) 0,01 M (20 équiv.). Aprés une agitation
lente qui dura une heure, le pH a été abaissé a 5,0 avec de l'acide acétique pour

interrompre la réaction.

PREPARATION DE L'ENDOTHELINE BICYCLIQUE

Purification de ET-1 monocyclique ([Cys(Acm)1.15] ET-1)

Cette solution a été injectée sur une colonne (30 X 2,6 cm) Vydac C1g (15
um, 300 A) couplée a une pompe de type Waters Prep LC 3000 et a un
spectrophotométre Waters 441. A partir des solutions (A) H2O (0,06 % TFA) et (B)
70 % CH3CN/(A), on a procédé a l'élution du peptide selon le gradient linéaire
suivant: 0-25 % (B) en 15 min, 25-60 % (B) en 70 min, 60-100 % (B) en 20 min.
Débit: 40 mL/min. Détection: 230 nm.

Oxvdation au TI(CF3C00);

A 1 tube a essai contenant 1 mL de TFA préalablement refroidi & 0°C, nous
avons ajouté 2,0 mg de TI(CF3COO0)3 (3 équiv.) et 2 yL d'anisole (2 équiv.). Pour
la réaction d'oxydation, nous avons ajouté 3,0 mg de ET-1 monocyclique. Aprés
60 min, la réaction a été interrompue par précipitation a I'éther et filtration. Un

échantillon post-traitement a ensuite été analysé sur PI-CLHP.



45

Déprotection a I'(AqOTf) et oxvdation & l'air libre

A 1 tube a essai contenant 1 mL de TFA préalablement refroidi a 0°C, nous
avons ajouté 3,0 mg de trifluoroacétate d'argent (AgOTf) (10 équiv.) et 2 pL
d'anisole (2 équiv.). Pour démarrer la réaction d'oxydation, nous avons ajouté 3,0
mg de ET-1 monocyclique. Aprés 60 min, la réaction a été interrompue par
précipitation a l'éther et filtration. Aprés l'oxydation a l'air libre, selon les conditions

déja mentionnées, un échantillon post-traitement a été analysé sur PI-CLHP.

Oxydation a l'iode

Le peptide lyophilisé (ET-1 monocyclique, 3,0 mg) a été dissous dans 1) 25
% méthanol/Ho0 (15 mL) ou 2) acide acétique 80 %/MH20 (15 mL). A cette solution
nous avons ajouté, goutte a goutte, de liode (15 équiv.) dissous dans un volume
minimal de méthanol. Aprés 0, 6 et 24 heures de réaction a température de la
piece, un aliquot a été prélevé. L'acide acétique des échantilions du test no.2 a
été évaporé jusqu'a ce que la concentration atteigne environ 10 %. Le peptide
bicyclique a ensuite été analysé sur PI-CLHP aprés s'étre assuré que le pH était

dans l'intervalle 2,0-3,0. -

Purification semi-préparative de ET-1 bicyclique

La solution peptidique post-évaporation (AcOH 10 %) a été injectée sur une
colonne (30 X 0,39 cm) Vydac C1g (10 ym, 300 A) couplée a une pompe de type
Waters Prep LC 3000 et & un spectrophotométre Waters 441.
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A partir des solutions (A) H20 (0,06 % TFA) et (B) 80 % CH3CN/(A), nous
avons procédé a I'élution du peptide selon le gradient linéaire suivant: 0-25 % (B)
en 10 min, 25-100 % (B) en 150 min. Débit: 2 mL/min. Détection: 230 nm.

Caractérisation de ET-1

La pureté de ET-1 a été évaluée par PI-CLHP analytique et par
électrophorése capillaire (EC). Conditions CLHP: colonne Vydac Cqg (5 ym, 30 x
0,39 cm). Eluant (A) 0,06 % et (B) CH3aCN. Gradient linéaire 20-50 % (B) en 30
min. Débit: 1,0 mL/min. Détection: 230 nm. Conditions EC: tampon citrate de
sodium 20 mM pH 2,5. Temps d'injection: 1 sec. Tension: 20 KV. Dimensions du

capillaire: (45 cm x 50 ym). Température: 30 °C. Détection: 200 nm.

Un échantillon du peptide a été hydrolysé, dans du HCI 6N contenant 0,1 %
de phénol, a 110 °C durant 24 h. L'hydrolysat a ensuite été séché et dérivé avec le
phénylisothiocyanate (PITC) selon le protocole décrit par la compagnie Waters.
L'analyse du contenu en acides aminés a été réalisé a l'aide d'un systéme CLHP
comprenant deux pompes Waters 510, un injecteur (Waters 715 Ultra Wisp -
Sample processor), un chauffe-colonne (Waters TCM) et une colonne en phase
inversée (Waters PICO-TAG). Durant l'analyse, la température de la colonne a été
maintenue a 38 °C et I'élution du dérivé d'acide aminé a été accomplie avec des
gradients successifs, & partir de CH3CN et d'un tampon acétate de sodium, selon

le protocole recommandé par la compagnie Waters.
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Bioessais

Des cobayes males Dunkin Hartley pesant 400-500 g ont été tués par
dislocation cervicale puis rapidement saignés. La trachée a alors été prélevée,
placée dans une solution tampon Krebs-Henseleit et délicatement débarassée de
tout tissu conjonctif ou adipeux. Des bandelettes hélicoidales de trachée ont été
préparées puis installées dans des bains de 5 mL. La composition du tampon était
(mM): NaCl, 118; KCl, 4.7; MgS04.7H20, 1,18; KHaPO4, 1,18; NaHCOs, 25;
CaClp, 2,5; glucose, 11,1; pH 7,0 & 37 °C. Les réponses ont été enregistrées
isométriquement sur un polygraphe Grass 7D utilisant un transducteur de force-
déplacement Grass modéle FTO3C. Les tissus ont été soumis a une tension
initiale de 1,0 g puis lavés toutes les 15 min durant une période de calibration de
60 min. Les effets vasoconstricteurs induits par des concentrations cumulatives de
I'endothéline-1 (1-100 nM) synthétique ou naturelle (Institut Henri Beaufour) ont
été comparés. Chez le rat, la pression artérielle moyenne (MABP) a été évaluée
au niveau de l'artére carotide aprés injection i.v. de ET-1 (2 nmole/Kg) dans la

veine jugulaire.



3.2.3. Résultats et discussion

L'analyse chromatographique (PI-CLHP) d'un échantillon de peptide brut
post-clivage nous a permis d'identifier la forme réduite de ET-1 (Fig. 7). Celle-ci
représente une fraction d'environ 30-40 % du produit synthétique total ( Tr = 13,92

min).

13.92

Absorbance (230 nm)
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Figure 7: CLHP analytique de ET-1 linéaire post-clivage.

Conditions: colonne Vydac C1g (10 ym; 30 x 0,39 cm); Eluants: (A) 0,06 % TFA, (B) CH3CN;
gradient linéaire: 25-65 % (B) en 20 min; débit: 1,5 mL/min;

détection: 230 nm.

A partir du peptide post-HF (600 mg), nous avons procédé & la purification
de ET-1 linéaire, selon le protocole décrit a la section précédente. Aprés avoir

complété l'analyse chromatographique des différentes fractions, nous avons
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combiné les tubes d'intérét afin d'obtenir un produit post-lyophilisation (=30 mg)

relativement homogéne (Fig. 8a).

Pour former le premier pont disulfure, entre les Cys 3 et 11, nous devions
faire appel & une stratégie oxydative qui n'altére pas la protection S-Acm des
résidus 1 et 15. A cette fin, nous avons comparé trois différentes procédures.
Initialement, l'oxydation a l'air libre a été réalisée, selon le protocole déja décrit
(section 3.1.2). En comparant le chromatogramme de ET-1 avant (Fig. 8a) et aprés
(Fig. 8b) traitement, on remarque que le temps de rétention (Tr) est demeuré le
méme (13,91 min) et que I'aspect général du produit a été conservé. Combiné aux
résultats précédents (section 3.1.3.), ceci démontre clairement l'inefficacité de
cette méthode d'oxydation & former le pont disulfure requis, dans les conditions

utilisées.

Notre second essai d'oxydation a été effectué avec le diméthylsulfoxide
(DMSO) en milieu acide. ll a été récemment proposé que ce dernier permet la
conversion compléte des cystéines en cystines, sans affecter le tryptophane, la
tyrosine ou la méthionine (74). L'application de cette technique a_ET-1 s'avére
particuliérement intéressante, puisque ce peptide est fortement insoluble & un pH
voisin de la neutralité; tel que le requiert la procédure d'oxydation & l'air libre.
Expérimentalement, cette procédure a modifié le profil chromatographique du
peptide mais n'a pas entrainée de variation significative du temps d'élution (Fig.

8c).



ABSORBANCE (230 NM)

(A)

13.91

(B)

13.91

1 | | |

(C)

13.93

"‘“‘“—'-__———’—

Figure 8: CLHP

Conditions: voir figure 7.
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analytique de ET-1 linéaire (A) avant, (B) apres
oxydation a l'air libre et (C) aprés oxydation au DMSO.




Nous avons alors investigué la méthode au ferricyanate de potassium
KaFe(CN)g, initialement décrite par Rivier et al. (75) et utilisée par Kumagaye et al.
(39) pour former le premier pont disulfure de ET-1. La cinétique de la réaction
d'oxydation a été suivie sur PI-CLHP analytique et une diminution importante du
Tr (1,07 min) (Fig. 9b) a été observé en comparaison avec le témoin (Fig. 9a). Ce
résultat confirmait alors I'hypothése voulant que le réarrangement
intramoléculaire, provoqué par la formation du pont disulfure, se traduise par une
modification des propriétés chromatographiques de ET-1. Le [Cys(Acm)1.15] ET-1
monocyclique a ensuite été purifié une seconde fois afin d'éliminer le KsFe(CN)g
et de séparer le peptide des produits secondaires générés lors de la réaction.
Précisons que l'essai pilote de réduction (DTT, 10 équiv.) de ces fractions

secondaires s'est avéré inefficace pour regénérer la forme linéaire de ET-1.
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Figure 9: CLHP analytique de ET-1 linéaire (A) avant et (B) aprés
oxydation au K3Fe(CN)s.

Conditions: voir figure 7.
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Afin de former le second pont disulfure (Cys 1-15), il était d'abord impératif
d'éliminer le groupement Acm, toujours présent sur les résidus 1 et 15. Dans la
littérature, on mentionne que ce groupe protecteur peut étre clivé avec l'iode (76),
avec le trifluorométhanesulfonate d'argent (AgOTf) (77) ou par le trifluoroacétate
de thallium [TI(CF3C0O0)3] (78). De plus, il est reconnu que liode et le
TI(CF3COO0)3 induisent la formation concomitante des résidus cystines, alors que

I'AgOTT n'est considéré que comme un réactif de déprotection.

Notre premier essai de cyclisation s'est donc basé sur ['utilisation du
TI(CF3C0OO0)3. La formation du second cycle devrait également se traduire par une
diminution du temps requis pour éluer le peptide sur PI-CLHP et a servi a évaluer
l'efficacité de l'oxydation. Expérimentalement, cette procédure ne s'est pas
traduite par une diminution du Tr, comme la formation du second cycle pouvait le

laisser présager (Fig. 10a, 10b).

Morimoto et al. (79) on utilisé avec succes I'AgOTf comme réactif de
déprotection des Cys(Acm) situées en position 1, 3, 11 et 15 de ET-1. Par la suite,
le peptide a été soumis a l'oxydation a l'air libre (pH 7,5, 4 °C, 3 jours). Le temps
de rétention de ce produit était identique a I'ET-1 naturelle (Institut Henri
Beaufour). Ainsi, nous avons tenté de reproduire les résultats obtenus par ces
chercheurs. Expérimentalement, aucune différence significative n'a été remarqué
- par rapport au produit monocyclique pré-traité (Fig. 10c). Puisqu'il est difficile de
remettre en question la capacité de I'AgOTf a cliver le groupement Acm, encore

une fois, c'est l'oxydation a l'air libre qui semble inefficace dans ces conditions.



L'oxydation a l'iode représentait alors la derniére alternative. S'inspirant
du protocole synthétique de Kumagaye et al. (39), le peptide a été soumis a un
traitement a l'iode (15 équiv.) de 40 min dans le méthanol 25 %; ce qui suffit a
solubiliser la forme monocyclique du peptide. Plusieurs sous-produits ont été
générés par cette procédure et le Tr du produit majeur a été conservé par

rapport a I'étape précédente (12,89 min) (Fig. 10d).
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Figure 10: CLHP analytique de [Cys(Acm)!,15] ET-1 (A) avant,
aprés (B) traitement au TI(CF3COO)3, (C) traitement a ['AgOT{/

oxydation a l'air libre et (D) oxydation a I'lac dans le CH30H 25 %.
Conditions: voir figure 7.



Yajima et al. (69) ont proposé que l'iodation de certains acides aminés
(Tyr, His, Met et Trp) par cet agent oxydant est pan‘ois favorisé par un "effet de
solvant". Nos résultats suggérent que le méthanol n'est pas un solvant
approprié pour cette réaction d'oxydation. Comme le temps de réaction (40
min) proposé par Kamagaye et al. (39) a été respecté, il ne semble pas que le

traitement prolongé a l'iode soit a l'origine de la détérioration évidente de ET-1.

Comme seconde alternative, nous avons procédé a un essai équivalent
dans l'acide acétique 80 %. Afin de suivre la cinétique d'oxydation, des
échantillons ont été prélevés et analysés a différents temps, soit 0, 1, 3, 6, 12,

24 et 48 heures (Fig. 11a, b, c).
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Figure 11: CLHP analytique de [Cys(Acm)1.15] ET-1 (A) avant, (B)
aprés 6 h et (C) 24 h de traitement a I'la dans I'AcOH 80 %.
Conditions: voir figure 7.



Nous avons remarqué que le temps réactionnel optimal (24 heures)
assurait une réaction d'oxydation compléte sans toutefois affecter la molécule par
un traitement acide trop prolongé. Par exemple, ET-1 commengait a se détériorer
aprés 48 heures, mais l'impact était mineur comparativement & un traitement
équivalent de 40 min dans le méthanol, ce qui supporte I'hypothése de l'effet de
solvant. Expérimentalement, comme conséquence de la formation du second
cycle, nous avons observé une baisse du Tr de 0,4 min. Celle-ci est inférieure &
ce qui a été observé lors de I'établissement du cycle 1. Le Tr de notre préparation
synthétique, une fois repurifiée, a alors été comparé & celui d'un échantillon de

ET-1 naturelle (Institut Henri Beaufour) (Fig. 12).
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Figure 12: CLHP analytique de (A) ET-1 commerciale, (B) ET-1
synthétique et (C) co-injection de (A) et (B).
Conditions: voir figure 7.
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La présence de deux molécules identiques- se serait traduit par
l'obtention d'un méme temps d'élution, si on fait abstraction de la variabilité
instrumentale. Ainsi, pour éliminer cette variable, nous avons procédé a une co-
injection sur la colonne analytique PR-CLHP. Celle-ci a clairement démontré
que nous n'étions pas en présence de molécules “jumelles", puisque la

résolution de deux pics distincts a été observée (Fig. 12c).

Certaines réactions secondaires ont possiblement perturbé l'intégrité
chimique de ET-1. Ceci pourrait expliquer I'écart entre la préparation
synthétique et son homologue naturel. Pour éliminer la possibilité d'une
oxydation réversible de la méthionine (Met) en méthionine-sulfoxide [Met(O)],
nous avons traité le peptide a l'iodure d'ammonium (NHgl, 20 équiv., 30 min),
ce qui regénére la forme intégrale de cet acide aminé sans affecter les liens

disulfures (80).

De plus, ET-1 a été soumis & un traitement basique (pH 9,0, 30 min), afin
d'éliminer la possibilité du déplacement réversible N a O. Celui-ci a été
rapporté avec la sérine et la thréonine et résulte de ['utilisation d'acides forts
lors des déprotections et clivages (81). Ces deux procédures ont été,
malheureusement, sans conséquences favorables sur le profil de ET-1. Ceci
suggére qu'une altération irréversible quelconque a affecté notre préparation

synthétique.

Il est possible que le résidu de tryptophane présent dans la séquence de
ET-1 soit & l'origine des problémes rencontrés. En effet, le noyau indole de cet
acide aminé est particulierement sensible a l'alkylation et a l'oxydation en

milieu acide.
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Cependant, il semble que la destruction du tryptophane est négligeable
lorsque le clivage au HF a 0 °C est réalisé en présence de "scavenger", et que

la durée de la réaction est inférieure a 1 h (81).

Selon Stewart et Young (56), la plupart des peptides qui contiennent des
résidus tryptophane, peuvent étre synthétisés sans protection préalable du
noyau indole. Ceci est valide a la condition que des "scavengers" soient utilisés
lors des étapes acides. Ainsi, nous avions jugé que la protection du noyau
indole était superflue, puisque le clivage était réalisé dans ces conditions.
Cependant, il est possible que le traitement répété au TFA, lors des étapes de
déprotection, ait pu occasionner, méme avec l'addition d'éthanedithiol, une
détérioration de cet acide aminé. Par surcroit, le tryptophane est I'acide aminé
de ET-1 qui est le plus exposé aux conditions acides, lors de la synthése, a
cause de sa localisation C-terminale. Comme il a été démontré que
I'élimination du tryptophane résulte en une baisse drastique de l'activité
vasoconstrictrice de ET-1, il est essentiel de préserver son intégrité chimique

(38).

Nous avons donc initié une nouvelle synthése peptidique en incorporant
a la séquence un résidu de tryptophane protégé par le groupement formyle
(For). Le goupement For est stable dans les acides forts (HF, TFA) et est éliminé
subséquemment par traitement avec un agent nucléophile ou par traitement
basique (83). La synthése a été réalisée selon la procédure décrite
précédemment (section 3.2.2.). Le clivage au HF a été effectué en présence de
m-crésol (1mbL/mg) seulement, puisque le 1,2-éthanedithiol induit la
déformylation du tryptophane dans ces conditions (68,84). Le profil
chromatographique de ce produit post-clivage, légerement différent, est

présenté a la figure 13.
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Figure 13: CLHP analytique de ET-1 post-clivage.
Conditions: colonne Vydac C1g (10 ym; 30 x 0,39 cm); Eluants: (A) 0,06 % TFA,
(B) CH3CN; gradient linéaire: 20-60 % (B) en 20 min; débit: 1,5mL/min;
détection: 230 nm.

La forme réduite de ET-1 a été purifiée puis soumise a la méme stratégie
oxydative qui a déja permis la formation des deux ponts disulfures soit: 1)
KaFe(CN)g (20 équiv.), 20 min 2) purification PR-CLHP et 3) 12 (15 équiv.) dans
I'AcOH 80 %, 24 heures. Cette méthodologie s'est avérée trés efficace et
reproductible. La formation des cycles 1 et 2 a respectivement provoqué une
diminution du Tr de 1,1 min et 0,4 min, comparativement aux formes linéaire et

monocyclique de ET-1 (Fig. 14 a,b,c).

A cette étape, nous devions apporté une réponse a la question suivante: la
protection N-formyle est-elle toujours effective aprés les divers traitements
effectués lors de la synthése, du clivage et des protocoles de solubilisation et

cyclisation? Dans ce but, trois approches complémentaires ont été investiguées.
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Figure 14: CLHP analytique de ET-1 linéaire (B)

[(Cys(Acm)1:15, Trp(For)21] ET-1 et (C) [Trp(For)21] ET-1.

Conditions: colonne Vydac C1g (10 ym; 30 x 0,39 cm); Eluants: (A) 0,06 % TFA,

(B) CH3CN; gradient linéaire: 20-60 % (B) en 20 min; débit: 1,5mL/min;
détection: 230 nm.




Initialement, nous avons procédé au test qualitatif qui utilise le p-
diméthylaminobenzaldéhyde ou réactif de Ehrlich. Celui-ci réagit avec le noyau
B-indole pour former un complexe de teinte violette (85), ce qui est empéché
par la présence du groupement formyle (86). A cause de Il'ambiguité des
résultats obtenus (coldration intermédiaire), il a été impossible de déterminer
avec précision si le groupement formyle était toujours présent sur le
tryptophane C-terminal de ET-1. Par la suite, un échantillon de notre
préparation synthétique a servi & une analyse par spectrométrie de masse
(FAB-MS). Les résultats ont clairement confirmé la présence de la protection N-

formyle [( M+H)* expérimental = 2522, (M+H)* théorique = 2522] (Fig. 15).
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Figure 15: Spectre de masse (FAB-MS) de [Trp(For21)] ET-1.
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Ainsi, I'étape finale de notre stratégie synthétique consistait & éliminer le
groupement protecteur formyle. La littérature scientifique fait mention de plusieurs
procédures qui permettent de réaliser la déformylation du tryptophane soit 1)
NaOH 0,1 N, 2 °C, 2 min 2) HCI 1 M, 12 h 3) solution aqueuse pH 11,5, 25 °C, 3
min, suivie d'une acidification & pH 4,5 4) pipéridine 0,1 N, 0 °C, 10 min,
interruption de la réaction par lyophilisation 5) bicarbonate d'ammonium 0,01 M,

pH 9,0, ... (56, 82, 87).

Le traitement a la pipéridine a produit les résultats escomptés. Le profil
chromatographique qui résulte de la co-injection de ET-1 naturelle (Institut Henri
Beaufour) et de notre peptide, traité a la pipéridine, a confirmé la présence d'une
seule et méme molécuie (Fig. 16). De plus, limpact du traitement & la pipéridine
sur ET-1 est clairement démontré & la figure 16 d, ol on peut remarquer deux pics
distincts (ET-1 (For) et ET-1). Nos résultats confirment l'importance d'assurer la
protection optimale du noyau indole du tryptophane lors du processus de

synthése, afin de préserver l'intégrité chimique de cet acide aminé.

Deux autres protocoles de déformylation (NaOH 0,1 M, 2 °C, 2 min et HCI 1
M, 12 h) ont été investigués, mais aucun n'a permis de reproduire les résuitats

obtenus avec la pipéridine (Fig. 17).

Le transfert du groupement formyle de l'azote du noyau indole & I'extrémité
NHo2-terminale du peptide peut étre causé par certaines méthodes de
déformylation. Par exemple, cette réaction secondaire a été quantifiée a prés de

50 % avec le bicarbonate d'ammonium 0,01 M, pH 9,0 (85). Il est donc possible



que ce transfert irréversible soit & l'origine des résultats obtenus avec les

procédures au HCI et au NaOH.
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Figure 16: CLHP analytique de (A) ET-1 commerciale, (B) ET-1 post-
pipéridine, (C) co-injection de (A) et (B), et (D) co-injection de ET-1
pré- et post-pipéridine.

Conditions: Voir figure 7
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Figure 17: CLHP analytique de ET-1 commerciale co-lnjectee avec
(A) ET-1 post-NaOH et (B) ET-1 post-HCI.
Conditions: Voir figure 7.

Finalement, l'endothéline déformylée a la pipéridine a été purifiée et sa
pureté (> 98 %) a été confirmée par PI-CLHP et par électrophorése capilaire (EC)
(Fig. 18).

Un échantillon de ET-1 a été soumis a I'hydrolyse acide (HCI 6N, phénol
0,1 %, 110 °C, 24 h). Aprés l'étape de dérivation au PITC, ['analyse d'acides

aminés a donné des résultats compatibles avec les valeurs théoriques.
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Figure 18: CLHP analytique et électrophorése capillaire (EC) de
ET-1. CLHP conditions: colonne Vydac C1g (5 #m; 30 x 0,39 cm); Eluants: (A) 0,06 % TFA, (B)
CH3CN; gradient linéaire: 20-50 % (B) en 30 min; débit: 1,0 mL/min; détection: 230 nm.
Conditions EC: tampon citrate de sodium 20 mM pH 2,5. Temps d'injection: 1 sec. Tension: 20
KV. Dimensions du capillaire: (45 cm x 50 ym). Température: 30 °C. Détection: 200 nm.



De plus, le poids moléculaire expérimental obtenu par FAB-MS [(M+H)*=

2493] s'est avéré identique a la valeur théorique de ET-1.
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Figure 19: Spectre de masse (FAB-MS) de ET-1.

Afin de compléter la caractérisation de ET-1, nous avons procédé a deux
essais biologiques, soit 1) évaluation de I'effet provoqué sur la pression artérielle
du rat (Fig. 20) et 2) évaluation de l'effet vasoconstricteur produit au niveau de la

trachée du cobaye (Fig. 21).
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Figure 20: Effet biphasique produit par ET-1 (2 nmole/Kg) sur la
pression artérielle (MABP) du rat. Conditions: voir p.47.
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Figure 21: Réponse contractile induite par des doses cumulatives
de ET-1 (1-100 nM) administrées au niveau de la trachée du
cobaye. Conditions: voir p.47.
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La réponse biphasique qui a été observée avec notre préparation
synthétique est typique et bien documentée avec l'endothéline (1, 21, 88-80).
L'effet initial est une baisse transitoire de la pression artérielle qui survient a
l'intérieur de la premiére minute. Selon De Nucci et al. (21), cet effet peut étre
attribué a la libération d'éicosanoides et/ou d'EDRF par les cellules endothéliales.
Par la suite, ET-1 (2 nmoles/Kg) produit une élévation significative de la pression

(= 50 mm de Hg) qui persiste pendant plus d'une heure.

Ces résultats, combinés a la réponse contractile induite par ET-1 sur la
trachée isolée du cobaye, confirment l'intégrité moléculaire de notre peptide et

valident notre stratégie de synthése, présentée dans le tableau V.



Tableau V. Schéma de synthése de ET-1

Acm B2l MeBzl BZ! BZI OcHex 2CIZ Bzl MeBz 2-6CiBzl Acm Tos OcHex

HNJ)/séer(Ls er Leu - Met - Alp LJs élu (ils-ValTerhe(g/s%-lrs Leu- Abp - lle - uwl @

1h 15 21

i) HF / m-crésol (10:1), 55 min, 0 °C
PI-CLHP

T T T T
HJN - Cys Cys Cys Cys Trp - COOH

1 3 11 15 21
~(®)

lii) K3 r=e(cm)‘5 20 éq., pH 7.5 - 8.0, 1 h

PI-CLHP
Acm Acm For
| , 4 ! i
HN - Cys Cys Cys Cys Trp - COOH

1 3 11 15 21

iif) 1,15 éq./ AcOH 80 %, 24 h
PI-CLHP

For

HN - Jys C{(s Cys Cys Trp - COOH

iv) pipéridine 0.1 N, 10 min, 0 °C
PI-CLHP

HN-Cys Cys Cys Cys Trp - COOH




CONCLUSION

Différentes approches ont été investiguées afin de réaliser la synthése de
l'endothéline par la méthode dite en phase solide. Les résultats obtenus, & partir
de différentes procédures rapportés dans la littérarure, nous ont amenés a
modifier celles-ci et & développer un protocole de synthése unique de ET-1. La
stratégie retenue permet la formation régiosélective des deux ponts disulfures
puisque les groupes S-protecteurs acétamidométhyle et méthylbenzyle possédent
des niveaux de stabilité chimique différents. Ainsi, les ponts disulfures (Cys 3 -11
et Cys 1-15) ont été respectivement formés par oxydation au ferricyanate de
potassium et par traitement & l'iode. L'élimination de la protection formyle du
tryptophane C-terminal a été réalisée par traitement & la pipéridine et le peptide a

été purifié par PI-CLHP.

L'intégrité chimique du peptide, déterminée par PI-CLHP analytique,
électrophorése capillaire, analyse d'acides aminés, FAB-MS et son activité
biologique évaluée par deus essais biologiques témoigne de l'excellence de
notre préparation synthétique. Dorénavant, ce schéma de synthése facilitera la
réalisation d'études pharmacologiques de ET-1, pourra étre adapté a la synthése
d'analogues pour des études de relation structure- activité et, finalement, pourra
s'appliquer & la synthése d'autres molécules caractérisés par des ponts disulfures

multiples.
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