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Résumé

Dans le but de developper un canal ionique membranaire a visée
nanochimiothérapeutique, ce mémoire présente la synthese et la caractérisation des peptides
fluorés LX2 et LX2 acétylé lorsqu’ils interagissent avec des modéles de membranes
cellulaires. Ces peptides s’inspirent du peptide LS2 (LSLLLSL)3, un polypeptide de 21
acides aminés compose de résidus leucine et sérine, qui a été developpé et caractérisé par le
groupe du Pr W.F. DeGrado. Dans le cas du LX2 (LXLLLXL)3, les sérines ont été
remplacées par des acides 2-amino-4,4,4-trifluorobutyrique. Des études de modélisation
antérieures suggerent que ce peptide membranaire s’auto-assemble en tétramere dans des
membranes phospholipidiques. Différentes techniques ont été utilisées pour caractériser le
LX2 et sa forme acétylée, ainsi que leurs interactions avec des membranes modeéles de type
eucaryote formées de POPC et de cholestérol. Le dichroisme circulaire et la spectroscopie
infrarouge ont permis de déterminer la structure secondaire des peptides en solution et au
sein des membranes. La spectroscopie infrarouge et la résonance magnétique nucléaire ont
donné de I’information sur les perturbations induites par les peptides sur les membranes. La
séquence CODEX utilisée en spectroscopie RMN des solides a constitué une premiére étape

afin de mettre en évidence 1’oligomérisation des peptides.
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« Un pessimiste voit la difficulté dans chaque opportuniteé,

un optimiste voit I’opportunité dans chaque difficulté. »

- Winston Churchill
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Chapitre 1:  Introduction

1.1 Les propriéetés des peptides thérapeutiques

Les progres dans le domaine des médicaments ont commencé au siécle dernier a 1’époque de
la premiére guerre mondiale avec les découvertes de la morphine, de la pénicilline, mais aussi
de ’insuline dans les années 1920%2. Cette derniére a permis une avancée majeure dans le
domaine des peptides. A cette époque, I’industrie du médicament s’était tournée vers les
petites molécules qui étaient faciles a produire, a administrer et ayant de bonnes propriétés
pharmacodynamiques, laissant les peptides de coté en raison de leur dégradation rapide dans
le corps par des protéases. Au XXI®™ siécle, le secteur pharmaceutique fait face a une
réglementation plus stricte, avec notamment de nouvelles normes®. Pour obtenir des
autorisations de mise sur le marché, les médicaments doivent répondre & de nombreux
crittres comme la faible toxicité, la tolérance, le mode d’administration, la
pharmacodynamique et la pharmacocinétique. Le mode de production doit étre le moins
colteux possible, et finalement seules 10% des molécules médicamenteuses vont répondre
aux normes entre le moment de leur identification et la mise sur le marché. Tout cela pousse
donc les laboratoires a élargir leur champ de recherche notamment en se tournant vers le
développement de nouveaux médicaments, incluant des peptides naturels ou synthétiques®.
Au cours des derniéres années, des études ont démontré que des peptides provenant de
certaines mugueuses ou de venin de certains animaux pouvaient étre de bons candidats pour

le traitement de la douleur, des maladies neurologiques et cardiovasculaires ou les cancers®.

La Food and Drug Administration (FDA) a accepté plus de 130 protéines et peptides
différents a des fins thérapeutiques et beaucoup d'autres sont en cours de développement®. Il
existe plusieurs avantages a d’utiliser des protéines ou peptides thérapeutiques. Tout d’abord
leurs fonctions spécifiques et complexes ne peuvent étre produites avec des composés
chimiques simples. Ensuite leurs actions trés spécifiques permettent de diminuer les
interactions avec le systéme biologique. Le corps produit déja des protéines pouvant étre
utilisées dans le domaine pharmaceutique qui sont tolérées par 1’organisme diminuant ainsi

la réponse immunitaire. Les peptides et les protéines peuvent étre une méthode alternative a
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la thérapie génique. De plus, le développement et 1’approbation de la FDA est plus rapide

que pour les petites molécules médicamenteuses®.

Des chercheurs ont suggéré une classification des protéines et des peptides thérapeutiques,
regroupés en quatre classes selon leur action pharmacologique®. Le groupe | représente les
protéines qui jouent un role d’enzyme ou de régulateur de 1’activité biologique. Il y a trois
sous-classes :

- Les protéines qui remplacent une protéine deficiente ou anormale.

- Les protéines qui augmentent une voie métabolique existante.

- Les protéines qui fournissent une nouvelle fonction ou activité.
La deuxieme classe regroupe les protéines ayant une activité cible spécifique. On retrouve
deux sous-classes :

- Les protéines interférant avec une molécule ou un organisme.

- Les protéines libérant d’autres composés ou protéines.
La troisieme classe concerne les vaccins et comprend trois sous-classes :

- Les protéines qui protegent contre des agents délétéres ou exogenes.

- Les protéines qui permettent de traiter une maladie auto-immune.

- Les protéines qui permettent de traiter le cancer.
Le quatriéme groupe n’est pas un traitement direct par des protéines thérapeutiques. Il
concerne les protéines pouvant étre utilisées pour établir un diagnostic. Les protéines et les

peptides de ce groupe ne sont pas trés développés.

De nombreux paramétres sont a prendre en compte pour la production de protéines et de
peptides thérapeutiques comme par exemple la solubilité, le mode d’administration, le mode
de distribution dans 1’organisme et la stabilité. Les propriétés hydrophiles et hydrophobes
peuvent poser des problémes d’interactions avec les membranes, les cellules ou les récepteurs
dans I’organisme®. La réponse immunitaire est aussi un facteur important. En effet, le
systéeme immunitaire peut détecter de petites différences dans la structure tridimensionnelle
entre une protéine native synthétisée par 1’organisme et une molécule introduite. Trois
réponses sont alors possibles: une allergie, un choc anaphylactique, et une réponse

immunitaire pouvant diminuer I’efficacité du peptide. Un défaut du systéme immunitaire
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chez un patient peut créer une intolérance du systéme immunitaire’. Une protéine synthétique
augmente la quantité d’antigénes et la quantité administrée ou la fréquence d’administration

peuvent aussi créer une réponse immunitaire®,

Plusieurs modes de production des protéines et des peptides existent comme la production
avec des bactéries, la culture cellulaire, la synthése organique, les animaux transgéniques. Le
mode de production est choisi en fonction des caractéristiques comme son mode de

dégradation, mais aussi du codt de production.

1.2 Les peptides fluorés

Le développement de nouveaux acides aminés non naturels a rendu possible la synthese de
nouveaux peptides résistant mieux aux protéases. Au tournant des années 1990, le fluor a été
introduit dans des molécules biologiques comme les sucres et les peptides®'°. Cette avancée
a permis de modifier les propriétés des peptides et d’étudier leur structure et leur fonction.
Le groupe de la Pre Koksch a analysé les modifications qu’induit I’incorporation d’atomes
de fluor a des peptides modeles en vue d’améliorer leurs propriétés pharmacocinétiques et
physicochimiques'?. Des peptides ont été synthétisés en y incorporant des acides aminés
contenant des groupements a-trifluorométhyle (a-Tfm). Ces études se basent sur
I’augmentation de la lipophilie des peptides; des groupes de recherche incorporaient des
acides aminés non naturels trés lipophiles dans des peptides bioactifs afin d’améliorer leur
stabilité protéolytique, leur vitesse de transport ainsi que leur capacité a permeabiliser des
membranes. La Pre Koksch décrit le groupement CFz comme 1’un des substituants les plus
lipophiles : le fluor est I’atome le plus électronégatif du tableau périodique et exerce donc un
effet de polarisation sur les acides aminés voisins. Cette polarisation permet de diminuer le
caractére électrophile des peptides et donc de diminuer la dégradation de ces derniers par les
protéases. Les peptides contenant des acides aminés fluorés sont de bons candidats pour étre
utilisés comme drogues dans le domaine pharmacologique en raison de leur grande stabilité
métabolique®®.

Le groupe de la Pre Koksch a investigué en particulier I’utilisation de peptides modéles en

substituant des acides amines par des résidus a-Tfm. Ces peptides ont été comparés a des
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peptides modéles en présence d’a-chymotrypsine, une enzyme de la famille des protéases a
la sérine!?. Les études sur les peptides fluorés ont mis en évidence que la position de 1’acide
aminé fluoré, ainsi que sa configuration, ont une influence sur la stabilité protéolytique, c'est-

a-dire que deux diastéréoisoméres n’ont pas la méme stabilité protéolytique. 1214

Le fluor posséde une liaison C-F plus stable (485 kJ/mol) que la liaison C-H (413 kJ/mol).
De plus, la taille de 1’atome de fluor est de 1,35 A, ce qui est proche de I’hydrogéne (1,2 A)*°.
Le fluor constitue aussi une bonne sonde pour I’étude de systémes biologiques par résonance
magnétique nucléaire (RMN) du fluor'®Y’. Dans le domaine pharmaceutique, 20 a 25 % des

médicaments contiennent au moins un atome de fluore,

1.3 L’inspiration du peptide LX2

Les peptides naturels peuvent jouer plusieurs réles dans les cellules. On trouve des peptides
hormonaux, des neuropeptides, des peptides activateurs de molécules et aussi des canaux
ioniques?®. Certains peptides peuvent étre sous une forme acétylée dans le corps humain.
L’acétylation a lieu grace aux acétyles transférases et consiste en 1’ajout d’un groupement

COCHs3 au niveau du N-terminal des peptides.

En s’inspirant des récepteurs a ’acétylcholine, le Pr DeGrado et son équipe ont synthétisé et
caractérisé le peptide LS2 composé de 15 résidus L-leucine et six résidus L-sérine H-
(LSLLLSL)3-OH. La L-leucine et la L-sérine ont toutes deux une propension a induire la
conformation d’hélice-a lorsqu’incorporées dans une structure peptidique. En sus, leur
incorporation aux positions 2, 6, 3, 13, 16 et 20 permet la formation d’une hélice-o

amphiphile avec les sérines alignées du méme coté de 1’hélice (Figure 1.1).



H3C
OH HO OH

HsC HoN NH,

Figure 1.1. Projection (en mode roue axiale) de I'hélice-a du peptide LS2 et des acides

aminés (L : leucine et S : sérine)

Sous la conformation d’hélice-a, 1a taille du peptide (21 acides aminés) lui permet de
traverser une bicouche membranaire de POPC comme il a été montré par simulation
informatique. De plus, son caractére amphiphile permet la formation d’oligoméres? ©,
particulierement en un tétramere (Figure 1.2) avec les cotés hydrophiles au centre. Celui-ci

formerait un canal ionique sélectif aux protons®.



Figure 1.2. Représentation du tétramére du peptide LS2 (rose : sérine, vert : leucine et
blanc : liaison peptidique )*

Le peptide LX2 s’inspire du peptide modéle LS2, les sérines étant remplacées par des acides
2-amino-4,4,4-trifluorobutyriques. Le remplacement par des acides aminés fluorés permet de
conserver I’amphiphilicité de la molécule, avec cette fois une face fluorée et une hydrophobe,
et de diminuer le clivage du peptide. Cette conservation des propriétés du peptide LS2 chez
LX2 nous améne a penser que ce dernier va se comporter de facon assez similaire
lorsqu’inséré dans une membrane. On suppose que les acides aminés fluorés seront alignés
le long de I’hélice favorisant la formation d’oligomeres. De plus, la présence de ces acides
aminés peut entrainer une modification du diametre du pore interne des structures
oligomériques, permettant un meilleur passage des ions a travers le canal. Toutes ces
propriétés vont étre bénéfiques pour créer un peptide a potentiel thérapeutique pouvant étre
utilisé comme agent nanochiomiothérapeutique particulierement robuste. De plus, les
propriétés du LX2 pourraient amener a synthétiser d’autres peptides fluorés pouvant étre

utilisés comme agents nanochimiothérapeutiques.

Deux peptides LX2 ont été synthétises et caractérisés au cours de ce projet, le peptide original
et sa version acétylée en N-terminal (Figure 1.3). L’acétylation permet d’enlever une charge
positive pouvant amener des modifications de conformation ou des interactions différentes

entre les peptides et les membranes.



LX2 : H-(L-X-L-L-L-X-L);-OH

LX2-AcC: Ac-(L-X-L-L-L-X-L),-OH

O O
H3C
HsC H,N H,N
L X

Figure 1.3. Séquence des peptides LX2 et LX2 acétyle (LX2-Ac) avec la représentation des

acides aminés leucine (L) et 2-amino-4,4,4-trifluorobutyrique (X)
1.4 Travaux antérieurs sur LX2
1.4.1 Synthese peptidique
La synthése des peptides LX2 et LX2 acétylé (LX2-Ac) a été mise au point dans I’équipe du
Pr Normand Voyer en utilisant la méthode de synthése sur support solide grace a une résine
de Wang en utilisant des acides aminés protégés par le groupe fluorénylméthyloxycarbonyl
(Fmoc)®.
1.4.2 Travaux de modélisation
Des travaux de modélisation du peptide LX2 ont éte effectués par le groupe du Pr Patrick

Lague. Ces travaux prédisent une structure en hélice-a du LX2 avec les acides aminés fluorés

alignés du méme coté de 1’hélice, comme pour le peptide LS2 (Figure 1.4).



Figure 1.4. Projection (en mode roue axiale) de I'hélice-a du peptide LX2

Ensuite, les travaux de modélisation prédisent la formation d’oligomeéres en milieu de faible
polarité comme une membrane lipidique. La structure en tétramére avec un diametre interne

de 3,7 A serait la plus stable comparée a celle en trimére ou pentamére? (Figure 1.5).

Tétramere
Diametre interne 3,7 A

Figure 1.5. Représentation du tétramére formé par le LX2 telle que calculée par

modélisation®



1.4.3 Formation d’un canal ionique

L’auto-assemblage de peptides amphiphiles peut former des pores a travers la membrane ou
s’insérer de fagon spécifique afin de former un canal ionique. Les pores sont des perturbations
non spécifiques qui perforent la membrane tandis que les canaux sont des structures
organisées transmembranaires. Des études de relargage de la calcéine ont été réalisées dans
le groupe du Pr VVoyer pour démontrer la formation d’un canal ionique par le LX2, et non de
pores, a travers les membranes. Pour cela, on utilise la calcéine (Figure 1.6), un fluorophore

de haut poids moléculaire qui fluoresce peu a forte concentration.
HOOC HO OH COOH
HOOC. O O ~~COOH
O O

Calcéine (diamétre = 10 A)
Figure 1.6. Molécule de calcéine
Donc, encapsulée dans des membranes lipidiques, la calcéine fluoresce peu. Mais, lorsqu’il

y a formation de pores suffisamment large a travers la membrane elle est libérée, sa

concentration diminue et sa fluoresce augmente (Figure 1.7).



Figure 1.7. Schéma de la formation de pores membranaires et de libération de la calcéine

Lors d’études avec LX2, il n’y a pas eu augmentation de fluorescence, c'est-a-dire que le
peptide n’a pas formé de pores au sein de la membrane. On peut donc supposer qu’il forme
un canal ionique, mais pour en savoir plus, il est nécessaire d’étudier le passage éventuel a

travers la membrane de petites molécules comme des ions.

Des études de transport d’ions ont donc été effectuées afin de vérifier que le peptide LX2
forme un canal ionique permettant le passage d’ions de part et d’autr