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RESUME

Les proprotéines convertases (PC's) sont des protéases à serine impliquées
dans la conversion des précurseurs hormonaux en leur forme active. Le but de
notre recherche était de concevoir des peptides cycliques pouvant inhiber
spécifiquement deux des enzymes de cette famille, PC1/3 et furine; la première
n'est présente que dans les granules de sécrétion des cellules endocriniennes,
comparativement à la seconde qui est exprimée de façon ubiquiste. Les séquences
peptidiques étudiées sont dérivées de la structure en boucle de 18 résidus identifiée
comme étant le site actif d'un inhibiteur naturel de la subtitisine, BSPI-2, une

molécule de 83 acides aminés. Les peptides, incorporant certaines mutations à des
positions stratégiques dans la séquence, ont été synthétisés sur phase solide et
purifiés par HPLC. Ils ont été cyclisés grâce à la formation d'un pont disulfure entre
les deux résidus Cys des extrémités N et C-terminales. Tous les peptides ont
ensuite été testés pour leur pouvoir inhibiteur de l'activité enzymatique de PC1/3 et
furine recombinantes envers un substrat fluorescent. Les peptides 1-B
(P4Arg/P1Arg/P2'Lys), et I-D (P4Arg/P2Lys/P1Arg/P2'Lys), tant sous leur forme
cyclique que linéaire, se sont avérés être les meilleurs candidats, avec des K|
respectivement autour de 10 et4 |^M pour la furine, et autour de 0,4 et 0,6 i^M pour
PC1/3. Le peptide I-D cyclique apparaît de nature compétitif, alors que son
analogue linéaire semble au contraire agir selon un mécanisme non-compétitif.
Selon la séquence, les autres peptides semblent présenter des modes d'action
compétitifs ou mixtes. Tous les peptides sont clivés après de plus ou moins longues
durées d'incubation avec les enzymes, aussi nous avons repris la synthèse des
sequences 1-B et 1-D, mais en incorporant au site de clivage un lien

méthylèneamine (v|/[CH2-NH]) que les enzymes ne peuvent hydrolyser. Ces
pseudopeptides, cyclisés, inhibent à long terme la furine, mais à des concentrations
plus élevées, et n'ont aucun effet inhibiteur envers PC1/3. Ces résultats démontrent
la validité de rapproche pour le développement d'inhibiteurs efficaces des
convertases, possédant un certain niveau de discrimination entre PC1/3 etfurine.
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0 ABSTRACT

Proprotein convertases (PCs) are serine proteases involved in the

conversion of hormone precursors into their active form. They contain a subtilisin-
like catalytic domain. The aim of our research was to design small cyclic peptides
that would specifically inhibit two members of this family of enzymes: PC1/3 and
furin. The first one is only located in secretory vesicles of endocrine cells, while the

other is ubiquitously expressed. We studied peptide sequences derived from the 18
residues loop previously identified as the active site of the Barley Serine Protease
lnhibitor-2 (BSPI-2), an 83 amino acids molecule. Peptides containing mutations at
strategic positions in the sequence, that is P1, P2, P4 and P2' sites, were
synthesized on a solid phase and purified by HPLC. Cyclization was achieved by
the introduction of a disulfide bridge between the two Cys residues of both N and C-

terminal ends. The inhibiting potential of all the peptides towards recombinant
PC1/3 and furin was then assayed using a fluorescent substrate. Peptides I-B
(P4Arg/P1Arg/P2'Lys) and I-D (P4Arg/P2Lys/P1Arg/P2'Lys), both in their cyclic and
linear form, were observed to be the most potent candidates, showing respectively

Ki around 10 and 4 |^M for furin, and around 0,4 and 0,6 |^M for PC1/3. Peptide I-D

appears to be a competitive inhibitor, while the kinetics of its linear analog seems to
follow a non-competitive pattern. Depending on the sequence, other peptides show
either competitive or mixed inhibition. All peptides were cleaved after variable

incubation times depending on the enzyme. To avoid this problem, we synthesized
the exact same peptides, but this time incorporating at the cleavage site a non

scissile aminomethylene bond (v|/[CH2-NH]). Those pseudopeptides, once in their

cyclic form, were shown to inhibit furin during long incubation periods without beeing
cleaved, but at higher concentrations than previously observed. Conversely, they
are not able to inhibit PC1/3 at all. Those results show the validity of this approach
in designing new PCs inhibitors that are effective and showing a certain level of
discrimination between PC1/3 and furin.
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0 CHAPITRE l: INTRODUCTION

1.1 Les proprotéines convertases (PCs)

1.1.1 La découverte des précurseurs polypeptidiques

0V.

u

La plupart des hormones, des neuropeptides et autres peptides

biologiquement actifs sont synthétisés sous forme de précurseurs de haut

poids moléculaire. L'expression de l'activité biologique de ces composés

nécessite une coupure endoprotéolytique, constituant un des nombreux

mécanismes de régulation d'un très grand nombre de fonctions

physiologiques. Les études menées sur les hormones insuline et y-

lipotropine (y-LPH) ont été à l'origine de la découverte, en 1967, de

l'existence de ces précurseurs polypeptidiques, et de l'immense recherche

qui est faite depuis sur l'identification et la caractérisation des enzymes de

conversion. Tout d'abord, Steiner et al. (1967) ont démontré, par des

exériences de chasse isotopique suivant un marquage bref ("pulse-chase"),

la présence d'un intermédiaire de haut poids moléculaire renfermant les

deux chaînes A et B de l'insuline, reliées d'une part par deux ponts

disulfures, et d'autre part par une chaîne C (ou C-peptide pour "connecting

peptide") absente de la forme mature (figure 1). L'obtention de la séquence

en acides aminés par Chance et al. (1968) a par la suite permis d'identifier

la présence de paires d'acides aminés basiques aux deux sites de jonction

avec la chaîne C. Presque simultanément, la purification et la caratérisation

de la y-LPH par Chrétien et Li (1967) leur permit de démontrer que cette

hormone possédait une séquence identique aux 58 premiers acides aminés

de la p-1ipotropine (p-LPH) et que cette dernière était en fait
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convertie, par clivage à des paires d'acides aminés basiques, en y-LPH et

en hormone de stimulation des mélanocytes p ((3-MSH).

Pour plusieurs précurseurs, les proprotéines convertases sont les

enzymes responsables de ce clivage post-traductionnel, qui survient le plus

souvent au niveau de paires d'acides aminés basiques: il s'agit d'une famille

de protéases à serine de type subtilisine/kexin, car leur domaine catalytique

est apparenté à celui de la kexine de levure et des subtilisines bactériennes.

Elles sont donc aussi appelées SPCs pour "subtilisin-related proprotein

convertases". En plus des prohormones et proneuropeptides, les

précurseurs ciblés pas les PCs comprennent des facteurs de croissance,

certaines proenzymes, des molécules d'adhésion, des toxines bactériennes

et certaines glycoprotéines de l'enveloppe virale.

1.1.2 De la levure aux mammifères

0

La kexine (ou Kex2p) est une enzyme qui produit la forme active du

facteur d'accouplement a et de la "killer toxin" chez la levure

Saccharomyces cerevisiae. Le gène Kex2 (pour "killer expression 2") codant

pour cette enzyme a été clone par Julius et al. (1984) au cours d'études de

complémentation de souches mutantes incapables de cliver les deux

précurseurs. L'analyse de la séquence primaire déduite de la kexine a

démontré que son domaine catalytique était similaire à celui des subtilisines,

une famille de protéases à serine bactériennes (Mizuno et al., 1988).

Ultérieurement, Roebroek et al. (1986) ont identifié la séquence du gène fur

(pour "fes upstream region") chez les mammifères, en étudiant le promoteur

du proto-oncogène fes. La similitude de séquence encodée par le gène fes

et la région catalytique de la kexine fut démontrée par Fuller et al. (1989), et

permit donc l'identification d'une nouvelle enzyme appelée furine (aussi

appelée SPC1, ou PACE pour "paired amino acid converting enzyme").
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Par la suite, les découvertes des autres enzymes de maturation des

précurseurs chez les mammifères se sont enchaînées grâce à la technique

de polymérisation en chaîne (PCR) utilisant des oligonucléotides dégénérés

complémentaires aux séquences consen/ées des régions catalytiques.

Seidah et al. (1990) de même que Smeekens et Steiner (1990) isolèrent

d'abord l'ADN complémentaire (ADNc) de PC2, puis d'autres membres de la

famille, tels PC1 (aussi appelée PC3 ou SPC3) (Seidah et al, 1991 a;

Smeekens et al., 1991), PACE4 (ou SPC4) (Kiefer et al., 1991), PC4 (ou

SPC5) (Seidah et al., 1992; Nakayama et al, 1992), PC5 (ou PC6, ou

SPC6) (Lusson et al., 1993; Nakagawa et al., 1993), et PC7 (ou PCS, SPC7,

ou LPC, pour "lymphoma proprotein convertase" ) (Seidah et al., 1996a;

Bruzzaniti et al., 1996; Meerabux et al., 1996) furent caractérisés.

0

u

1.1.3 Classification des PCs

Les subtilases, les protéases à serine de type subtilisine dont font

partie les PCs, constituent une super-famille qui a été récemment

subdivisée en six familles soit Subtilisine, Thermitase, Proteinase K,

Lantibiotique Peptidase, Kexine et Pyrolysine, selon l'alignement des

sequences des domaines catalytiques (Siezen et Leunissen, 1997). En plus

des PCs, une autre enzyme de conversion des précurseurs de type

subtilase à été découverte chez les mammifères, il s'agit de SKI-1 (pour

"subtilisin kexin isozyme") (Seidah et al., 1999), aussi appelée S1P (pour

"site-1^ protease") (Sakai et al., 1998). SKI-1/S1P est classifiée comme

faisant partie de la famille Pyrolysine, et les PCs de la famille Kexine. Les

membres de ces deux familles sont phylogénétiquement assez rapprochés

du point de vue de la structure de leur domaine catalytique. Ils sont fort

différents toutefois du point de vue des substrats qu'ils reconnaissent. Les

Subtilisines, qui sont très répandues (archéobactéries, eubactéries, levures,

eucaryotes), ont d'avantage de spécificité pour les sites de clivage
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caractérisés par des paires ou par la présence de plusieurs acides aminés

basiques, tandis que les Pyrolysines n'exigent pas un résidu basique en

position P1 (Siezen et Leunissen, 1997), ayant une préférence pour les

résidus non-chargés. La nomenclature des résidus environnant le site de

clivage P1-P1' sur le substrat, et les résidus qui interagissent avec ces

derniers sur l'enzyme a été proposée par Schechter et Berger (1967) pour

désigner leurs positions relatives, sachant que P1 est le premier résidu en

amont du site de clivage, et P1' le premier résidu en aval. Cette

nomenclature sera celle adoptée tout au long de ce manuscrit.

1.1.4 Structure des PCs

Les différents domaines structuraux des PCs, tels que représentés

schématiquement à la figure 2, sont le peptide signal, la prorégion, la région

catalytique, le domaine P ou homo-B, et la partie C-terminale.

1.1.4.1 La prorégion

Le peptide signal permet à l'enzyme d'entrer dans la voie secrétaire

et est clivé par une enzyme signal peptidase suivant la translocation

cotraductionnelle dans la lumière du réticulum endoplasmique (RE). Ceci

génère la proenzyme, un précurseur inactif de l'enzyme, ou zymogène. La

prorégion, qui comprend de 83 à 90 acides aminés en N-terminal du

zymogène, participerait au repliement du domaine catalytique en sa forme

native à la manière d'une chaperone intramoléculaire, comme cela a été

démontré d'abord chez les subtilisines (Ohta et al., 1991; Shinde et al.,

1993).

'^
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Figure 2 : Comparaison des éléments structuraux des proprotéines convertases
de mammifères, de la subtilisine BPN' et de la kexine de levure.
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0
De plus, cette prorégion interagit avec la partie exposée du site actif,

constituant un inhibiteur réversible de l'activité enzymatique. De

nombreuses études ont démontré, par exemple dans le cas des subtilisines,

qu'il n'est pas obligatoire que la prorégion soit un inhibiteur puissant pour

avoir un rôle de chaperone intramoléculaire, et inversement (Li et al., 1995).

Le mécanisme d'activation des PCs comprend donc le clivage

autocatalytique de la prorégion, qui devient le propeptide, à un site primaire

composé d'un doublet basique de motif -Arg-X-(Lys/Arg)-Arg situé à la

jonction de la prorégion et du domaine catalytique, où X représente

n'importe quel acide aminé. Cette coupure a lieu au niveau du réticulum

endoplasmique rugueux (RER), à l'exception de PC2, pour laquelle la

coupure survient suivant sa sortie du RE et son accumulation dans le

réseau trans-Golgien (TGN) (Benjannet et al., 1992 et 1993; Shen et al.,

1993; Zhou et Lindberg, 1993).

PC2 nécessite de plus rapport d'un cofacteur spécifique pour son

activation, la protéine 7B2, avec qui elle forme un complexe qui est

transporté dans le TGN pour être activé selon un mécanisme possiblement

intermoléculaire (Seidah et al., 1998; Benjannet et al., 1995; Matthews et al.

1994b). Il a été démontré dans le cas de la kexine (Germain et al., 1993), de

la furine (Leduc et al., 1992) et de PC1/3 (Goodman et Gorman, 1994) qu'au

contraire le processus est intramoléculaire. Une fois clivé, le propeptide

resterait associé à l'enzyme mature dans son rôle d'autoinhibition, jusqu'à

son arrivée hors du RE. La libération de l'enzyme active surviendrait alors

par un changement de conformation du propeptide suite aux changements

de pH et/ou à la coupure, de manière intra ou intermoléculaire, à un site

secondaire du propeptide par l'enzyme. Nous discuterons davantage du rôle

d'inhibition de la prorégion à la section 1.3.3.

u
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1.1.4.2 Le domaine catalytique

Le domaine catalytique est la partie la plus conservée entre les PCs,

de même qu'avec les subtilisines et la kexine (figure 2). Il comporte environ

240 acides aminés, dont les membres de la triade catalytique des protéases

à serine, c'est-à-dire Asp, His et Ser, et un résidu Asn qui joue un rôle

primordial dans la stabilisation de l'intermédiaire tétrahédrique lors de la

reaction enzymatique (Bryan et al., 1986). Seule PC2 ne possède pas ce

résidu, qui est substitué par une Asp lui permettant de lier 7B2 (Benjannet et

al., 1995). Ceci fait corréler le fait que PC2 soit la seule PC de la famille à ne

pas posséder l'Asn nécessaire au mécanisme réactionnel d'hydrolyse, et le

fait qu'elle soit aussi la seule à avoir besoin d'un cofacteur.

L'activité des PCs est calcium-dépendante, cependant la base

structurelle de cette dépendance n'est pas bien connue. La présence de

deux sites de fixation du calcium (Ca1 et Ca2) dans le domaine catalytique

de la furine (Siezen et al., 1994) de même que dans celui d'autres PCs

(Smeekens et al., 1992a) a été prédite par analogie avec les sites retrouvés

chez d'autres protéases reliées aux subtilisines ou aux thermitases (Gros et

al., 1991). Cette analogie dans la structure permettrait aussi l'analogie

fonctionnelle selon laquelle, avec les concentrations de calcium

physiologiques le long de la voie de sécrétion in vivo, le site Ca1 serait

totalement occupé, tandis que le second site, Ca2, jouerait un rôle de

régulateur de l'activité. Il est à noter cependant que chacune des PCs a des

besoins différents en calcium, par conséquent le rôle exact de ces sites

demeure inconnu. Toujours en se basant sur ces comparaisons, seulement

deux ponts disulfures peuvent être prédits pour assurer la stabilisation de la

structure dans le domaine catalytique (Siezen et al., 1994; Lipkind et al.,

1995). La détermination des autres ponts disulfures reste à établir,

considérant que le domaine catalytique des PCs comporte huit résidus Cys

conserves, toutefois il a été proposé que deux de ces Cys seraient sous

i
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forme de thiols libres, et les deux autres, deux demi-cystines (Siezen et al.,

1991).

Un modèle a été présenté pour la structure tri-dimensionnelle du

domaine catalytique, en se basant sur les nombreuses données

cristallographiques des membres de la famille des subtilisines. Plus

précisément, à partir de la structure cristalline du complexe subtilisine BPN',

une serine protéase extracellulaire provenant de Bacillus amyloliquefaciens,

avec son inhibiteur Arg45-eglin obtenue par Heinz et al. (1991), des

predictions ont pu être faites quant aux interactions possibles entre l'enzyme

et son substrat ou son inhibiteur, tel qu'illustrées à la figure 3a (Siezen et al.,

1994; Siezen et Leunissen, 1997).

1.1.4.3 Le domaine P ou homo-B

Les quelques 150 acides aminés situés en C-terminal du domaine

catalytique composent le domaine P, aussi appelé homo-B, qui fût d'abord

identifié chez la kexine (Wilcox et Fuller, 1991) et la furine (Hatsuzawa et al.,

1992), mais qui est par contre absent des subtilisines (Lipkind et al., 1998).

C'est d'ailleurs ce qui lui a valu le nom de domaine P: puisque les

subtilisines remplissent des fonctions dégradatives, alors que la kexine

exhibe plutôt des fonctions de maturation ("processing"), ces différences

fonctionnelles sont attribuées à la présence du domaine P (Fuller et al.,

1991). Cette région semble nécessaire à la fois pour le repliement et le

maintien de la forme native du domaine catalytique de l'enzyme, ainsi que

pour la régulation de sa dépendance au calcium et à un pH acide (Zhou et

ai., 1998). Les PCs ont également dans le domaine P un motif RGD (Arg-

Gly-Asp) conservé, à l'exception de PC7 qui possède un motif RGS (Arg-

Gly-Ser). Ce motif, habituellement impliqué dans la reconnaissance par les

^



10

SERINE PROTEINASE
fSUBTILISINE)IM

S2-(p2-
t1»

GIS* 186

N155S121
152 S1P1•^ 16«

Pl 123

S12S C1Î7

H6«
128ir

130
D3Ï

P3 1Î5

P2 P4
3S 100 101

S2 /S4
se M 104

107102

^

W304
V222

S2-
P2-

N197

0199

pl
El SO

0152
pr

P5
P3 se

£123 P6

0157
DIS

S2

P4
P2

NB5 0126
s<

6139D47

DI21

FURIN
084

b

^

Figure 3 : a) Représentation schématique de la liaison d'un
substrat/inhibiteur au site actif d'une protéase à serine de type subtilisine.Les
chaînes latérales des résidus P2' à P4 sont représentées par de grosses sphères,
tandis que les atomes du squelette peptidique sont représentés par des points noirs
(azote) ou des points blancs petits (carbone) ou grands (oxygène). Les ponts
hydrogènes formés entre le ligand et l'enzyme sont tracés en pointillés. Le site de
clivage protéolytique est indiqué par une ligne brisée. Les résidus composant la
triade catalytique (D, H et S), et le résidu N de l'oxyanion sont identifiés. La
numérotation des acides aminés sur l'enzyme est celle de la subtilisine BPN '.
(Adapté de Siezen et Leunissen, 1997). b) Représentation schématique de la
cavité catalytique de la furine. (Tiré de Siezen et al., 1994).
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intégrines, jouerait de plus un rôle dans le transport cellulaire des enzymes

(Rovèreetal., 1999).

1.1.4.4 Le domaine C-terminal

La région la moins conservée entre les PCs est la partie C-terminale,

qui comprend divers éléments structuraux. Notamment, kexine, furine, PC7

et PC5-B possèdent un domaine transmembranaire suivi d'une queue C-

terminale cytoplasmique. Cet arrangement confère à ces PCs une topologie

de protéase membranaire de type l (pour revue, voir Hooper et al., 1997).

PC1/3 et PC2 ont une hélice amphipathique (Seidah et al., 1991b) qui

pourrait leur permettre des associations avec certains lipides (Blazquez et

al., 2001); de plus leur partie C-terminale est importante pour leur entrée

dans la voie de sécrétion régulée (Benjannet et al., 1993; Zhou et Lindberg,

1993), tout comme celle de PC5-A (DeBie et al., 1996). Finalement, furine,

PACE4 et PC5-A et B contiennent toutes une région riche en cystéines dont

la fonction reste à être déterminée.

1.2 PC1/3etfurine

Cette étude s'intéresse principalement aux proprotéines convertases

PC1/3 et furine, deux membres de la famille des PCs qui, selon des

observations in vitro, ont des spécificités enzymatiques similaires, et dont

voici plus en détail les particularités.

u
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1.2.1 La furine

1.2.1.1 Distribution tissulaire de la furine et son rôle dans le développement

Contrairement à certaines PCs telles PC1/3, PC2 et PC4, la furine est

exprimée de façon ubiquiste dans une grande variété de tissus et types

cellulaires, bien qu'à des niveaux variables (Schalken et al., 1987;

Hatsuzawa et al, 1990; Day et al, 1993; Schafer et al., 1993; Zheng et ai.,

1994). Durant ['embryogenèse, son patron d'expression est très distinct de

celui des autres PCs, ce qui suggère qu'elle joue un rôle critique dans la

maturation des précurseurs durant le développement, entre autres celui de

* certains facteurs de croissance, dont ceux reliés à la famille TGFp. En effet,

il a été obsen/é que des souris dans lesquelles l'expression du gène a été

abolie (souris "knock-out") commencent à présenter des défauts de

croissance à d8-8,5, telle une déficience sévère au niveau de la fermeture

ventrale, et meurent à d10,5-11,5 (Nakayama, 1997; Roebroek et al., 1998).

Ainsi, la formation du tube cardiaque et de l'intestin primitif est empêchée

par un défaut de la fusion des tissus. La rotation axiale de l'embryon est

aussi déficiente, de plus il a été montré que des facteurs nécessaires à

l'élaboration de ses axes d'asymétrie gauche-droite ne sont pas produits.

Ces études tendent à démontrer de façon générale que le rôle de la furine

durant l'embryogénèse est de promouvoir la migration et la prolifération de

l'endoderme, et l'activation des signaux de développement cardiaque.

u

1.2.1.2 Localisation intracellulaire de la furine

À l'intérieur de la cellule, la furine est localisée dans le TGN (Molloy et

al., 1994; Schafer et al., 1995), Toutefois, il a été observé qu'une certaine

proportion se retrouvait à la surface cellulaire (Klimpel et al., 1992), et qu'en

fait elle se déplace d'un compartiment à l'autre suivant un cycle (Molloy et

al., 1994). La partie cytoplasmique comporte un motif SDSEEDE (Ser-Asp-
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Ser-Glu-Glu-Asp-Glu) pouvant être phosphorylé sur les résidus Ser par la

caséine kinase II (CK-11), tel que démontré par Jones et al. (1995). Ils ont

proposé un modèle selon lequel l'état de phosphorylation de la queue

cytoplasmique modulerait le mouvement de la furine, soit à la surface

cellulaire ou à celle des endosomes lorsque phosphorylée, et dans le TON

une fois déphosphorylée par une phosphatase. Par la suite cette

phosphatase a été identifiée comme la "protein phosphatase 2A" (PP2A)

(Molloy et al, 1998), et le modèle a pu être confirmé (Molloy et al., 1999). À

une certaine étape, l'enzyme peut subir une coupure supplémentaire en

amont du domaine transmembranaire. En effet, dans le milieu des cellules

qui surexpriment la furine, une forme active mais plus courte (environ

SOkDa) de la furine a été observée (Vidricaire et al., 1993; Vey et al, 1994),

comme quoi une forme distincte et soluble de la furine est aussi produite et

sécrétée pour permettre son interaction avec des substrats extracellulaires.

L'identification des acides aminés présents au site de clivage responsable

du relâchement de la forme membranaire en cette forme soluble a

récemment été faite (Plaimauer et al., 2001). Cependant, ce relâchement de

la furine de la membrane plasmique est un phénomène controversé,

considérant qu'il n'a jusqu'à présent été observé que lors d'études de

surexpression. La signification biologique réelle in vivo demeure donc à

démontrer.

u

1.2.1.3 Substrats de la furine

L'activité enzymatique et la spécificité de la furine envers ses

substrats ont été évaluées le plus souvent par des expériences de co-

expression cellulaire et des études in vitro. Puisque les souris nulles en

furine ne sont pas viables (Roebroek et al., 1998), ces études ont pu être

réalisées grâce à deux différentes lignées cellulaires incapables de produire

la furine active, soit LoVo, une lignée humaine de carcinome du côlon
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^
(Takahashi et al., 1993; 1995), et RPE.40, une lignée mutante dérivée de

cellules CHO (pour Chinese-hamster ovary) (Moehring et al., 1983; Watson

et al., 1991; Inocencio et al., 1993). La première lignée comporte une

deletion d'un nucléotide dans l'un des allèles du gène de la furine, et la

modification du cadre de lecture résulte en une enzyme tronquée dans le

domaine P (Takahashi et al., 1993); l'autre allèle a une substitution Trp^Arg

dans le domaine P (Takahashi et al., 1995). Les cellules de la lignée

RPE.40, elles, comportent une mutation sur un des allèles de la furine

causant une substitution Cys^Tyr près du résidu Asn de l'oxyanion, et

l'autre allèle est muté dans un des introns, causant un défaut de l'épissage

de l'ARN messager (ARNm) (Spence et al., 1995).

Comme le patron d'expression de cette enzyme est très répandu, elle

est responsable de la maturation d'une gamme de substrats très nombreux

et variés, dont des facteurs de croissance et leurs récepteurs, des protéines

plasmatiques impliquées dans la coagulation sanguine et le système du

complément, des métalloprotéases de la matrice extracellulaire, des

glycoprotéines de l'enveloppe virale et des exotoxines bactériennes (pour

revue, voir Nakayama, 1997).

u

Une représentation schématique de la cavité où a lieu l'interaction

enzyme-subtrat est présentée à la figure 3b. Les résidus qui composent le

site de clivage des substrats ne suivent pas toujours exactement le motif -

Arg-X-(Lys/Arg)-Arg, par contre les règles suivantes sont toujours

respectées: 1) une Arg est essentielle en position P1; 2) au moins deux des

résidus parmi les positions P2, P4 ou P6 doivent être basiques; 3) un résidu

hydrophobe avec une chaîne latérale aliphatique ne peut se trouver en P1'

(Takahashi et al., 1993). L'importance des résidus basiques pour la

reconnaissance du substrat par l'enzyme est mise en évidence par

l'abondance des acides aminés acides au site de liaison (figure 3b).
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1.2.1.4 Aspects cliniques de la furine

Grâce à sa distribution tissulaire ubiquiste combinée à sa présence à

la fois dans le TGN et à la surface cellulaire, la furine joue un rôle très

important dans une grande variété d'événements physiologiques se

déroulant à l'intérieur ou hors de la cellule. Également, elle est très bien

positionnée pour participer à l'activation protéolytique de toxines

bactériennes et protéines de l'enveloppe virale, dont la liste est énoncée

dans le tableau l. La maturation des glycoprotéines à la surface des virus

est un processus d'activation de la virulence, c'est-à-dire qu'elle permet la

fusion des virus avec la membrane des cellules hôtes. Les toxines, quant à

elles, sont des molécules solubles sécrétées par les bactéries pathogènes,

qui interagissent avec la membrane des cellules pour changer sa

perméabilité et permettre leur accès au cytoplasme. Le clivage par la furine

des cellules hôtes contribue à favoriser ce processus d'insertion

membranaire.

Nous avons mentionné à la section précédente que le carcinome du

côlon a été identifié chez les cellules LoVo déficientes en furine. Il a aussi

été démontré que la furine est impliquée dans la progression métastatique

des tumeurs (Palette et Birembaut, 1998) via sa fonction de clivage de la

métalloprotéinase de matrice membranaire de type 1 (MMP-1) (Maquoi et

al., 1998) et de la stromélysine-3 (ST3), une autre MMP (Pei et Weiss, 1995;

Santavicca et al., 1996). Récemment, Bassi et al. (2001) ont démontré que

l'inhibition de l'activité enzymatique de la furine entraînait une diminution,

sinon l'abolition totale, de la tumorigénicité et des propriétés métastatiques

de cellules cancéreuses humaines. Cette observation serait donc en accord

avec un rôle thérapeutique de l'inhibition de la furine dans le traitement des

cancers.

^
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Tableau I:

Précurseurs des protéines virales et bactériennes matures par la
furine.

Glycoprotéines de l'enveloppe virale

Glycoprotéine gp 160 du HIV

sRéfëreaeeg^SSi^^^SÎS

Glycoprotéine B du cytomégalovirus humain

Superantigène 7 du MMTV

Hémagglutinine A du vims de l'influenza aviné

Hallenberger et al., 1992;
Decroly et al., 1994

Vey et al., 1995

Park et al, 1995

Stieneke-Grober et al, 1992;
Walker et al., 1994

Glycoprotéine de fusion Fo du vims de la rubéole Watanabe et al., 1995

Glycoprotéine de fusion Fo du virus de la maladie de Moehrmg et al., 1993;
Newcastle Gotoh et al., 1992

Glycoprotéine gpE2 du virus de Sindbis Moehring et al., 1993

Glycoprotéine de fusion Fo du virus parainfluenza de Ortmann et al., 1994
type 3 humain

Glycoprotéine gp72 du virus de la leucémie bovine Zarkik et al., 1997

Exotoxines bactériennes

Antigène protecteur de la toxine de l'anthrax

Toxine de la diphtérie

Exotoxine A de Pseudomonas

Toxine Shiga

Toxine proaérolysine

Klimpeletal.,1992;
Molloyetal., 1992

Tsuneoka et al., 1993

Moehringetal.,1993

Garredetal.,1995

Abramietal.,1998

u
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1.2.2 PC1/3

1.2.2.1 Distribution et activation de PC1/3

Comme nous l'avons mentionné, l'expression de PC1/3 se trouve de

façon prédominante au niveau des cellules neuroendocriniennes et

endocriniennes, à l'intérieur desquelles elle est retrouvée dans les granules

de sécrétion et le TGN. Comme pour les autres PCs, lors de son activation

le peptide signal est retiré dans le réticulum endoplasmique rugueux (RER),

générant le proPd/3, et la prorégion est à son tour clivée pour produire une

forme peu active de 87 kDa. Dans certains cas, cette forme de 87 kDa peut

avoir une affinité suffisante envers le substrat pour parvenir à le cliver hors

des granules de sécrétion. Cela a par exemple été démontré par Coates et

Birch (1998) pour la pro-vasopressine au niveau de la jonction

neurophysine-glycopeptide, alors que le clivage au niveau de la jonction

vasopressine-neurophysine est effectué à l'intérieur des granules de

sécrétion par une forme plus courte de 66 kDa. Cette dernière, qui est

majoritairement la forme impliquée dans le clivage des précurseurs, est

générée par une deuxième coupure qui survient au niveau des granules

même (figure 4) (Zhou et Mains, 1994; Coates et Birch, 1997; Boudreault et

al., 1998a). Le phi de ce compartiment correspond au pH optimal de la

forme de 66 kDa, à savoir entre 5.5 et 6.5 (Jean et al., 1993; Zhou et

Lindberg, 1993), et en effet ['activité spécifique de l'enzyme est

considérablement augmentée au moment de sa conversion. Il s'agit d'une

portion C-terminale de l'enzyme qui est retranchée selon un processus

autocatalytique. De plus, il est probablement intermoléculaire, comme le

suggèrent des résultats obtenus in vitro au cours d'expériences de

fluorimétrie dans lesquelles l'activité de la forme de 85 kDa était mesurée en

presence et en l'absence de la forme de 71 kDa. Ces formes de 85 et 71

kDa, obtenues par surexpression du gène recombinant dans les cellules
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n d'insectes Sf-9 (voir section 2.7) sont équivalentes respectivement aux formes de

87 et 66 kDa produites par ta plupart des autres systèmes d'expression. Il a été

observé que la pente de la courbe mesurant l'activité de l'enzyme de 85 kDa

incubée en présence de la forme de 71 kDa était significativement plus élevée

que les pentes respectives des formes de 85 kDa ou de 71 kDa incubées seules

(figure 5; Villemure et Lazure, résultats non-publiés).

0

40

35g
e

8 30
e

25 -s.

20
-s •--

•15

10 -

•-5

0

0

•66 RDa+87 kDa

•87 kDa

•68 kDa

100 200

Temps (minutes)

300 400

Figure 5 : Activation de PC1/3 mesurée par fluorimétrie dans différentes conditions.

L'intensité de fluorescence a été mesurée en présence de100 [M de substrat pERTKRMCA

hydrolyse par la forme de 71 kDa de PC1/3 incubée seule ou en présence de PC1/3, qui s'active

à son tour en enzyme de 71 kDa.

u

Jutras et al. (1997) ont proposé un rôle d'inhibition de cette partie C-terminale de

PC1/3, en se basant sur l'observation que l'enzyme est normalement incapable

de cliver la prorénine dans les types cellulaires dépoun/us de granules de

sécrétion, tels CHO ou BSC-40, mais que la proenzyme est maturée si l'on

transfecte ces cellules avec le gène de PC1/3 tronqué de sa partie C-terminale.

Toutefois, le groupe de Lindberg (Muller et Lindberg, 2000) a tenté de tester

directement l'inhibition de PC1/3
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recombinant par le domaine C-terminal purifié provenant de l'expression

dans des bactéries, et n'a obtenu aucune donnée d'inhibition significative.

De plus, puisque l'expression de PC1/3 est restreinte aux cellules possédant

une voie de sécrétion régulée, le fait que la prorénine ne soit pas clivée

dans des cellules dépourvues de granules de sécrétion, où l'enzyme devrait

préalablement être maturée et activée, ne peut logiquement être attribué à

la présence de la partie C-terminale de PC1/3.

1.2.2.2 Les substrats de PC1/3

PC1/3 se retrouvant dans les granules de sécrétion, elle participe

donc à la maturation des proprotéines et prohormones de la voie de

sécrétion régulée, tout comme PC2. Ces deux enzymes sont localisées

dans les tissus neuronaux et endocriniens selon des patrons d'expression

différents (Seidah et al., 1991 a; Schafer et al., 1993; Marcinkiewicz et al.,

1993). Elles sont responsables de la maturation de plusieurs hormones et

neuropeptides, dont la pro-insuline (Bennett et al., 1992; Smeekens et al.,

1992b), le pro-glucagon (Rouille et al., 1995) la proopiomélanocortine

(POMC) (Benjannet et al., 1 991 ; Thomas et al., 1991 ), le pro-neuropeptide Y

(Brakch et al., 1997), ainsi que la prosomatostatine, la provasopressine, la

proneurotensine, la proenképhaline, la prodynorphine, la

procholécystokinine (proCCK), la prooxytocine, la prohormone de

concentration de la mélanine (proMCH) et la prohormone de libération de la

thyrotropine (proTRH) (pour revues, voir Seidah et Chrétien, 1999;

Cameron, 2002).

La coexpression de ces deux enzymes laisse supposer un certain

niveau de redondance fonctionnelle. Un phénotype embryonnaire létal aurait

été observé pour les souris nulles en PC1/3, suite à l'inactivation complète

du gène obtenue par deletion de régions importantes encodant l'enzyme
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(résultats non-publiés, mentionnés dans Seidah et Chrétien, 1999). Cela

contraste avec le cas d'une patiente, décrit à la section 1.2.2.3, qui est

vivante malgré une mutation dans chacun des deux allèles du gène de

PC1/3. Les souris nulles en PC2, quant à elles, présentent des désordres

endocriniens multiples tels l'absence de maturation du proglucagon

pancréatique, une diminution importante (60%) de la maturation de la

proinsuline et une hypoglycémie légère (Furuta et al., 1997). Ces souris

restent viables, ce qui suggère une compensation par PC1/3, ou, dans une

certaine mesure, par l'intervention d'autres PCs. Ce résultat contraste avec

celui des souris "knock-out" pour la protéine 7B2, qui elles montrent un

phénotype beaucoup plus sévère (Westphal et al., 1999). En plus d'une

hypoglycémie, une hyperproinsulinémie et une hypoglucagonémie, elles ont

des concentrations très élevées d'hormone adénocorticotrope (ACTH) et de

corticostérone circulantes. Elles meurent moins de neuf semaines après la

naissance d'un syndrome de Cushing (hypercortisolisme) très prononcé.

Considérant que dans les deux cas, c'est-à-dire les souris nulles en PC2 ou

nulles en 7B2, PC2 sera déficiente, la présence d'un tel phénotype suggère

pour 7B2 davantage de rôles que celui associé à PC2.

u

Différentes études ont permis de distinguer les fonctions respectives

de PC1/3 et PC2 dans la maturation de certains de leurs substrats: en plus

de l'inactivation de PC2 dans les souris (Furuta et al., 1998), l'utilisation

d'ARN antisens (Bloomquist et al., 1991: Rouille et al., 1994; Rothenberg et

al., 1996; Johanning et al., 1998; Vishnuvardhan et Beinfeld, 2000) s'est

avérée très efficace. On a ainsi observé que PC1/3 et PC2 avaient chacune

leurs cibles parmi les nombreux sites de coupure, identifiés par des paires

d'acides aminés basiques, présents sur leurs substrats: généralement, la

protéolyse par PC1/3 est plus limitée et génère des peptides de plus haut

poids moléculaire, tandis que la protéolyse par PC2 est plus extensive,

résultant en une série de petits peptides actifs. Un exemple est illustré à la
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n figure 6 pour la maturation de la POMC. De même, leur localisation

différentielle, par exemple dans le cas du lobe antérieur et dans le lobe

intermédiaire (absent chez l'homme), serait responsable de la présence, à partir

d'un même précurseur, de populations différentes de produits (figure 6).

0

l ^ ^
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s-s TRKRRKR KR KKRR KR
^ l

KK KR KK
h h ss S^IPOMCÎS S:

IÏ

It

//
')

s/rWS NT / JP ,' ACTH/ LPH

NH

r-

NH,

aMSH CLIP yLPH Pend

Peptides fonnés dans
le lobe intermédiaù-e

Pq)tides formés dans
l'hypophyse antérieure

Clivage PCl Clivage PC2
K = lysine
R = arginine

Figure 6: Maturation de la POMC par PC1/3 et PC2. Les flèches, noires ou rouges selon qu'il

s'agit de PC1/3 ou PC2, représentent les sites de clivage suivant les paires d'acides aminés

basiques indiquées par leur code à une lettre et par les lignes pointitlées. Les peptides formés

dans te lobe intermédiaire de l'hypophyse sont indiqués en rose, ceux formés dans le lobe

antérieur sont en gris. NT, fragment N-terminal; JP, peptide de jonction; ACTH, hormone

adénocorticotrope; yLPH, Y-lipotropine; aMSH, hormone de stimulation des mélanocytes ce;

CLIP, peptide du lobe intermédiaire. (Adapté de Raffin-Sanson et al., 1997).

u

De plus, comme dans le cas de la pro-insuline, il semblerait que ces

deux enzymes puissent agir de façon consécutive (figure 1) plutôt que de

manière simultanée (Malide et al., 1995; Raffin-Sanson et al., 1997; Wison et

White, 1998; Lipkind etSteiner, 1999).
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1.2.2.3 Déficience en PC1/3

Les cas rencontrés d'anomalies dans la maturation des précurseurs

sont le plus souvent associés à des mutations dans la séquence même de

ces précurseurs, ce qui empêche leur reconnaissance et leur activation par

les PCs (pour revue, voir Wilson et White, 1998). Toutefois, un cas a été

rapporté d'une déficience héréditaire en PC1/3: il s'agit d'une patiente ayant

souffert d'obésité sévère durant l'enfance, d'aménorrhée à partir de

l'adolescence et de crises d'hypoglycémie postprandiales suite à des

traitements hormonaux lui ayant permis d'etre enceinte. Au niveau

hormonal, elle souffrait d'hypogonadisme hypogonadotrope, d'insuffisance

corticotrope partielle (hypocortisolisme) et d'une anormalité dans

l'homéostasie du glucose, exacerbée par les demandes importantes dues à

la grossesse (O'Rahilly et al., 1995). L'étude du cas a démontré qu'il

s'agissait d'un défaut de maturation de la POMC et de la proinsuline causé

par une mutation dans chacun des allèles du gène de PC1/3 (Jackson et al.,

1997). L'un des allèles est muté dans la séquence codant pour le domaine

P, tandis que sur l'autre allèle, une deuxième mutation causant la perte d'un

exon résulte en une enzyme tronquée dans le domaine catalytique, rendant

ainsi le produit de gène complètement inactif.

u

1.2.2.4 Les tumeurs invasives d'origine neuroendocrine

Certaines tumeurs dérivant de cellules neuroendocriniennes

conservent leur propriétés secrétaires, d'autres tumeurs sécrètent aussi des

hormones suite à l'acquisition d'un phénotype dit de "synthèse ectopique".

Les adénomes hypophysaires corticotropes ou les tumeurs bronchiques

sont des exemples de tumeurs sécrétant de l'ACTH en excès. Elles

surexpriment PC1/3, ce qui cause un niveau trop élevé de maturation de la

POMC (Raffin-Sanson et al., 1997) menant ainsi, entre autres, à une

surproduction d'ACTH entraînant souvent chez certains patients, en plus
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des tumeurs originales, un syndrome de Cushing (Bertagna, 1994). Il a été

démontré également que PC1/3 est exprimée dans les carcinomes du

poumon (Creemers et al., 1992) et les tumeurs mammaires (Cheng et al.,

1997).

1.3 Les inhibiteurs des PCs

Comme nous l'avons vu, les PCs sont impliquées dans la production

d'une grande variété de peptides biologiquement actifs pouvant être

associés à des pathologies, et ceci fait de cette famille d'enzymes des cibles

intéressantes pour le contrôle de ces voies. Un moyen efficace de réaliser

ce contrôle est de développer des inhibiteurs spécifiques de l'activité des

PCs. De plus, remploi d'inhibiteurs a joué et continue de jouer un rôle très

important dans l'étude fonctionnelle et structurelle des enzymes

protéolytiques elles-mêmes. Cette section est donc consacrée aux

nombreuses approches ayant déjà été employées pour le développement

d'inhibiteurs des PCs, mais nous allons tout d'abord faire un survol rapide

des différents modes d'inhibition qu'ils peuvent adopter et de la façon dont

on peut déterminer ceux-ci.

1.3.1 Les inhibiteurs réversibles

u

Les inhibiteurs réversibles forment des complexes dynamiques avec

l'enzyme et changent ses propriétés catalytiques. Ils peuvent être classés

dans quatre grandes catégories, c'est-à-dire inhibiteurs compétitifs,

incompétitifs, mixtes ou non-compétitifs, selon leur mode de fonctionnement,

schematise à la figure 7, et ainsi la variation des paramètres cinétiques

apparents de Michaelis-Menten qu'ils induisent (Cornish-Bowden, 1995;
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Segel, 1993). Il existe des méthodes graphiques permettant de déterminer

chacun des mode d'inhibition à partir de courbes diagnostiques, illustrées à

la figure 8.

1.3.1.1 Les inhibiteurs compétitifs

Le mode d'inhibition est appelé compétitif lorsque ['inhibiteur (l) et le

substrat (S) compétitionnent pour le même site de liaison sur l'enzyme (E),

c'est-à-dire le site actif (figure 7a). Le complexe El se forme et se dissocie

selon une constante d'équilibre appelée constante d'inhibition (K|), qui est

donnée par le rapport suivant:

K, = FE1 m

[El]

où: [E] = la concentration d'enzyme libre

[l] = la concentration d'inhibiteur libre

[El] = la concentration de complexe enzyme-inhibiteur

Ainsi, plus cette constante est faible, plus il y a une grande quantité de

complexe qui est formé; cette valeur est donc une mesure inverse de

l'affinité de l pour E. De fait, plus l'affinité est grande et plus la compétition

avec S sera forte, donc plus l'inhibiteur sera puissant. En d'autres termes, la

presence d'un inhibiteur compétitif changera la valeur du Km sans changer le

V^ax- La constante de Michaelis-Menten (K^) exprime de façon inverse

l'affinité de E pour S, car elle est donnée par la concentration de S ([S])

pour laquelle la vitesse (V) de E est 50% de V^, la vitesse maximale

limitante qui est observée quand toute l'E présente est sous forme de

complexe ES.

u
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Deux représentations graphiques nous permettent d'analyser l mis en

presence de E et S. La première nous permet de déterminer la valeur du K|,

la seconde, le mécanisme d'inhibition. Tout d'abord, la représentation de

Dixon (1953) est donnée par un graphique où, pour différentes [S], les

tracés de l'inverse de la vitesse d'hydrolyse de S (1A/, mesurée par

l'apparition du produit P ) en fonction de [l], se coupent en un point où [l] =

-Ki (figure 8a). Ensuite, la représentation de Cornish-Bowden (1974) est

obtenue par le graphique de [S]/V en fonction de [l] pour chaque [S], et

présente des droites parallèles (figure 8a), caractéristiques d'un inhibiteur

compétitif.

0

1.3.1.2 Les inhibiteurs incompétitifs

Un inhibiteur incompétitif n'a pas d'affinité pour E libre, mais plutôt

pour le complexe ES. Ainsi la liaison de S induit un changement sur E qui

permet par la suite la liaison de l, sur le même site ou non (figure 7b). Le K^

et le V^gx diminuent, puisque l'association de l avec ES pour donner ESI

diminue la concentration de ES, le complexe qui donne les produits

(saturation atteinte plus rapidement). Les droites sur la représentation de

Dixon sont parallèles (figure 8b), puisque c'est la liaison de S qui est

limitante pour permettre la liaison de l, donc une augmentation de [l] dans le

milieu n'a pas d'influence. C'est la représentation de Cornish-Bowden qui

permet de déterminer K'|, la constante d'équilibre du complexe ESI, qui est

égale à -[l] au point de rencontre des droites (figure 8b). Il s'agit en fait

d'une constante d'inhibition "apparente" puisque, contrairement à l'inhibition

competitive, elle ne nous donne pas directement une mesure de la valeur

spécifique d'inhibition de E par l, mais bien une valeur faisant intervenir [S].

Sur cette représentation, cette valeur de K'| correspond également au

rapport K^A/^, de I'enzyme.

u

(
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1.3.1.3 Les inhibiteurs mixtes

L'inhibition mixte se produit lorsque l peut se lier aussi bien sur E que

sur ES, au même site (mixte-compétitif), ou à un autre site (mixte-non

compétitif, figure 7c). Dans les deux cas la liaison de l n'est pas influencée

par celle de S, mais elle altère la capacité de E à hydrolyser S, le plus

souvent en changeant l'accessibilité de S au site actif. La constante

d'équilibre globale de la réaction d'inhibition fait donc intervenir K, et K'|.

Toutefois, le graphique de Dixon ne nous donne que la composante

spécifique de l'inhibition, c'est-à-dire que les droites se rencontrent à [l] =

-K,, tandis que, sur la représentation de Cornish-Bowden, les droites se

croisent sous I'axe des x à [l] = -K'| (figure 8c).

0

1.3.1.4 Les inhibiteurs non-compétitifs

Un inhibiteur non-compétitif se lie à E sur un site quelconque et

interfere avec ses propriétés catalytiques, mais sans changer l'affinité de S

pour E ni empêcher sa liaison au site actif c'est-à-dire que le K^ sera

identique. Par contre le V^ax sera diminué, reflétant la neutralisation de E par

l. Ce cas peut être considéré comme un cas particulier d'inhibition mixte

pour lequel K, = K'|. Ainsi, sur les représentations de Dixon et de Cornish-

Bowden, les droites à différentes [S] vont se croiser directement sur l'axe

des x, au point où [l] = K, = K'| (figure 8d). En effet, dans cette situation l

peut se lier indépendamment de [S].

1.3.2 Les inhibiteurs irréversibles

0

Dans le cas d'une inhibition irréversible, la formation du complexe El

entraîne une réaction chimique menant à l'inactivation complète de E

(Demuth, 1990). Cela se produit le plus souvent quand l, qui se lie avec une

grande proximité au niveau du site actif, possède un groupement
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réactionnel très réactif dans sa séquence, ou quand le milieu est contaminé

par la présence d'ions métalliques. Il n'est pas souhaitable d'utiliser ce type

d'inhibiteurs pour le traitement de pathologies, parce qu'ils constituent en fait

des poisons catalytiques qui inhibent les enzymes de façon permanente.

Cependant, l'interprétation de données cinétiques d'inactivation, données

par:

E+l El E (inactive)

0

peuvent parfois fournir de l'information utile. Par exemple, les inhibiteurs

incorporant un groupement chlorométhyle (voir section 1.3.5.1) (Kettner et

Shaw, 1981) sont un groupe d'inhibiteurs irréversibles des protéases à

serine très étudié. Leur mécanisme de réaction comprend la formation d'une

fonction hémiacétal impliquant la serine du site catalytique (Powers, 1977).

1.3.3 Inhibiteurs endogènes des PCs

û

1.3.3.1 La prorégion

Nous avons mentionné le rôle que jouait la prorégion dans le

repliement du domaine catalytique des PCs, bien que non formellement

établi comme dans le cas des subtilisines, mais également qu'elle

représentait un inhibiteur de l'activité en demeurant associée au site actif de

l'enzyme. En effet, cela a d'abord été démontré par Anderson et al. (1997)

pour la furine. Par la suite, en conservant le fragment de PC1/3 contenant la

prorégion, Boudreault et al. (1998b) ont étudié ce potentiel d'inhibition et

découvert qu'il suivait un mécanisme de liaison lente de très forte affinité

("slow tight-binding inhibition") envers PC1/3 (K, = 6 nM) et furine (K, = 10

nM), mais était strictement compétitif et moins efficace envers PC2 (K, de

l'ordre des ^M). Aussi, la prorégion de PC2 se comporte de manière
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semblable vis-à-vis de PC2, démontrant un mécanisme d'inhibition identique

ainsi qu'un K, de l'ordre des nM (Boudreault et al., résultats non publiés).

Finalement, la prorégion de PC7 est aussi un inhibiteur de PC7 à un niveau

nanomolaire (Zhong et al., 1999). Il a été observé pour la furine, PC7 et

PC2, que ce processus d'inhibition requiert les résidus constituant le site de

clivage primaire précédent le domaine catalytique, c'est-à-dire la portion C-

terminale de la prorégion (Zhong et al., 1999; Muller et al., 2000).

Cependant, cette portion n'est pas suffisante puisque l'hexapeptide C-

terminal de PC2 seul présente une diminution de l'inhibition d'un facteur six

(Apletalina et al., 2000). Le même groupe a aussi obtenu des constantes

d'inhibition plus élevées pour la prorégion complète de PC2 que les résultats

précédemment observés par Boudreault et al. (résultats non publiés), c'est-

à-dire des ICgo de l'ordre des i^M plutôt que des nM (Muller et al., 2000).

Quoi qu'il en soit, ces résultats doivent être complémentés par des études in

wVo, en tenant compte du fait que PC2 est aussi inhibée spécifiquement par

la protéine 7B2 endogène (voir section suivante).

La conception d'inhibiteurs synthétiques dérivés de la prorégion de

PC1/3 a permis l'obtention de K, de l'ordre des |LIM (Basak et al., 1994; 1995;

1999a). Certains de ces peptides incorporant des acides aminés non-

naturels se comportent comme des inhibiteurs de type "suicide" en

réagissant de façon irréversible avec la Ser du site actif. D'autres peptides

modifiés au moyen de fonctions réactives électrophilies ou carbonyles en

position P1 ou P1' inhibent la réaction enzymatique en imitant l'état de

transition.

0

1.3.3.2 7B2

De la même manière que la prorégion, la protéine neuroendocrine

7B2 qui se lie à PC2 et intervient dans son repliement et son activation, va
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demeurer liée au site actif pour inhiber son activité protéasique. Bien qu'elle

soit coexprimée avec PC1/3 et PC2 dans les cellules neuroendocriniennes,

il s'agit d'un inhibiteur absolument spécifique à PC2, alors qu'au contraire

elle constitue un substrat de PC1/3 in vitro (Martens et al., 1994). 7B2 inhibe

PC2 à des concentrations de l'ordre des nM, selon un mécanisme de liaison

de très forte affinité. Il est connu que dans les cellules le complexe PC2-7B2

est transporté dans le TGN, où la protéine de 27 kDa est alors clivée en un

domaine N-terminal de 21 kDa et un peptide C-terminal de 31 acides

aminés (Ayoubi et al., 1990; Paquet et al., 1994). Des études de

mutagénèse ont permis d'identifier la région C-terminale comme étant

responsable de l'inhibition de PC2, et les résidus Lys171 et Lys172 sont

particulièrement essentiels (van Horssen et al., 1995). Toutefois, l'inhibition

par cette région C-terminale, appelée le 7B2 CT peptide, n'a jamais été

démontrée in vivo. La portion N-terminale de la protéine, quant à elle, serait

responsable du rôle de chaperone moléculaire, et elle est en effet

apparentée, quoique de façon éloignée, à une sous-classe de chaperones

appelées chaperonines de la famille des protéines du choc thermique de 60

kDa (Braks et Martens, 1994).

u

1.3.3.3 proSAAS

Récemment, ce qui semble être un nouvel inhibiteur endogène de

PC1/3 a été identifié (Fricker et al., 2000), le proSAAS. Il s'agit d'un

polypeptide qui pourrait possiblement agir en affectant la maturation

autocatalytique de PC1/3, de façon équivalente à 7B2 envers PC2. Il

démontre d'ailleurs certaines homologies structurelles et fonctionnelles avec

7B2. La région inhibitrice de proSAAS est consituée principalement d'une

sequence Lys-Lys-Arg-Val-Lys-Arg située à 16 résidus de l'extrémité C-

terminale (Cameron et al., 2000a). Cette séquence fut d'ailleurs identifiée

préalablement parApletalina et al. (1998), en recherchant dans des librairies



34

n

0

d'hexapeptides des inhibiteurs potentiels de PC1/3 et PC2 (voir section

1.3.7.2). Deux groupes différents ont démontré que des peptides dérivés de

cette séquence démontrent un fort potentiel d'inhibition envers PC1/3

seulement, avec des K, de l'ordre des nM, suivant un mécanisme compétitif

de liaison de très haute affinité (Cameron et al., 2000a, Qian et al., 2000).

Toutefois, l'interaction entre PC1/3 et le proSAAS in vivo n'est peut-être pas

absolument requise, car, si leur distribution est généralement similaire,

l'enzyme PC1/3 active peut tout de même être exprimée de cellules

n'exprimant pas le proSAAS (Cameron, 2002). De plus, il a été observé que

la furine et PC2 peuvent cliver le proSAAS à différents sites, générant les

peptides responsables de l'inhibition (Sayah et al., 2001). Mais, comme ce

clivage ne peut survenir lorsque le peptide est lié à PC1/3, la biologie

cellulaire de ce processus reste à élucider, et semble plus complexe que

dans le cas de 7B2 envers PC2.

1.3.4 Lesserpines

Les serpines (pour "serine ^rotease inhibitors") sont des inhibiteurs

naturels spécifiques aux proteases à serine de type "trypsin-like" chez les

mammifères. Elles agissent selon un mécanisme unique de type "suicide",

au cours duquel la serine du site actif interagit de façon covalente avec le

résidu en position P1 du centre réactif de la serpine. Il survient alors un

changement conformationnel de la serpine, provoquant un retournement

dans le sens opposé de la région à laquelle la serine est toujours attachée,

de sorte que cette dernière est littéralement tirée hors du site catalytique.

Cette déformation du site actif prévient l'hydrolyse du lien peptidique, et

ainsi la libération de la protéase, qui se retrouve irréversiblement prisonnière

du complexe protéine-protéine (Huntington et al., 2000; Peterson et

Gettings,2001).

u
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1.3.4.1 PIS

Une serpine de type ovalbumine a été identifiée comme un inhibiteur

rapide et de haute affinité de la furine, la PIS ("ovalbumin-type serpin human

protease inhibitor 8") (Dahlen et al., 1998). Elle possède en effet deux
sequences de reconnaissance de la furine dans sa boucle réactive.

0

1.3.4.2 a,- antitrypsine Portland

L'ai-antitrypsine (ai-AT) est un membre de la famille des serpines et

un inhibiteur naturel de l'élastase. Une forme mutée appelée ai-antitrypsine

Pittsburgh (a^- PIT) remplace le résidu Met à la position P1 du site actif par

une Arg, ce qui change sa spécificité et en fait un inhibiteur de la thrombine

(Owen et al., 1983). Une variante de l'a^ PIT a été créée en remplaçant

également le résidu en position P4 (P4Ala -> P4Arg) dans la boucle

réactive, afin de correspondre au site de reconnaissance minimal de la

furine (P4Arg/P1Arg) (Anderson et al., 1993). Elle a été baptisée l'ar

antitrypsine Portland (a^- PDX), et constitue un bon inhibiteur de toutes les

PCs (Decroly et al., 1996). Il a cependant été proposé qu'elle pourrait avoir

une spécificité accrue envers la furine (Jean et al., 1998), en agissant

comme un inhibiteur suicide par une liaison stable de très forte affinité

(Dufour et al. 1998; Jean et al. 1998). Son mécanisme pourrait être différent
envers les autres PCs, et ne résulterait pas en la formation d'un complexe

enzyme-inhibiteur stable.

u

1.3.5 Les andrographolides

Récemment, des substances naturelles appelées andrographolides

retrouvées chez la plante Andrographis paniculata ont été identifiées comme

des inhibiteurs des PCs, avec des valeurs de K, inférieures à 30 |^M (Basak
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et al., 1999b). Cependant, elles démontrent peu de spécificité envers

chacune des PCs.

1.3.6 Alterations des liens peptidiques au site de clivage

0

1.3.6.1 Le groupement chlorométhyle

L'introduction d'un groupement -CHzCI à la suite d'un peptide

contenant la séquence primaire de clivage des PCs (ex: tétrapeptidyl-Arg-X-

(Lys/Arg)-Arg-CH2CI) provoque un mécanisme d'inhibition compétitive et

irreversible où l'inhibiteur agit comme un "pseudosubstrat" qui se lie de

façon covalente entre les résidus His et Ser du site actif de l'enzyme. L'ajout

de cette fonction résulte en un inhibiteur potentiel de la furine et de PC1/3

(Stieneke-Grober et al., 1992; Jean et al., 1995a). Ainsi, Hallenberger et al.

(1992) ont démontré que les peptides décanoyle-Arg-Glu-Lys-Arg-CHzCI et

décanoyle-Arg-Ala-Lys-Arg-CHzCI inhibaient spécifiquement le clivage par la

furine de la glycoprotéine gp160, dans des cellules infectées par le VIH.

Cependant, l'utilité de ces chlorométhylcétones in vivo serait compromise

par leur cytotoxicité.

u

1.3.6.2 Les liens isostères

L'approche consistant à la modification d'une séquence de clivage

connue par l'introduction d'un lien pseudopeptidique non-clivable identifié

par v|/ à la jonction P1-P1' a été employée pour concevoir de bons

inhibiteurs de la furine et de PC1/3 (Decroly et al, 1994; Angliker, 1995;

Jean et al., 1995b). Le remplacement du groupement -NH- par un

groupement méthylène pour donner un lien ^[CO-CHz], l'introduction du

groupement méthylène entre les groupements -CO- et -NH- pour donner un

lien \(/[CO-CH2-NH], ou encore l'introduction des fonctions méthylèneamine
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^[CHg-NH] ou hydroxyéthylène \|;[CH(OH)-CH2] sont des exemples de tels

liens. Ces liens sont appelés "isostères" car, bien qu'ils ne soient pas

hydrolysables par l'enzyme, ils occupent le même volume et respectent bien

la stéréochimie du lien peptidique qu'ils remplacent. Cette stratégie permet

dans certains cas de contourner le problème présenté par les peptides avec

un bon potentiel inhibiteur contenant une séquence fortement reconnue par

l'enzyme, mais qui se comportent comme des substrats à long terme en

étant lentement hydrolyses.

1.3.7 Inhibiteurs issus de librairies combinatoires

0

Les librairies combinatoires de peptides synthétiques sont de plus en

plus employées pour permettre la sélection de ligands spécifiques ou

d'inhibiteurs potentiels parmi un très grand nombre de peptides. Il existe

différentes façons de procéder, mais dans le cas qui nous intéresse, les

experiences ont été menées par "scanning" positionne), c'est-à-dire en

identifiant les résidus les plus favorables à chaque position dans des

librairies définies.

u

1.3.7.1 Spécificité de la furine de P1 à P4

Dans le cas des PCs, cette approche fût d'abord utilisée par

Matthews et al. (1994a) pour élucider la spécificité enzymatique de la furine.

Une multitude de séquences de substrats comprenant cinq acides aminés

au hasard ont été soumis à plusieurs rondes de sélection par la furine.

Virtuellement toutes les séquences ainsi donees possédaient le motif Arg-X-

X-Arg, et une grande proportion avaient un résidu Lys, Arg ou Pro avant la

deuxième Arg. Ces travaux confirmaient la préférence de la furine pour des

résidus Arg en position P1 et P4. De plus, les résultats de l'utilisation de

deux librairies supplémentaires comportant sept acides aminés (motifs X-X-
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Arg-X-(Lys/Arg)-Arg-X et X-X-Arg-X-Pro-Arg-X), sans permettre

l'identification d'une séquence consensus, ont tout de même laissé entrevoir

que la séquence de reconnaissance de la furine s'étendait au-delà de

quatre résidus, puisque le motif (Leu/Pro)-Arg-Arg-Phe-(Lys/Arg)-Arg-Pro a

été observé à plusieurs reprises.

0

1.3.7.2 Identification d'hexapeptides

Subséquemment, le groupe de Lindberg (Apletalina et al., 1998) a

utilisé une librairie contenant environ 52 millions d'hexapeptides pour

pan/enir à identifier des peptides susceptibles d'inhiber PC1/3 et PC2, et

comparer leur spécificité relativement à la furine. Ils ont ainsi déterminé

quels résidus sont importants pour l'inhibition à chacun des sous-sites sur

chacune des enzymes. Leurs résultats tendent à démontrer que PC1/3 et

PC2 ont des spécificités semblables pour les résidus en P1, P3, P4 et P5, à

savoir P1Arg, PSVal, P4Arg et P5Leu, et pour les deux enzymes

l'hexapeptide présentant le plus de potentiel inhibiteur a été identifié comme

Ac-Leu-Leu-Arg-Val-Lys-Arg-NHz, avec des K, de 3.2 et 360 nM

respectivement. Par contre, la furine ayant une préférence pour une Lys en

P5, le peptide Ac-Leu-Lys-Arg-Val-Lys-Arg-NH2 s'est avéré être un meilleur

inhibiteur, avec un Ki pour cette enzyme de 190 nM. Dans tous les cas,

l'extrémité C-terminale était acétylée, il semble cependant que ce

groupement ne contribue à l'inhibition que dans le cas de PC2 (Cameron et

al., 2000b).

0

1.3.7.3 Les polyarginines

Toujours en utilisant des librairies combinatoires d'hexapeptides

synthétiques, le même groupe (Cameron et al., 2000b) a démontré que la

furine avait une préférence pour des résidus Arg ou Lys à chacune des
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positions. En se basant sur cette observation, ils ont synthétisé une série de

peptides polyarginines, contenant de quatre à neuf résidus Arg, et testé leur

pouvoir d'inhibition sur la furine, PACE4, PC1/3 et PC2. L'inhibiteur le plus

puissant est la nona-arginine, avec un K; de 40 nM pour la furine, 110 nM

pour PC1/3 et 2.5 |J.M pour PACE-4. Toutefois, le peptide s'est avéré être

clivé par la furine après six heures d'incubation. PC2 n'est inhibée par

aucune des polyarginines, et s'est même avérée être suractivée, ce qui

démontre encore une fois sa particularité par rapport aux autres PCs, à

l'image de sa dépendance à la présence de la protéine 7B2 (Benjannet et

al., 1995).

1.3.8 Modifications des boucles réactives d'autres inhibiteurs connus

des protéases à serine

0

u

1.3.8.1 Troisième domaine de l'ovomucoïde

Le troisième domaine de la protéine ovomucoïde (OMTKY3) de dinde

constitue le site réactionnel de cet inhibiteur de plusieurs protéases à serine:

subtilisines, chymotrypsines et élastases. Il a été modifié en introduisant le

site de clivage primaire de la furine (P4Ala-P3Cys-P2Thr-P1Leu -> P4Arg-

P3Cys-P2Lys-P1Arg) afin d'augmenter sa spécificité envers cette enzyme,

dont il constitue un bon inhibiteur avec un K, de 0.11 ^iM (Lu et al., 1993).

Par contre, il est intéressant de constater que d'autres chercheurs ont utilisé
cette même variante de l'OMTKYS comme inhibiteur d'une forme mutée de

la subtilisine BPN' aux résidus composant le sous-site 84, pour

correspondre à la spécificité de la furine pour une Arg en P4 (Asn62->

Asp/Tyr104-^ Asp/Gly166^ Asp), et qu'ils ont ainsi obtenu un K, de 29 nM

contre ce triple mutant, qu'ils ont nommé "furilisine" (Ballinger et al., 1996).

Ces résultats sont un exemple qu'il est possible de manipuler la spécificité

enzymatique de façon "modulaire" pour l'étude de différents mécanismes.

3
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1.3.8.2 Kz-macroglobuline

L'as-macroglobuline est un inhibiteur général des protéases qui agit

selon un mécanisme de "trappe" (Barrett et Starkey, 1973). Récemment, sa

région inhibitrice a été manipulée de façon semblable à l'OMYKYS (P4Gly-

P3Phe-P2Tyr-P1Glu-P1'Ser-P2'Asp ^ P4Arg-P3Ser-P2Lys-P1Arg-P1'Ser-

P2'Leu) pour correspondre au site de reconnaissance de la furine (Van

Rompaey et al., 1997). Effetivement, cette molécule s'est avérée inhiber la

furine in vitro et intracellulairement, selon ce mécanisme de "trappe" qui se

distingue des autres modes classiques d'inhibition des PCs. Au cours de ce

processus, la furine clive la région exposée comportant son site de

reconnaissance, ce qui résulte en un changement de conformation des deux

monomères de l'ag-macroglobuline, provoquant la séquestration de la

protéase. Le site actif demeure donc fonctionnel, mais stériquement

encombré.

1.3.8.3 LeBSPI-2

Le BSPI-2 (pour "barley serine proteinase inhibitor-2") a été identifié à

l'origine comme un inhibiteur de la chymotrypsine (aussi appelé Cl-2 pour

chymotrypsin inhibitor 2), mais il s'avère lier les subtilisines de façon

beaucoup plus étroite (Longstaff et al., 1990). Il s'agit d'une petite protéine

de 83 acides aminés (figure 9a) isolée des grains d'orge Hiproly (Jonassen,

1980; Svendsen et al., 1980). La boucle réactive responsable de l'inhibition

a été identifiée par cristallographie de la molécule seule (McPhalen et

James, 1987) et du complexe BSPI-2 avec la subtilisine BPN' (McPhalen et

James, 1988), et la jonction P1-P1' est située entre les résidus Met59 et

Glu60. Dans le but de préparer un petit peptide synthétique pouvant inhiber

les protéases aussi efficacement que le BSPI-2 natif, Leatherbarrow et

u
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Salacinsky (1991) ont conservé la séquence de 18 acides aminés

constituant cette boucle inhibitrice et l'ont maintenue sous forme de cycle au

moyen d'un pont disulfure formé entre les cystéines de chaque extrémité

(figure 9b). Le K, obtenu pour la subtilisine BPN' est de 28 pM,

comparativement à 29 pM pour la molécule entière, c'est-à-dire que la

reconnaissance par l'enzyme ainsi que le pouvoir d'inhibition sont maintenus

en conservant uniquement ces 18 résidus.

1.4 But et définition du projet de recherche

:-)

^J

Comme nous l'avons mentionné, plusieurs approches ont été

adoptées afin de développer des inhibiteurs des PCs. Certaines ont mené

au développement d'inhibiteurs puissants présentant de très faibles

constantes d'inhibition. Toutefois, la conception d'inhibiteurs spécifiques

pour chacune des PCs demeure un objectif très important à atteindre. Cette

étude vise à préparer de petits inhibiteurs cycliques de PC1/3 et de furine,

deux membres de la famille qui ont des spécificités enzymatiques similaires.

Le but ultime est de parvenir à produire des inhibiteurs à la fois puissants et

capables de discriminer entre les deux enzymes. L'approche employée par

Leatherbarrow et Salacinski consistant à synthétiser de petits peptides

imitant la structure de plus gros inhibiteurs natifs s'est avérée valide et

efficace. De plus, les PCs ayant un domaine catalytique semblable à celui

des subtilisines, la séquence de 18 acides aminés conservée de la boucle

inhibitrice de BSPI-2 a été choisie comme point de départ pour la synthèse

de nos propres inhibiteurs. Des études préliminaires menées sur trois

différentes séquences représentant des formes mutées de cette boucle, à

savoir comportant des résidus importants pour la reconnaissance par les

PCs, avaient permis d'observer, pour deux d'entre elles, un potentiel

d'inhibition intéressant envers la furine et PC1/3 (Jean et al., 1994).
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2.1 Synthèse des peptides

2.1.1 Synthèse des peptides I-A, I-B, I-C et I-D

Les peptides ont été synthétisés selon la méthodologie de synthèse

en phase solide, sur un synthétiseur manuel multiréacteur, en utilisant la

chimie du 9-fluorènylméthoxycarbonyle (Fmoc). Un schéma résumant les

étapes de synthèse est présenté à la figure 10. Les N-a-Fmoc-L-acides

aminés nécessaires, incluant les groupements protecteurs usuels des

chaînes latérales (Fields et Noble, 1990), c'est-à-dire trityl (Trt), 2,2,5,7,8-

pentaméthylchromane-6-sulfonyle (Pbf), tert-butyle (tBu) et tert-

butoxycarbonyle (BOC), ont été achetés chez Chem-lmpex International

(Wood Dale, IL, U.S.A.). Le premier résidu de chaque peptide a été attaché

à 1g de résine Wang (alcool p-benzyloxybenzyle (100-200 mailles) avec

copoly(styrène-1 % divinylbenzène), Quantum Biotechnologies, Montréal,

QC, Canada) ayant un taux de substitution initial de 1,12 mmole/g. Le

protocole de Sieber pour l'incorporation du premier résidu N-a-Fmoc-acide

aminé (Sieber, 1987) a été utilisé, et le peptide a été assemblé au moyen

d'excès (3 éq.) de l'espèce réactive de chaque acide aminé protégé. La

sequence du peptide 1-A synthétisé (conservant la numérotation des acides

aminés de la molécule BSPI-2 originale) est:

53Cys(Trt)-Gly-Thr(tBu)-lle-Val-Thr(tBu)-Arg(Pbf)-Glu(tBu)-Tyr(tBu)-Arg(Pbf)-
lle-Asp(tBu)-Arg(Pbf)-Thr(tBu)-Arg(Pbf)-Ser(tBu)-Phe-Cys(Trt)70.

j

u



(:.)

u

+
^'^< ^

top ^ GGj
/^\ s& M

^ ? 0c^^0
(UH 000 ^->.^

OQ(U ^ 0T3 i-^ u
.^ c^

<Uc^ ^0 ^(D um PL^0u /~\t^ aùO >. ^. ^^
—>. (Du œH —œh c^u

4-1 w
0 ^-^0

E ?^E3-9^

^ &û
^ î-1

^-<
^(D 0.
fflûO>. <ô 0

N <ue
(Dffi u ^ &û0 û 0 42 »-1

s-<}-<-à 0
t^ ^^2 }-1

*^-<s^-13^
'^•^

^y3 T3h ^>. CQ
<L>
^u 0^

Q ^-tu (U &û ^0 »-< ^'s, PL,h

ô ^^ H
u

P3

>

^

œ

^^

1-»
^
d
^^
l

>

ffi
0
0
0

^
l
^

t
e
^
&
<
<û

î
*^
?
?
&û

^
+ES
?
^A

l̂
ç

C<3

r^

i^

ïm
0 —

3
0-
M
e
.0

à
J3
Q-

3
'"^ 25
J3
3
0)
"
JD

;- _0)
-X -o

Q M

CDl:
S y
c/3 —
•p -
i-<
aT—

(D
0)
(0

w
J)
l

à

CL
<u

8
(D
.0)
."

0 '•=
0 "-^

1&1
c/? e
>' ro

U)
(D
^J-J-^
*8*i

E " "^
d) >(l)

s^
(D (D

U W (D
<u ai

3

u-

.2

e
0

>ÇD

ï ro

^
Q.
1>

Qî
0
? (U
'i^ j.
Ill
ill
w

3
•a
a?
U)
,Q)
;'ll
l
ilo
^^
£ co
•d

§i
s® ^
•= ^
0
^ s
oi'-ë

(D

=3
0
a.

m

^

ll^.
gl^-Q
0)| >Q) —

'ÎD

2

%

5



n

45

Les autres peptides ont été synthétisés simultanément en substituant

Lys(Boc) à Tyr; Arg(Pbf) à Ile en position 56 pour 1-B et 1-D; et Lys(Boc) à

Thr(tBu) en position 58 pour 1-D.

0

Les couplages ont été effectués dans le /\/,A/-diméthylformamide

(DMF, Fisher Scientific, Montreal, QC, Canada), en utilisant comme agent

de couplage l'hexafluorophosphate de 2-(1 H-benzotriazol-1-yl)-

1,1,3,3,tétramethyluronium (HBTU, Quantum Biotechnologies), en présence

de 1-hydroxybenzatriole monohydraté (HOBt, Quantum Biotechnologies)

comme catalyseur, et de A/,A/-diisopropyléthylamine (DIEA, Aldrich, Oakville,

ON, Canada). Un rapport de 3:1:3 éq. relativement à la substitution de la

résine avec le premier résidu a été favorisé pour le HBTU, le HOBt et le

DIEA respectivement. La durée des réactions de couplage était de 30

minutes, et le test de Kaiser, une technique de coloration des aminés libres

à la ninhydrine (Kaiser, et al., 1970), nous permettait de vérifier que tous les

peptides en formation avaient incorporé le résidu. Si nécessaire, la réaction

de couplage était reprise avec la moitié des quantités de réactifs. Après

l'obtention d'un test négatif, l'échantillon de résine-peptide ne se colorant

pas en bleu, le groupement Fmoc était retiré avec une solution à 20% (v/v)

de pipéridine (Aldrich) dans le DMF pour permettre le couplage de l'acide

aminé suivant.

'u

Après une dernière étape de déprotection du groupement du résidu

N-terminal, la résine a été abondamment lavée avec du DMF, suivi de t-

amyl alcool, d'acide acétique glacial, de méthanol et finalement d'éther, puis

séchée sous vide. Les peptides ont été ensuite clivés de la résine et leurs

groupements protecteurs retirés en les mettant à réagir durant 2 heures

dans une solution à 2,5% 1,2-éthanedithiol (v/v), 2,5% ^0 (v/v) et 2%

phénol (p/v) dans l'acide trifluoroacétique (TFA, Halocarbon, Hackensack,



n

46

NJ, U.S.A). La solution a ensuite été filtrée, et le filtrat évaporé partiellement

avant d'etre précipité avec de l'éther éthylique (EtsO) anhydre.

2.1.2 Synthèse des peptides V[/-B et \|/-D

Dans le but d'introduire un lien isostère de type méthylèneamine

v|j[CH2-NH] entre les acides aminés en postion P1 et P1' des peptides V|/-B

et \^-D, nous avons employé la méthode consistant à produire la forme

aldéhyde de l'acide aminé P1, dans ce cas-ci l'Arg7, pour ensuite l'introduire

dans le peptide en formation par une réaction d'alkylation réductrice.

0

2.1.2.1 Formation d'un acide aminé argininal

Nous avons utilisé la méthode de Guichard et al. (1993) pour former

l'argininal à partir de l'acide-aminé BOC-(Z)2-Arg-OH (Chem-lmpex

International). Les principales étapes sont la formation d'un

diméthylhydroxamate (BOC-(Z)2-Arg-N(Me)OMe), suivi de sa réduction en

forme aldéhyde BOC-(Z)2-Arg-CHO. L'évolution de la réaction a été suivie

par chromatographie en couche mince (CCM) sur des plaques recouvertes

de gel de silice, avec le système de solvants acétate d'éthyle

(EtOAc)/hexane 2:3. Les produits obtenus à chacune des étapes ont été

caractérisés par résonance magnétique nucléaire (RMN) sur un appareil

Varian VXR-400S de 400 MHz. Les déplacements chimiques ont été

obtenus par rapport à la référence du tétraméthylsilane.

D

2.1.2.2 Synthèse

Comme pour les peptides précédents, nous avons employé une

méthodologie de synthèse en phase solide, mais cette fois en utilisant la

chimie BOC. Les N-a-Boc-L-acides aminés nécessaires, incluant les
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groupements protecteurs usuels des chaînes latérales, c'est-à-dire para-

methylbenzyle (pMeBzl), benzyle (Bzl), tosyle (Tos) et 2-

chlorobenzyloxycarbonyle (2CI-Z), ont été achetés chez Chem-lmpex

International. Le premier résidu de chaque peptide, Boc-Cys(pMeBzl)-OH a

été attaché à 1g de résine chlorométhylée (Bio-Beads S-X1 (200-400

mailles), Bio-Rad, Hercules, ÇA, U.S.A.) par formation d'un sel de césium,

comme décrit par Gisin (1973). La séquence du peptide V|/-B synthétisé est:

53Cys(pMeBzl)-Gly-Thr(Bzl)-Arg(Tos)-Val-Thr(Bzl)-Arg(Tos)-v/[CH2-

NH]-Glu(Bzl)-Lys(2CI-Z)-Arg(Tos)-lle-Asp(Bzl)-Arg(Tos)-Thr(Bzl)-Arg(Tos)-

Ser(Bzl)-Phe-Cys(pMeBzl)70.

0

Le peptide V|/-D a été synthétisé simultanément en substituant Lys(2CI-Z) à

Thr(Bzl) en position 58.

Les couplages ont été effectués dans le DMF, en utilisant comme

agent de couplage l'hexafluorophosphate de benzotriazole-1-yl-oxy-tris-

(diméthylamino)-phosphonium (BOP, Albatros Chem Inc, Montréal, QC,

Canada), en présence DIEA. Un rapport de 3:5 éq. respectivement

relativement à la substitution de la résine avec le premier résidu a été

favorisé. La durée des réactions de couplage était de 45 minutes, suivi du

test de Kaiser, tel que décrit précédemment. Le déprotection du groupement

Boc était effectuée dans une solution de 40% TFA (v/v) dans le

dichlorométhane (DCM).

0

Nous avons employé la méthode décrite par Sasaki et Coy (1987)

pour l'introduction de l'argininal dans le peptide en formation à l'aide du

cyanoborohydrure de sodium (NaBH3CN, Aldrich) comme agent d'alkylation

sélectif (Borch et al., 1971) permettant la formation du lien ^[CHz-NH].
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Les peptides ont été clivés de la résine et leurs groupements

protecteurs retirés en les mettant à réagir durant 1 heure dans 1 mL/g de

résine-peptide de m-crésol et de diméthylsulfure, et 10 mL/g de résine-

peptide d'acide fluorhydrique (HF) liquide. Les peptides ont été récupérés en

les solubilisant dans du TFA pur, et la solution évaporée partiellement pour

ensuite précipiter les peptides avec Et^O anhydre.

2.2 Purification des peptides

2.2.1 Purification des peptides bruts

0

u

2.2.1.1 Peptides I-A, I-B, I-C et I-D

Les peptides bruts ont été dissous dans un volume minimal de TFA

pur, et la solution résultante ajoutée goutte-à-goutte à une solution 0,06%

TFA/HsO, avant de les purifier par chromatographie liquide haute

performance sur phase inverse (RP-HPLC), au moyen d'une colonne Delta

Pak C18 (147 mmXSOcm, 15 i^m, 300Â, Waters, Mississauga, ON, Canada)

reliée à un système Waters Prep LC500A et à un détecteur d'absorbance de

modèle 441 équipé d'une lampe au deuterium. Les peptides ont été élues à

l'aide d'un gradient linéaire d'acétonitrile (ACN) de 5 à 55% dans 0,06% TFA

en 120 minutes, à un débit de 40 mL/min, et détectés à 230 nm. Les

fractions collectées correspondant au pic d'élution des peptides ont été

analysées par spectrométrie de masse (voir plus bas), et RP-HPLC sur

colonne Jupiter C18 (250x4,6 mm, 10 f^m, 300 A, Phenomenex, Torrance,

CA, U.S.A.) reliée à un système Beckman Gold avec échantillonneur de

modèle 507E, pompes 128 et détecteur 168 avec lampe au deuterium et

arrangement de diodes (Beckman, Mississauga, ON, Canada), avec un
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gradient linéaire d'ACN de 20 à 60% dans 0,06% TFA en 20 min, à un débit

de 1,5 mL/min. L'absorbance des différents pics a été mesurée à 230 nm.

Les peptides collectés ont été lyophilisés et conservés à 4°C.

2.2.1.2 Peptides i^-B et 4»-D

Les peptides bruts ont été purifiés tel que décrit ci-haut, mais

en utilisant une colonne Jupiter C18 (250x21,°2 mm, 15 (^m, 300 À,

Phenomenex) et un gradient linéaire d'ACN de 0 à 25% dans 0,06% TFA en

120 minutes, à un débit de 20 mL/min. Les fractions d'élution ont été

analysées par spectrométrie de masse (voir plus bas) et RP-HPLC sur

colonne Vydac C18 (250x4,6 mm, 5 i^m, 300 A, Chromatographic Sciences

Company, St-Laurent, Quebec, Canada) avec un gradient linéaire d'ACN de

10 à 50% dans 0,06% TFA en 30 min, à un débit de 1 mL/min, en utilisant

un appareil Varian 9010 (Varian Chromatography Systems, Georgetown,

ON, Canada), relié à un détecteur de modèle Varian 9050 dont la longueur

d'ondes est fixée à 225 nm. Le chromatogramme obtenu a été analysé à

l'aide du logiciel Star Chromatography Workstation (Varian Chromatography

Systems). Les peptides collectés ont été lyophilisés et conservés à 4°C.

2.3 Cyclisation des peptides

Nous avons observé qu'une partie des peptides en solution subissait

une cyclisation spontanée par oxydation à l'air ambiant. Cependant, pour

obtenir une cyclisation de la totalité de l'échantillon, les peptides ont été

incubés durant 30 min dans H20-NH4ÛH à pH 9,7 et à 30°C. La solution a

ensuite été mise à lyophiliser et les peptides ont été conservés à 4°C.

u
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2.4 Alkylation des peptides linéaires

Les peptides non-cyclisés ont été dissous dans une solution de 0,4 M

Tris-HCI à pH 8,4 contenant 6 M d'urée, après quoi la solution a été amenée

à une concentration finale de dithiothréitol (DTT) de 10 mM, et laissée à

réagir à température de la pièce durant 30 minutes sous atmosphère

d'azote. Par la suite, 40 mM d'acide iodoacétique (concentration finale) a été

ajouté et laissé à réagir durant 30 minutes sous atmosphère d'azote. Les

peptides linéaires carboxyméthylés ont été repurifiés par RP-HPLC sur

colonne CSC-Exsil C18 (250x4,6 mm, 10 i^m, 300 A, Chromatography

Sciences Company) avec un gradient linéaire d'ACN de O à 60% dans 0,1%

TFA en 60 min suivant une étape isocratique de 5 min à 0% ACN, à un débit

de 1 mL/min, en utilisant le même système Varian décrit à la section 2.2.1.2.

Les peptides collectés ont été lyophilisés et conservés à -20°C.

2.5 Analyse par spectrométrie de masse

L'analyse des peptides par spectrométrie de masse de type "Matrix-

assisted laser desorption ionization-time of flight" (MALDI-TOF) a été faite

sur un appareil Voyager DE-Pro MALDI-TOF (PerSeptive Biosystems,

Cambridge, Massachusetts, USA). Les ions chargés positivement ont été

analyses en mode linéaire et reflection.

^
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2.5.1 Preparation des échantillons

2.5.2.1 Méthode "dried-droplet"

La méthode usuelle qui a été utilisée pour la préparation des

échantillons est appelée la méthode "dried-droplet" (Jiménez et al., 1998).

Une solution saturée de matrice, l'acide a-cyano-4-hydroxycinnamique

(HCCA, Aldrich), fraîchement préparée à une concentration de 10 mg/mL

dans 50% (v/v) ACN et 0,3% TFA était mélangée dans un rapport 1:1 (ou

1:25 pour les fractions collectées suite à une purification par HPLC

preparative) avec l'échantillon dissous dans 0,1% TFA. Un (^L de la solution

était déposé sur la plaque puis laissé à sécher à l'air libre.

0

2.5.2.2 Échantillon élue d'un "ZipTip"

Certains échantillons contenant des peptides non purifiés ou

contenant une quantité importante de sels, étaient déposés sur la plaque en

utilisant des embouts ZipTip™ Cig (Millipore Corporation, Bedford, MA,

U.S.A.). Les embouts étaient préalablement rincés avec 2 x 10 |^L d'une

solution à 50% ACN, puis équilibrés avec 2x 10 ^iL de 0,1% TFA. Après

aspiration de l'échantillon et lavage avec une solution de 0,1% TFA, les

peptides liés étaient élues avec 10 ^iL d'une solution de10 mg/mL HCCA

dans 50% ACN.

<J

2.5.2.3 Méthode à la nitrocellulose

Pour analyser les échantillons de très faibles concentrations, nous

avons utilisé le protocole de Landry et al. (2000) utilisant la nitrocellulose,

composé qui permet d'augmenter l'efficacité d'ionisation des molécules, et

ainsi leur détection, en favorisant la formation d'une couche de matrice
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mince et homogène. La préparation de l'échantillon était identique à la

méthode "dried-droplet", mais la matrice était cette fois préparée à une

concentration de 40 mg/mL dans l'acétone, de même qu'une solution à 20

mg/mL de nitrocellulose (Aldrich). Ces deux solutions étaient ensuite

mélangées avec du 2-propanol dans un rapport 2:1:1 respectivement.

2.6 Analyse d'acides aminés

0

L'analyse de la composition en acides aminés des peptides

synthétiques a été effectuée après les avoir hydrolyses dans une solution de

HCI 5,7 N. La réaction a été faite sous vide et à 110°C pendant 24 h, après

quoi les échantillons ont été déposés dans un auto-analyseur de modèle

6300 de Beckman. Le système de détection post-colonne de la réaction à la

ninhydrine était couplé à un intégrateur de modèle Varian DS604.

2.7 Essais enzymatiques

J

Tous les essais ont été réalisés à température de la pièce dans un

volume final de 100 |J.L, dans des plaques blanches à fond plat de 96 puits

(Dynex Technologies, Chantilly, VA, U.S.A.). Le substrat fluorescent utilisé

était le pyrGlu-Arg-Thr-Lys-Arg-4-méthylcoumarin-l-amide (pERTKR-MCA,

Peptides International, Louiseville, KY, U.S.A.), à des concentrations de 50

ou 100 f^M à partir d'une solution stock de 500 ou 1000 |^M dans le

diméthylsulfoxide (DMSO). La fluorescence du groupement 7-amino-4-

méthylcoumarine (AMC) libéré par l'hydrolyse enzymatique a été mesurée

(sous forme de pourcentage de fluorescence et convertie grâce à une
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r̂ )
courbe standard en ^moles d'AMC produites par heure) à l'aide d'un

spectrofluoromètre Perkin-Elmer LS 50B (Beaconsfield, Buckinghamshire,

Angleterre), à une longueur d'onde d'excitation de 370 nm et longueur

d'onde d'émission de 460 nm.

0

La PC1/3 utilisée a été produite par expression du gène codant pour

la préproPd/3 dans le baculovirus (Autographa californica nuclear

polyhedrosis virus), suivant l'infection de cellules ovariennes d'insectes

Spodoptera frugiperda de la lignée Sf9 (Boudreault et al., 1998a). Les

formes de PC1/3 récupérées dans le milieu de culture des cellules en

absence de sérum (milieu "serum-free" SF-900) de 30 à 40 heures suivant

l'infection virale sont de 85 et 71 kDa, et sont respectivement équivalentes

aux formes de 87 et 66 kDa exprimées par la majorité des autres systèmes.

La furine a quant à elle été obtenue de la lignée cellulaire Schneider 2 (S2)

de drosophile transfectée par un plasmide épisomal encodant le h8PC1

(Denault et al., 2000). Les protéines recombinantes ont été recueillies dans

le milieu sans sérum après 21 jours. Selon la préparation enzymatique de

laquelle elles étaient prélevées, les quantités d'enzymes PC1/3 et furine

utilisées étaient ajustées pour travailler à une activité spécifique d'environ

7,6 |^M/h d'AMC produit.

l

2.7.1 Essais avec hFurin et hSPC1

J

La forme BCRD de la furine (before cystein-rich demain, une forme

d'environ 50 kDa, tronquée avant son domaine transmembranaire qui

permet sa sécrétion dans le milieu de culture des cellules) était incubée à

phi 7, à des concentrations finales de 0,1 M Tris et 1 mM CaClg, selon les

conditions optimales déterminées par Cieplik et al. (1998). Le substrat et

l'inhibiteur étaient ajoutés immédiatement, sans temps de préincubation. Les

essais ont été effectués suivant la même méthodologie avec h8PC1 .
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2.7.2 Essais avec mPC1/3

PC1/3 était d'abord préincubée durant 30 minutes à température de

la pièce, à pH 6 età des concentrations finales de 100 mM d'acétate de

sodium (NaOAc) et 10 mM de CaCls, avant d'etre mis en présence des

réactifs, tel que décrit par Boudreault et al. (1998a).

2.7.3 Essais avec hSPC7

Le K^ de hPC7 pour le pERTKR-MCA est d'environ 62 ^iM, donc la

concentration finale de substrat utilisée était de 250 |^M. L'incubation a été

faite à ph4 6,5 à des concentrations finales de 20 mM bis-Tris et 1 mM de

CaClz.

0
2.8 Modélisation du complexe PC1/3 et de la boucle BSPI-2

^

Tous les calculs ont été effectués en utilisant le logiciel SYBYL

(Tripos Ass., St-Louis, MO) sur un poste de travail Silicon Graphies Indigo2

Extreme. La fonction « force field » du logiciel a été utilisée pour les calculs

d'énergie en employant la constante diélectrique 1. Le modèle pour PC1/3 a

été construit en se basant sur la structure publiée de la furine (Siezen et al.,

1994) en procédant par modelage par homologie. Les acides aminés de la

furine ont été mutés individuellement suivant la séquence de PC1/3, puis

leurs chaînes latérales ont été positionnées un utilisant la fonction « SCAN »

du logiciel. Ainsi les atomes du squelette protéique étaient maintenus fixes

tandis que les chaînes latérales subissaient une à la fois une rotation

aléatoire jusqu'à ce qu'une position stériquement acceptable soit trouvée.

La structure cristallographique de BSPI-2 (McPhalen et James, 1987) a
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0
ensuite été positionnée dans le site actif de PC1/3. Les empêchements

stériques ont été résolus en utilisant la procédure « SCAN » décrite ci-haut.

À ce stade, tous les résidus du peptide qui n'étaient pas en contact avec

PC1/3 ou impliqués dans un pont hydrogène intramoléculaire ou un contact

de Van der Waal's significatif ont été considérés comme des points

possibles de mutation ou de deletion. Dans chaque cas le complexe

résultant de ces modifications a été minimisé pour permettre la relaxation

des atomes et éliminer tout conflit stérique ou de longueur des liens.

0

J



n CHAPITRE III: RÉSULTATS

3.1 Synthèse et purification des peptides

3

En utilisant une technique de synthèse sur phase solide et la chimie

Fmoc, nous avons synthétisé quatre peptides dérivés de la séquence de la

boucle réactive de BSPI-2 (figure 11). En premier lieu, un résidu Arg en

position P1 a été introduit pour tous les peptides, pour correspondre à la

régiospécificité des PCs au sous-site S1. De plus, I-B et I-D ont été

synthétisés pour répondre au critère qui requiert, comme nous l'avons

mentionné au chapitre l, la présence d'au moins un résidu basique en P2,

P4 ou P6 pour les substrats des PCs; ainsi, la reconnaissance du peptide

par l'enzyme est augmentée. Nous avons aussi introduit un résidu Lys en

position P2', qui est peu fréquemment retrouvé chez les substrats ou

inhibiteurs des PCs. Le plus souvent, le résidu qui occupe cette position

possède une chaîne latérale hydrophobe et aliphatique (Seidah et al., 1995;

Seidah et Chrétien, 1999). Cependant, des résultats préliminaires obtenus

au laboratoire avaient permis d'obsen/er qu'une Lys à cette position pouvait

améliorer significativement le pouvoir d'inhibition de décapeptides

synthétiques. Il est possible que la charge positive introduite par la Lys

provoque une interférence avec l'action protéolytique de l'enzyme.

L'échelle de synthèse était au départ de 1,12 mmole peptide/g de

résine, ce qui a généré en moyenne un rendement de peptides bruts de 86%

pour les quatre peptides bruts. La purification de ces derniers sur colonne

d'HPLC preparative nous a permis d'isoler uniquement les peptides voulus

parmi tous les produits de réactions secondaires qui se sont formés, tel que

vérifié par HPLC analytique et par spectrométrie de masse de type
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n
MALDI-TOF (figure 12) des fractions collectées. Ces résultats ont également

été confirmés par analyse des acides aminés (tableau II). Cette technique

s'avère utile, bien qu'elle soit moins déterminante que les précédentes

comme moyen de caractérisation, puisque moins précise. Cette même

analyse nous a révélé que les peptides qui coéluent avec 1-A, 1-B et 1-C et

qui génèrent de petits pics sur le spectre de masse des peptides (figure 12)

sont minoritaires et négligeables relativement au peptide d'intérêt. Par

exemple, nous avons identifié à la figure 12 pour le peptide I-C, un analogue

qui n'a pas incorporé un des résidus Thr lors de la synthèse (différence de

100 en spectrométrie de masse).

3.2 Cyclisation et linéarisation des peptides

0

u

Sur le profil d'HPLC preparative de chacun des peptides bruts, nous

avons constaté que le peptide d'intérêt éluait en deux pics disctincts. La

masse du peptide contenu dans la fraction correspondant au premier pic

avait une différence de deux avec la masse du peptide désiré, tandis que le

deuxième pic avait exactement la bonne masse. Un exemple est illustré

pour le peptide 1-A à la figure 13. Cela suggérait qu'il pouvait s'agir des

formes cyclisée et linéaire du peptide. Ainsi, une partie des peptides en

solution se serait cyclisée spontanément par oxydation des fonctions -SH

des Cys à l'air ambiant. Pour vérifier cette hypothèse, après avoir combiné

les fractions correspondant aux deux pics, nous avons incubé les peptides

préalablement lyophilysés à pH basique (9,7) en chauffant légèrement

(30°C), pour favoriser la formation de ponts disulfures. Le profil d'HPLC

analytique du peptide, qui présentait deux pics à l'origine (figure 14a), a été

modifié par cette incubation, c'est-à-dire que le pic avec le plus grand temps

de rétention (tr) est disparu au profit du pic précédent (figure 14b). Au
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n
contraire, en incubant le peptide en présence de DTT, un agent de réduction

des ponts disulfures, le pic avec le plus petit t, sur le profil d'hlPLC s'est

redéplacé vers le pic suivant (figure 14c). Cela concorde avec les résultats

des études préliminaires menées sur ta conception d'inhibiteurs se basant

sur la boucle réactive de BSPI-2: des peptides semblables ont été

synthétisés et cyclisés par Jean et al. (1994), qui ont constaté que ces

peptides linéaires étaient élues plus tardivement que leur contrepartie

cyclique.

u

2176,3338 (tl»37,3mln)
l
Ill

78,^(12178,2Ç|^5 (tr=38,1)
p

! fît
in
<!
n 'l

MUW^ ^Atrf
-,ST-i-,^S—S,—-S. — •£:"

Figure 13: Superposition des spectres de masse des formes cyclique et linéaire du
peptide 1-A. Les temps de rétention des deux formes (éluées sur colonne d'HPLC
analytique Jupiter C18 avec un gradient linéaire d'ACN de 20 à 60% dans 0,06% TFA en 30
min tel que décrit dans le texte) sont indiqués.

Nous avons observé que, même dans des conditions réductrices, une

certaine proportion des peptides se referment sous forme cyclique en

absence d'agent alkylant (figure 14c). Ainsi donc, après le traitement avec le

DTT, nous avons ajouté de l'acide iodoacétique, dont le groupement

carboxyméthyle réagit avec l'atome de souffre sur les chaînes latérales des

Cys. La carboxyméthylation des Cys empêche que ces peptides ne se

cyclisent à nouveau, ainsi tous les essais enzymatiques impliquant les

peptides linéaires ont été effectués avec leur forme carboxyméthylée. Les

autres peptides ont été incubés à pH 9,7 et 30°C pour assurer leur

cyclisation complète.
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Figure 14: Profils d'HPLC des formes cyclique et linéaire du peptide I-A. a)
Peptide purifié n'ayant subi aucun traitement, b) Peptide incubé à pH 9.7 et à 30°C
durant 30 min. e) Peptide traité avec 10 mM DTT durant 30 min. Les autres pics
apparaissant sur les profils sont des artefacts de la colonne puisqu'ils apparaissent
lorsqu'aucun matériel n'est injecté.
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3.3 Essais d'inhibition enzymatique

3.3.1 Résultats préliminaires

0

0

Pour avoir une vue d'ensemble de leur pouvoir d'inhibition, nous

avons testé 20 ^iM de tous les peptides partiellement purifiés contre PC1/3

et la forme BCRD de la furine, produites par expression des gènes

recombinants dans les cellules d'insectes de la lignée Sf-9 (Boudreault et

ai., 1998a), en présence de 100 ^iM du substrat pERTKR-MCA. Ce substrat

fût caractérisé comme le substrat idéal pour la détection de l'activité de

PC1/3 et de furine (Jean et al., 1993; 1995a), les valeurs de K^, des

enzymes étant d'environ 23 et 5,9 ^iM respectivement (Jean et al., 1995b),

dans leurs conditions optimales de pH et de concentration en calcium. Le

graphique présenté à la figure 15 montre tout d'abord que le peptide I-A, qui

ne comporte pas de résidu basique en P2, P4 ou P2', mais néanmoins

possède dans sa structure quatre résidus Arg, ne constitue pas un inhibiteur

des deux enzymes, et qu'il est particulièrement inefficace envers PC1/3. La

forme linéaire contribue même à l'augmentation de l'activité de l'enzyme de

20% par rapport au contrôle sans inhibiteur. Les autres peptides,

généralement davantage la forme linéaire, semblaient avoir un certain

potentiel, notamment le peptide 1-D envers les deux enzymes, et 1-B et 1-C

envers PC1/3 en particulier. Toutefois, ces essais ont été effectués alors

que les peptides n'avaient pas encore été traités pour être complètement

soit sous leur forme cyclique (incubation en milieu basique) ou leur forme

linéaire (carboxyméthylation), ainsi donc chaque échantillon peptidique

contenait probablement en partie les deux formes. De plus, les conditions

idéales de concentration de substrat et de peptide n'avaient pas encore été

déterminées. C'est pourquoi nous mentionnons que ces observations

n'étaient que préliminaires, et de fait les résultats obtenus par la suite dans
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des conditions expérimentales plus rigoureuses et décrits à la section 3.3.3

different sensiblement de ceux-ci.

3.3.2 Determination des conditions expérimentales

Nous avons employé les méthodes graphiques de Dixon et de

Cornish-Bowden décrites au chapitre l afin de déterminer les valeurs de K,

de chacun des peptides, et ainsi cerner de façon plus exacte leur potentiel

d'inhibition en fonction de leur séquence et de leur forme cyclique ou

linéaire. Comme nous l'avons vu, ces méthodes nous donnent en même

temps une indication des mécanismes par lesquels ces peptides exercent

leur pouvoir d'inhibition.

0

Nous avons d'abord déterminé deux concentrations de substrat ayant

des valeurs assez éloignées l'une de l'autre pour que la vitesse de l'enzyme

varie de façon appréciable, sans toutefois se trouver aux extrémités de la

courbe représentant la vitesse enzymatique en fonction de la concentration

de substrat, c'est-à-dire trop près de zéro ou encore de V^ax- Malgré leurs

différences de K^,, des concentrations finales de 50 et 100 |^M de pERTKR-

MCA étaient des valeurs appropriées à la fois pour PC1/3 et pour furine. Au

moment de mettre au point des expériences d'inhibition, on doit aussi tenir

compte qu'il est nécessaire de travailler à des concentrations d'inhibiteur

suffisamment nombreuses et élevées pour indiquer si la vitesse approche

ou non de zéro lorsque l'on approche de la saturation de l'enzyme, mais

sans pour autant être à saturation (Cornish-Bowden, 1995). Nous avons

donc, pour chaque enzyme, déterminé expérimentalement six à sept

concentrations de chacun des peptides pour lesquelles nous obtenions un

niveau d'inhibition situé entre 20 et 80%.

u
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n
3.3.3 Determination des K, et mécanismes d'inhibition

Les essais ont été réalisés en incubant chacune des enzymes PC1/3

et furine avec chacune des deux concentrations de substrat, en présence de

toutes les concentrations de chacun des inhibiteurs cycliques et linéaires, le

tout effectué en duplicata. Pour chaque concentration d'inhibiteur en

presence d'une des enzymes et d'une concentration de substrat donnée,

une courbe mesurant la moyenne du pourcentage de fluorescence des deux

puits en duplicata en fonction du temps était tracée, et la pente calculée par

regression linéaire pour donner la vitesse de la réaction. À partir de ces

données, les droites de Dixon et de Cornish-Bowden ont été tracées à l'aide

du module « Enzyme Kinetic 1.0 » annexé au logiciel Sigma Plot 2000, et

cela nous a permis d'obtenir les valeurs de K, et leur erreur standard.

0

u

Le peptide 1-D nous apparaissant comme celui ayant le plus de

potentiel, que ce soit sous sa forme cyclique ou linéaire, nous l'avons testé

en premier lieu. La forme cyclique a un K,d'environ 3,9±0,4 |LIM (tableau III),

tel que déterminé par le point de rencontre des deux droites sur le

graphique de Dixon (figure 16), et semble se comporter comme un inhibiteur

compétitif de la furine, comme l'indiquent les droites parallèles sur le

graphique de Cornish-Bowden (figure 16). Les graphiques de Dixon et de

Cornish-Bowden obtenus pour la forme linéaire, par contre, ont des droites

qui se rencontrent exactement sur l'axe des x (figure 17), ce qui tend à

démontrer que, quoi qu'ayant un K, semblable de 4,5±0,5 |J.M (tableau III),

cet inhibiteur semble agir selon un mode différent de la forme cyclique,

c'est-à-dire non-compétitif. Envers PC1/3, le peptide I-D s'est avéré être un

inhibiteur encore plus puissant, tant sa forme cyclique que linéaire, pour

lesquelles nous avons observé, par la représentation de Dixon, des K,

d'environ 0,6±0,03 fiM (figure 18) et 0,3±0,06 (iM (figure 19)

respectivement. Toutefois, les deux formes semblent agir de façon
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0
competitive envers cette enzyme, comme l'indiquent les droites parallèles

sur les graphiques de Cornish-Bowden (figures 18 et 19).

0

u
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n
Tableau III:

Comparaison des constantes et mécanismes d'inhibition des peptides envers la furine,
determines à partir des représentations de Dixon et de Cornish-Bowden.

IA-L

IA-C

Ki
(^M)

Ki'
(|LlM )

t

Type
d 'in h ib itio n

il

nil
IB-L

IB-C

9,2

14,4

39,5

40,7

m ixte

m ixte

IC-L

1C-C

35,3

66,0

i

44,6

87,0

m ixte

m ixte

a

ID-L

ID-C

4,5

3,9

non-com pétitif

com pétitif

0 Tableau IV:
Comparaison des indices ICso d'inhibition des peptides envers PC1/3. Les mécanismes
d'inhibition ont été évalués à partir des représentations graphiques de Dixon et de Cornish-
Bowden, et tes constantes d'inhibition calculées en relation avec les indices ICso pour une
concentration de 50 pM de substrat.

IA-L

IA-C

K

50 Ki
(f MU ^K

Type
d'in h ibition

^.S^SSSsSS^

nil

il
IB-L

IB-C

1,3

1,7

0,4

0,5

(com pétitif)

(com pétitif)
IC-L

IC-C

0,8

3,0

0,2

0,9

(com pétitif)

(com pétitif)

u

ID-L

ID-C

3,2

1,1

0,9

0,3

corn pétitif

com pétitif
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Les résultats pour les autres peptides testés selon la même méthode

envers la furine nous montrent que les peptides 1-B et 1-C agissent

également comme des inhibiteurs avec des K, de l'ordre des micromolaires,

quoique dans une moindre mesure (tableau III). Cependant, les

représentations graphiques de Cornish-Bowden correspondent à une

inhibition de type mixte (données non montrées), c'est-à-dire que les droites

pour chacune des concentrations de substrat se croisent sous l'axe des x.

Afin de comparer les peptides entre eux en termes d'inhibition de

PC1/3, nous avons utilisé leurs valeurs d'ICgo (pour "inhibiting concentration

50"), déterminées sur une courbe de vitesse enzymatique en fonction de la

concentration d'inhibiteur (tableau III). En effet, à l'exception des résultats

présentés aux figures 18 et 19 avec les peptides I-C cyclique et linéaire,

nous n'avons pu, pour des raisons techniques, utiliser la même méthode

graphique que décrite précédemment. Des problèmes en laboratoire reliés à

l'expression de PC1/3 dans les cellules d'insectes infectées par le

baculovirus ont causé une manque d'approvisionnement en enzyme, et

nous n'aurions pu effectuer le nombre de mesures nécessaires à la validité

de la méthode graphique.

0

L'ICgo est donné par la concentration d'inhibiteur causant 50%

d'inhibition de l'enzyme. C'est un indice pratique d'efficacité,

comparativement au K|, qui est une mesure directe (de façon inverse) de

l'affinité entre l'enzyme et l'inhibiteur. Cependant, une relation entre le Ki et

l'ICgo peut être établie, et varie selon les conditions expérimentales et le

mécanisme d'inhibition (Cheng et Prusoff, 1973; Chou, 1974). Dans le cas

de l'inhibition compétitive, où l'inhibiteur et l'enzyme compétitionnent pour le

même site, la fraction d'enzyme inhibée dépend de la concentration de

substrat, c'est-à-dire que la valeur d'ICgo augmentera avec la concentration

de substrat, tel que décrit par l'équation suivante:
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IC5o=Ki+K,_[S}
Km

Cette relation nous a permis de comparer les données obtenues

précédemment pour 1-D cyclique et linéaire, ainsi leurs K| déterminés par

cette méthode seraient de 0,3 et de 0,9 p.M respectivement (tableau IV). Ces

valeurs diffèrent quelque peu des Ki de 0,6 et 0,3 (^M observés aux figures

18 et 19, puisque ces dernières ont été obtenues à l'aide de la méthode

graphique décrite à la section 3.3.3.

0

u
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0 Selon des analyses préliminaires pour le peptide 1-B, quoiqu'avec des

concentrations nous donnant plus de 80% d'inhibition de l'enzyme, nous

avons tout de même observé que les formes cyclique et linéaire semblaient

toutes deux agir selon un mode d'inhibition compétitf, ce qui nous

permettrait d'appliquer la relation et ainsi d'obtenir des valeurs de K, de 0,5

et de 0,4 respectivement (tableau IV). Rien n'a pu être affirmé quant au

mécanisme d'inhibition des formes cyclique et linéaire du peptide 1-C,

cependant leurs valeurs d'ICgo respectives de 3,0 et 0,8 |^M semblent

indiquer un potentiel d'inhibition intéressant, au même titre que 1-B et 1-D. De

fait, en admettant qu'ils se comportent aussi de manière compétitive, nous

pourrions calculer une valeur de K, d'environ 0,9 et 0,2 ^iM pour 1-C cyclique

et 1-C linéaire respectivement.

0
3.3.4 Clivage des peptides

Au cours des expériences d'inhibition enzymatique que nous venons

de décrire, nous avons constaté que les peptides inhibaient l'activité

enzymatique sur une certaine période de temps seulement, après quoi

l'enzyme semblait reprendre son activité normale. Cela se produisait après

environ 240 minutes d'incubation avec la furine, et après seulement 40 à 60

minutes d'incubation avec PC1/3. Un exemple de courbes mesurant la

fluorescence en fonction du temps est donné à la figure 20 pour différentes

concentrations du peptide 1-B linéaire en présence de PC1/3. Nous pouvons

voir que la tendance de la courbe change significativement autour de 50

minutes, c'est-à-dire qu'il y a une augmentation de la pente, correspondant

à une augmentation de l'activité de l'enzyme vis-à-vis le substrat

fluorogénique, malgré la présence de l'inhibiteur.

u
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Figure 20: Variation des courbes d'inhibition de PC1/3 par différentes

concentrations du peptide 1-B linéaire et de 100 (iM de substrat pERTKRMCA

0
Nous avons émis l'hypothèse que les enzymes avaient une affinité

plus grande pour les peptides que pour le substrat, mais qu'elles étaient

capable de les cliver comme des substrats, PC1/3 plus facilement que

furine. L'inhibition observée tout d'abord est donc représentative d'une

competition, mais après un certain laps de temps il reste de moins en

moins de peptides entiers en solution pour permettre une inhibition

adequate.

Afin de vérifier ce point, nous avons repris les incubations des

peptides 1-B et 1-D linéaires et/ou cycliques avec la furine dans les

mêmes conditions puis, après avoir arrêté la réaction à différents temps

au moyen d'acide acétique concentré, nous avons analysé le contenu

des puits par spectrométrie de masse pour identifier les produits

possibles formés par l'hydrolyse des peptides (figure 21 a-c). Nous avons

ainsi observé l'apparition de pics de masses correspondant à celles des

fragments
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Figure 21 (suite) : Spectres de masse des échantillons peptidiques
clivés par la furine. Les peptides ont été incubés avec l'enzyme durant
360 secondes dans les mêmes conditions que celles décrites à la section
2.7.1, mais en absence de substrat. La réaction de clivage a été arrêtée
au moyen de 10 |J,L d'acide acétique concentré, et l'échantillon, préparé
au moyen de la méthode "dried-droplet" décrite à la section 2.5.2.1, a été
analysé sur spectromètre de masse de type MALDI-TOF. La masse et la
sequence des fragments peptidiques qui ont été identifés sont indiquées
pour a) le peptide 1-B linéaire (masses attendues: 849,92 et 1468,63; un
seul de ces deux fragments a pu être détecté), b) le peptide 1-D linéaire
(masses attendues: 876,99 et 1468,63), et e) le peptide I-B cyclique
(masses attendues 791,92 et 1410,63). Pour ce dernier, une petite goutte
d'agent réducteur p-mercaptoéthanol a été préalablement ajoutée à
l'échantillon afin de briser le pont disulfure retenant ensemble les
fragments générés par l'enzyme. Pour les peptides linéaires, la masse
des fragments obtenus devait tenir compte de ta masse d'un groupement
carboxyméthyle (CMe) présent sur chacun d'eux.

0
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0
peptidiques situés de part et d'autre du lien P1-P1' (Arg59-Glu60), tant pour

1-B et 1-D linéaires que pour IB-cyclique. Ce lien a donc pu être identifié

comme le site de clivage de ces peptides par la furine, et nous pouvons

supposer qu'il s'agit du même site potentiel pour les autres peptides

synthétisés.

3.4 Synthèse et purification des pseudopeptides

0

Nous avons déduit des résultats obtenus avec les peptides 1-B et 1-D

qu'il serait utile de resynthétiser ces peptides en incorporant un lien non-

clivable entre les résidus Arg59 et Glu60, identifié comme le site de clivage

par la furine, et de façon présumée par PC1/3. L'ensemble du procédé de

synthèse de ce lien est schématisé à la figure 22. Nous avons encore une

fois employé une méthodologie de synthèse en phase solide, mais cette fois

en utilisant la chimie BOC.

Un schéma réactionnel des étapes de synthèse du lien isostère est

présenté à la figure 22. Tout d'abord, la formation de l'intermédiaire 0,/V-

diméthylhydroxamate (BOC-(Z)2-Arg-N(Me)OMe) selon la méthode de

Guichard et al. (1993) a donné un rendement de 60% et a été vérifiée par

spectrométrie RMN (figure 23). Le spectre obtenu (1H-NMR (€0013))

correspondait au spectre théorique du produit: ô = 9,45 (s, 1H, NH); ô = 9,30

(s, 1H, NH); ô = 7,35 (m, 10H, Ar); ô = 5,24 (s, 2H, Ar-CH2); S = 5,14 (s, 2H,

Ar-CH2); S = 4,65 (m,1H, Ha); ô = 3,98 (t, 2H, Hôô'); ô = 3,68 (s, 3H, OCHs);

S = 3,14 (s, 3H, NCHa); ô = 1,7 (m, 4H, Hpp' et HYY'); ô = 1,42 (s, 9H,

0(01-13)3). La réduction de ce composé avec le LiAIH4 nous a permis

l

u
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Figure 22: Schéma réactionnel de la synthèse-de l'argininal et de la formation

du lien isostère. La première étape est la formation de l'argininal par la réduction

de la forme 0,/V-diméthylhydroxamate de l'arginine protégée, qui elle a été obtenue

en faisant réagir l'acide aminé protégé avec l'hydrochlorure de

diméthylhydroxylamine en présence de /\/,/\/-diisopropyléthylamine (DIEA) et d'un

agent de couplage (BOP). Par la suite, la réduction par le LiAIH4est effectuée. Le

sel de lithium qui est tout d'abord formé en milieu anhydre à 0°C est hydrolyse en

aldéhyde par l'ajout d'une solution de sulfate de sodium monohydrogéné 1 M.

L'alkylation réductrice de l'adéhyde par le peptide en formation (donc dans ce cas-ci

l'amination réductrice) est effectuée en milieu acide. Il y a formation d'une base de

Schiff (-Ç=N-) lors de l'addition de l'amine sur l'aldéhyde, puis une protonation qui

résulte en ion imminium. Ce dernier est réduit par le cyanoborohydrure de sodium,

ce qui mène à l'obtention du lien isostère -CHz-NH- entre l'arginine et l'acide

glutamique du peptide en formation. Le symbole |—® représente le peptide

en fomation couplé à la phase solide.
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d'obtenir l'argininal (en CCM, le rapport entre la distance parcourue par la

substance et la distance parcourue par le solvant, appelée "ratio to front"

(Rf) obtenue dans le système EtOAc/hexane 2:3 est 0,55), mais avec une

certaine proportion de produit de départ, et une faible quantité d'autres

contaminants. En effet, en suivant la réaction dans le temps par CCM, une

tache correspondant à la forme 0,A/-diméthylhydroxamate était toujours

visible (Rf EtOAc/hexane 2:3 = 0,35). De plus nous pouvions voir apparaître

des taches supplémentaires, dénotant la formation de produits secondaires

à mesure que la réaction avançait, possiblement dû à une déprotection

progressive des chaînes latérales de l'acide aminé ou à d'autres

rearrangements de la molécule.

u

Nous avons employé la méthode décrite par Sasaki et Coy (1987)

pour l'introduction du lien ^[CHg-NH] par alkylation réductrice de la fonction

aminé du résidu Glu sur le peptide en formation, à l'aide du

cyanoborohydrure de sodium (NaBH3CN, figure 22). Une fois cette réaction

complétée, nous avons poursuivi la synthèse des peptides selon la

procédure normale. Seule une certaine portion prélevée sur la totalité du

matériel brut obtenu a été purifiée, ainsi le rendement exact de la synthèse

n'a pas été calculé. Il est estimé relativement faible cependant, car les aires

sous les pics correspondant à chacun des peptides purifiés par HPLC après

leur cyclisation en milieu basique sont petites. En comparaison, les autres

pics présents sur les profils d'HPLC et ne correspondant pas aux peptides

d'intérêt ont une très grande surface et sont représentatifs de la grande

proportion de produits secondaires ayant été formés. Cela était prévisible

compte tenu de la quantité limitante d'argininal produit. Ainsi, il a été

impossible de purifier les pseudopeptides linéaires carboxyméthylés,

toutefois nous sommes parvenus à isoler une quantité suffisante de leur

forme cyclique. La séquence correcte des peptides et l'incorporation du lien

^[CHz-NH] ont été démontrées par spectrométrie de masse (figure 24) et
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par analyse d'acides aminés (tableau II). En effet cette analyse a confirmé la

presence d'un lien non hydrolysable de part et d'autre de résidus Arg et Glu.

3.5 Inhibition par les pseudopeptides

De la même façon qu'avec les peptides 1-A, 1-B, 1-C et 1-D, nous

avons évalué le pouvoir d'inhibition de différentes concentrations des

pseudopeptides \y-B et \y-D cyclisés en les incubant avec PC1/3 et furine.

Ainsi nous n'avons observé aucune inhibition de PC1/3 par ces peptides,

même avec des concentrations jusqu'à 150 fois plus élevées que pour les

peptides 1-B et 1-D, ayant la même séquence mais sans le lien isostère, tel

qu'illustré à la figure 25a pour le peptide \Vo. Il est probable que l'introduction

du lien isostère ait provoqué un changement de conformation de la boucle

trop important pour permettre sa reconnaissance au site actif, ou encore que

la fonction carboxyle qui a été retirée joue normalement un rôle primordial

dans l'interaction. Par contre, la furine était inhibée avec des concentrations

de pseudopeptides cycliques du même ordre que pour les peptides 1-B et I-

D avec cette enzyme, en respectant également la fait que \|/D est plus

puissant que \y-B (figure 25b). De plus, dans ce cas-ci nous n'avons pas

observe d'augmentation de la pente avec le temps d'incubation, tel que

décrit à la section 3.3.4, ce qui confirme que ce profil correspondait bien à

une augmentation de l'activité de l'enzyme à hydrolyser le substrat, dû au

clivage progressif du peptide inhibiteur au site identifié, soit P1-P1'. Le K, de

ces peptides envers la furine n'a pas été déterminé.

u
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Figure 25: Inhibition de PC1/3 et de furine par les pseudopeptides cycliques. Les
incubations ont été faites en présence de 100 p,M de substrat pERTKR-MCA. a)
Inhibition de PC1/3 par différentes concentrations de peptide \y-D cyclique. b) Inhibition
de la furine par différentes concentrations de peptides \y-B et vy-D cycliques. Le contrôle
représente t'incubation de t'enzyme avec le substrat en absence de peptide inhibiteur.
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0
0

En raison de leur implication dans de nombreux processus

biologiques, le développement d'inhibiteurs enzymatiques spécifiques est un

enjeu important de l'étude des PCs, tant au niveau de la thérapie antivirale

et de certaines maladies endocriniennes, que du contrôle de l'activation de

voies impliquant par exemple des facteurs de croissance. De plus, de tels

inhibiteurs pourraient jouer un rôle très important dans des études plus

fondamentales concernant le mécanisme d'action ou la détermination de la

structure tridimensionnelle des PCs. L'objectif de cette étude était dans un

premier temps la synthèse et la purification d'un certain nombre de peptides

dérivés d'un inhibiteur naturel des subtilisines, le BSPI-2, suivi de leur

caractérisation du point de vue de l'efficacité et de la spécificité d'inhibition

de deux proprotéines convertases, PC1/3 et furine.

4.1 Synthèse et purification des peptides

0
u

La synthèse des peptides 1-A, 1-B, 1-C et 1-D par une méthode

classique de synthèse sur phase solide en utilisant la chimie dite Fmoc s'est

avérée sans problème et a permis l'obtention d'un grande quantité de

peptides purifiés. La synthèse en phase solide est reconnue comme une

méthode de choix pour la production de peptides et de petites protéines, et

le groupement protecteur Fmoc est stable dans un grande variété de

conditions sous lesquelles cette synthèse peut être effectuée (pour revue,

voir Fields et Noble, 1990).
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Par contre, la synthèse des pseudopeptides \\i-B et V|/-D a exigé plus

de temps et de mise au point de la méthode. Après avoir considéré les

différents types de liens isostères connus (les plus souvent retrouvés sont

décrits à la section 1.3.6.2), nous avons opté pour la formation du lien

^[CHg-NH] (méthylèneamine) en lieu et place du lien peptidique original

entre les résidus P1Arg et P1'Glu. En effet, ce lien nous semblait le plus

facile à introduire, et aussi le plus en accord avec les autres méthodes

employées dans les étapes subséquentes pour achever la synthèse des

peptides.

0
0

Nous devions tout d'abord produire la forme aldéhyde de l'Arg en

réduisant la forme 0-A/-diméthylhydroxamate de l'acide aminé (figure 22).

Pour ce faire nous avons reproduit les travaux de Guichard et al. (1993), qui

ont mis au point une méthode employant un acide aminé BOC-arginine

comportant deux groupements protecteurs benzyloxycarbonyle ("Z"), un

pour chacun des atomes d'azote réactifs de la fonction guanidinium de la

chaîne latérale. Cela a pour but de contourner plusieurs problèmes

rencontrés dans ce type de réaction, notamment en relation avec la nature

du groupement protecteur utilisé. En effet, cette fonction est très

nucléophile, et le fait de protéger un seul des azotes n'est pas suffisant dans

la plupart des conditions de réaction, où l'autre azote peut se révéler d'une

grande instabilité fonctionnelle et stéréochimique. Par exemple dans le cas

de l'utilisation du groupement protecteur tosyle (Tos), il peut survenir une

cyclisation de l'arginine en groupement aminal lors de la réduction (figure

26).

i

0
u
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Figure 26: Aminal cyclique résultant de la réduction du BOC-Arg(Tos)-

N(Me)OMe. L'attaque nucléophile de l'azote sur le carbone du carbonyle est

représentée par une flèche courbée. Cette réaction est favorisée car elle résulte en

un cycle à six carbones très stable.

Les groupements Z, qui sont très encombrés, procurent donc

l'avantage de rendre la molécule moins nucléophile en drainant des

electrons de chacun des atomes d'azote, en plus d'empêcher la réactivité

par l'encombrement stérique qu'ils provoquent.

0
u

Bien qu'il se soit avéré aisé de synthétiser la forme 0-A/-

diméthylhydroxamate à partir de l'Arg, l'étape de sa réduction en aldéhyde

(figure 22) a nécessité d'augmenter grandement la quantité d'agent

réducteur et la durée de réaction prévues par Guichard et al. (1993). Même

dans ces conditions nous avons obtenu 58% de rendement plutôt que 72%

tel que rapporté par les auteurs. Egalement nous avons observé par CCMla

presence de faibles quantités de matériel de départ et d'autres

contaminants, tel que mentionné à la section 3.4. Nous avons isolé

l'aldéhyde produit en le faisant précipiter hors du milieu réactionnel, sans

recours par la suite à la chromatographie sur gel de silice, comme cela est
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0
0

plus souvent le cas lorsque les aldéhydes sont préparés par oxydation de

l'alcool ou la réduction de l'ester correspondant. Cette étape aurait permis

d'éliminer complètement les contaminants, comme l'hydroxamate non-réduit

ou les réactifs résiduels, mais au détriment de l'aldéhyde qui peut subir ainsi

un important taux de racémisation (Fehrentz et Castro, 1983), catalysé par

la silice qui est légèrement acide. Par contre, le LIAIH4 étant un agent

réducteur très puissant, il est possible que le fait de l'avoir utilisé en très

grande proportion pour forcer la réduction du produit de départ ait quand

même causé un certain taux de racémisation, où l'acide aminé passe de sa

forme L à sa forme D. Ce problème a déjà été rencontré dans la synthèse

d'autres aldéhydes à partir d'acides aminés selon le même procédé

(Fehrentz et al., 1985). De plus, à mesure que nous prolongions le temps

d'incubation avec le LiAIH4, nous avons vu par CCM l'apparition de petites

taches, certaines correspondant à des produits moins polaires (migrant plus

haut) que l'aldéhyde, et une tache demeurant tout au bas de la plaque (plus

polaire). Cela suggère un certain rearrangement de la molécule eVou une

déprotection progressive de l'acide aminé.

0
u

Par la suite, nous avons employé une méthode proposée par Sasaki

et Coy (1987) qui est reconnue comme l'une des plus simples pour

I'introduction du lien ^[CHz-NH]. Il s'agit de l'alkylation réductrice du

groupement aminé du peptide en formation avec l'acide aminé BOC sous sa

forme aldéhyde par le cyanoborohydrure de sodium (figure 22). Le

NaBH3CN est un agent réducteur sélectif (Borch et al., 1971). De plus,

l'utilisation de l'acide aminé sous forme d'aldéhyde fraîchement préparé et

du DMF acidifié comme solvant, pour sa propriété supérieure de gonflement

de la résine, représentent des conditions optimales. La réaction génère une

aminé secondaire à ['intérieur du squelette peptidique. Celle-ci est réactive

et certaines réactions indésirables peuvent survenir durant les étapes

subséquentes nécessaires pour compléter le peptide. Une des réactions
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secondaires possibles est la formation de peptides ramifiés (ou branchés) à

cet endroit. Et effectivement dans le cas de nos peptides, la réactivité de

cette fonction aminé était potentiellement sollicitée par six autres rondes

successives de couplage. Toutefois, Sasaki et al. (1987) ont synthétisé

plusieurs octapeptides de cette manière, et ils concluent que huit résidus

sont bien à l'intérieur des limites de la méthode. Cela dit, nous n'avons pas

caractérisé les produits secondaires provenant de la synthèse, de sorte que

nous ne possédons pas de preuves d'alkylation subséquente sur l'amine du

lien isostère. Néanmoins, bien que le concept rende la synthèse plus

compliquée, l'idée de protéger cette fonction rendrait la technique beaucoup

plus avantageuse. Par exemple, bien qu'il n'existe aucun groupement connu

pouvant à la fois protéger l'amine secondaire dans des conditions basiques

et être clivé au MF, un groupement protecteur Fmoc pourrait

vraisemblablement être introduit sur l'amine au moyen d'un dérivé 9-

fluorènylméthyle activé, tel le chloroformate ou l'ester actif de

pantafluorophénol. Suite à la synthèse, la protection pourrait être retirée par

traitement basique à la pipéridine juste avant de procéder à l'étape de

clivage du peptide de son support solide.

Finalement, la technique standard de synthèse en phase solide

prévoit en elle-même un certain niveau de réactions secondaires. Malgré

cela, et combiné à tous les facteurs mentionnés plus haut ayant pu

contribuer à diminuer la quantité de peptides d'intérêt synthétisés et à

rendre plus difficile leur séparation, le choix de cette méthode nous a permis

d'obtenir nos pseudopeptides rapidement et en quantité satisfaisante.

0
u
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4.2 Structure de la boucle de BSPI-2 et implication des résidus

P4Arg, P2Lys et P2'Lys dans l'inhibition

0
0

0
u

La structure cristallographique du complexe BSPI-2 avec la subtilisine

BPN' a été établie (McPhalen et James, 1987), comme nous l'avons

mentionné à la section 1.3.8.3 (figure 9a). Cette étude a démontré que

l'inhibition survient par la formation d'un complexe non-covalent de haute

affinité, mais n'entraînant pas de grand changement conformationnel sur

l'un ou l'autre des partenaires, sinon que la boucle réactive de BSPI-2, qui

est normalement assez flexible, devient plus ordonnée à l'intérieur du

complexe. Le lien peptidique réactif de l'inhibiteur, qui peut être lentement

clivé par la protéase, se trouve entre les résidus Met59 et Glu60. Diverses

interactions impliquant des chaînes latérales qui pointent vers l'extérieur

maintiennent l'intégrité structurelle de cette boucle, entre autres celles des

résidus Arg65, Arg67 et Phe69. Les résidus Val66 et Leu68 du peptide

synthétique conçu par Leatherbarrow et Salacinski (1991) en se basant sur

cette boucle, ont été substitués par Thr et Ser respectivement, des résidus

hydrophiles, pour des raisons de solubilité (figure 9b). En effet, les chaînes

latérales hydrophobes de Val et Leu, qui dans la protéine en entier sont

insérées dans le coeur de la molécule, auraient été exposées au solvant

dans le peptide. Les extrémités de la boucle de BSPI-2, i.e. les résidus

Val53 et Val70, étant à proximité l'un de l'autre, ils ont été remplacés par

des Cys pour le maintien du peptide cyclique fermé au moyen d'un pont

disulfure. Nous avons conservé ces modifications apportées par

Leatherbarrow et Salacinski pour la synthèse de nos propres peptides, en

nous basant sur des résultats préalables obtenus dans notre laboratoire et

nous montrant le potentiel de cette boucle comme inhibiteur de PC1/3 et de

furine (Jean et al., 1994).
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Au cours des étapes de synthèse et purification, les peptides ont eu

tendance à se cycliser naturellement sans autre condition favorable que

l'oxydation par l'air ambiant. Il semble donc que l'introduction des acides

aminés en position P1, P2, P4 et P2' ne perturbe pas la fermeture

(cyclisation) de la boucle. Cette absence de perturbation avait été notée lors

d'études de modélisation réalisées dans notre laboratoire et basées sur la

structure tridimensionnelle de BSPI-2. En effet ces études montraient

clairement que les chaînes latérales des résidus substitués étaient d'une

part accessibles au solvant et d'autre part dirigées à l'extérieur de la boucle.

Nous discuterons plus loin d'autres études de modélisation effectuées dans

le but éventuel de concevoir encore davantage de peptides dérivés de cette

boucle.

0
0

Les données les plus importantes d'inhibition ont été obtenues avec

le peptide 1-D, dont le résidu P4Arg est commun avec 1-B et le résidu P2'Lys

est commun avec 1-B et 1-C, mais qui se distingue par le résidu Lys en P2,

substitué à Thr (figure 11). Ce résidu semble jouer un rôle crucial dans la

reconnaissance par l'enzyme, tant la furine que PC1/3. De façon générale

pour les PCs, au moins un résidu basique est requis en P2, P4 ou P6, mais

il semble de plus que l'effet soit additif, du moins au niveau des sites P2 et

P4. Ce dernier site est occupé par une Lys dans le peptide 1-B, ce qui

explique pourquoi les résultats obtenus pour ce peptide, sans être aussi

probants que pour 1-D, sont tout de même meilleurs que pour le peptide 1-C,

qui lui possède une Thr à cet endroit.

0
u

Le résidu Lys en P2' est présent chez 1-B, 1-C et 1-D, et est en plus

grande partie responsable de leur effet inhibiteur. Il représente en effet la

seule modification commune relativement au substrat 1-A, qui comporte un

résidu Tyr à cette position et s'est révélé être à la fois un pauvre substrat et

un pauvre inhibiteur de PC1/3 et de furine. Une Lys est rarement retrouvée
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à cette position chez les substrats ou les inhibiteurs connus des PCs, sauf

chez le pro-MIS (pour "Mullerian Inhibitor Substance"), le pro-polypeptide

pancréatique, la pro-SK (pour Substance K}, et le précurseur du récepteur

de PTP^i (pour protéine tyrosine phosphatase) (Seidah et Chrétien, 1999).

Par modélisation de la boucle réactive de BSPI-2 avec PC1/3 (voir plus loin

dans ce chapitre), nous avons constaté que le résidu Tyr à cet endroit

pouvait être remplacé par un résidu aromatique ou hydrophobe sans effet

apparent sur l'interaction enzyme-inhibiteur ou sur la structure de la boucle.

Par contre, des études préliminaires à l'aide de petits peptides dérivés des

sequences de substrats apparentés au site de clivage de la proPTH (Lazure

et al., 1998) avaient révélé que l'introduction d'une charge positive à cet

endroit favorisait l'inhibition, ce que nous avons confirmé avec ces nouveaux

peptides.

La structure des subtilisines prédit remplacement d'une poche

hydrophobe au sous-site 82' de l'enzyme (Siezen et Leunissen, 1997).

Cette poche hydrophobe serait formée chez la furine des résidus Tyr-222 et

Trp-304, et au fond de cette poche se trouveraient les résidus Glu-224 et

Asp-303 (figure 27a). La Lys semble être un résidu idéal pour glisser sa

chaîne latérale dans cette poche hydrophobe, et interagir par sa charge

positive avec la charge négative d'un des résidus se trouvant au fond. La

probabilité que cette interaction se fasse avec Asp303 est plus grande

qu'avec Glu224, car ces résidus se trouveraient respectivement à 4 et8 A

de distance de l'extrémité positive de la Lys, tel que démontré par des

études d'optimisation de la structure assistée par ordinateur (figure 27b et

e).

0
u

En résumé, les résidus que nous avons modifiés en accord avec la

régiospécificité des PCs, en particulier la combinaison des résidus P4Arg,

P2Lys, P1Arg et P2'Lys dans le peptide I-D, servent à accroître la
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reconnaissance du peptide au site actif, et la Lys en P2' rendrait l'interaction

encore plus forte, empêchant l'enzyme de le libérer et le rendant ainsi un

excellent compétiteur pour le substrat. À ce stade, nous pourrions envisager
que les substitutions en P4, P2 et P1 aient un effet majeur sur la

reconnaissance des peptides par la furine ou PC1/3, améliorant ainsi

l'affinité des peptides pour l'enzyme ("Kon"). Par contre, l'effet de la Lys en

P2' se ferait au niveau de la relâche du peptide ("Koff"), une fois ce dernier

clivé. La combinaison des deux facteurs ferait en sorte de favoriser et

d'améliorer l'interaction des peptides avec l'enzyme et ainsi résulterait en

une meilleure inhibition.

0
(')

0
0
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Fiçiure27: a) Modélisation de site actif de la furine. Disposition des acides aminés de la triade
catalytique et de la cavité du sous-site S2'. b et e) Étude de dynamique moléculaire par minimisation
des structures. Tous les acides aminés du peptide GSRKKRSKSEYS sont fixés dans le site actif de
l'enzyme, à l'exception de la Lys en P2' (en gras dans la séquence) qu'on fait bouger durant une certaine
période de temps (axe des x). Les distances (axe des y) sont mesurées en À entre cette Lys et les acides
aminés d'intérêt dans le site actif, dans ce cas-ci b) Glu224 et e) Asp303. Plus la Lys se retrouve

(^ fréquemment à une courte distance de l'acide aminé, plus les probabilités qu'ils interagissent lors de la
reaction enzyme-peptide sont élevées.
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n 4.3 Effet de la cyclisation des peptides et accessibilité du site

actif de l'enzyme

Il y a deux principaux avantages à travailler avec des peptides

cycliques, le premier étant qu'ils seront plus résistants à la dégradation par

les exopeptidases pouvant être présentes dans un milieu physiologique. Le

second et plus grand avantage est qu'ils vont conserver, une fois optimisés,

la conformation idéale pour la reconnaissance par le site actif de l'enzyme et

l'interaction avec les résidus qui le composent. En effet dans ce cas-ci,

l'introduction du pont disulfure permet de forcer le peptide à demeurer dans

un orientation définie, soit celle établie pour la boucle inhibitrice dans la

molécule naturelle BSPI-2 en complexe avec la subtilisine (McPhalen et

James, 1988). Autrement, dû à leur flexibilité, seule une faible proportion

des peptides en solution auraient la conformation requise pour la liaison. Cet

aspect a été rapporté par Leatherbarrow et Salacinski (1991) lors de l'étude

de l'inhibition de la chymotrypsine et des subtilisines par leur peptide

cyclique dérivé de BSPI-2: aucune inhibition n'était observée lors de

l'incubation du peptide avec l'enzyme en présence d'un agent réducteur.

Par contre, l'ajout d'un agent réducteur suivant un certain laps de temps

après le début de l'incubation de l'enzyme avec le peptide n'affectait pas

l'inhibition, comme quoi une fois la boucle insérée dans le site actif, le pont

disulfure n'était plus nécessaire.

u

Toutefois, les résultats observés lors de nos essais enzymatiques ne

sont pas ceux attendus, c'est-à-dire que la différence entre nos données

d'inhibition pour les peptides cycliques relativement aux peptides linéaires

carboxyméthylés n'est pas constante et semble être fonction de la séquence

des peptides eVou de leur mécanisme d'action. Cette constatation pourrait

s'expliquer par le fait que, malgré les substitutions apportées, le contact
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entre la boucle inhibitrice et l'enzyme ne soit pas encore optimisé comme

c'est manifestement le cas pour la boucle de BSPI-2 envers la subtilisine.

Pour les peptides 1-B et 1-C, qui semblent se comporter comme des

inhibiteurs mixtes envers la furine selon les représentations de Dixon et de

Cornish-Bowden, le Ki augmente de 57% et de 87% respectivement pour la

forme cyclique. Losque l'on calcule le K, à partir de l'ICgo de ces mêmes

peptides envers PC1/3, en supposant qu'ils agissent de façon compétitive,

l'augmentation est de 35% et de 286%. Ces résultats sont contraires au

principe selon lequel la formation du cycle conférerait une rigidité de la

boucle qui serait optimale pour l'inhibition, comme cela est par contre

observé pour le peptide 1-D, dont le K, diminue de 13% et de 65% envers la

furine et PC1/3 respectivement. En plus de cette légère augmentation du

pouvoir inhibiteur d'I-D envers la furine, la cyclisation cause un changement

dans le mode d'inhibition de l'enzyme, qui semble passer de non-compétitif

à compétitif.

En fait, il est plus probable qu'il s'agisse d'un inhibiteur mixte, mais

qui aurait une affinité beaucoup plus grande pour un autre site que pour le

site actif. Le logiciel de cinétique nous ayant permis de tracer les courbes de

Dixon et d'obtenir les valeurs de K, a aussi pour fonction d'appliquer les

données à toutes les équations cinétiques propres à chacun des

mécanismes d'inhibition, et de déterminer le(s) mécanisme(s) le(s) plus

plausible(s) pouvant concorder avec les données obtenues (« best fit »).

Pour le peptide 1-D linéaire, nous avons observé que le mode d'action mixte

partiel semblait presqu'aussi près de la réalité que le non-compétitif. Selon

notre hypothèse donc, en supposant qu'il s'agisse en effet d'un inhibteur

mixte, sa tendance à se lier davantage à un autre site mais tout de même

un peu au site actif serait responsable du fait qu'il nous apparaît non-

compétitif par ['observation des courbes diagnostiques (figure 17), mais
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également qu'il soit clivé à long terme par la furine comme nous l'avons

démontré à la figure 21 .

Il n'est donc pas clairement établi de quelle façon la cyclisation joue

un rôle dans l'interaction de l'enzyme avec nos peptides, puisque l'inhibition

est toujours présente peu importe leur forme. Malgré leur grande similarité

au niveau de la séquence, le site actif des convertases est probablement

plus accessible que celui des subtilisines, ainsi les peptides linéaires

seraient quand même aptes à se lier efficacement. D'ailleurs, les études de

modélisation proposent que la distribution des sous-sites soit semblable,

mais cela n'est confirmé qu'au niveau de la triade catalytique. La cavité chez

les PCs est possiblement plus étendue, permettant rentrée des peptides

linéaires dans diverses conformations.

En relation avec cette idée toutefois, nous nous attendions à ce que

les peptides cycliques soient clivés plus rapidement que les peptides

linéaires, lors de leur incubation avec chacune des enzmes PC1/3 et furine.

l
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En effet, le fait que les peptides cycliques ne puissent adopter qu'une

"seule" conformation à l'intérieur du site actif offre des possibilités de liaison

plus restreintes, ainsi si l'enzyme en a la capacité, le clivage de l'inhibiteur

devrait se faire plus efficacement. Par comparaison, les peptides linéaires

ont un potentiel de liaison plus variable. En effet, les PCs reconnaissent les

résidus basiques, et de par leur séquence riche en Arg et leur flexibilité, les

peptides linéaires peuvent faire de multiples combinaisons avec les

différents sous-sites sur l'enzyme via leurs résidus P2, P4, P6 et même P8.

Par conséquent, il devrait être plus difficile pour l'enzyme de trouver

l'interaction idéale pour en faire de bons substrats, et le clivage survenir

moins rapidement. Nous n'avons pas obser/é directement ce phénomène

avec le type de courbes que nous avons tracées, c'est-à-dire qu'il n'y a pas

de différence flagrante entre la vitesse de clivage des peptides cycliques

relativement aux peptides linéaires. Cela s'observerait par un changement

radical dans la pente à un temps donné sur une courbe de fluorescence en

fonction du temps, comme l'exemple en est donné à la figure 20. Cela dit, il

y a une différence importante entre la vitesse par laquelle les peptides sont

clivés par l'une ou l'autre enzyme, PC1/3 et furine, dans des conditions

similaires. Dans le premier cas, presque la totalité des peptides en solution

étaient clivés après 40 à 60 minutes, tandis que la furine mettait plusieurs

heures. Il semble que le clivage n'ait lieu qu'à un seul endroit dans la chaîne

peptidique, tel que nous l'avons démontré (figure 21). Ce résultat nous a

permis de localiser le site où la substitution d'un lien peptidique par un lien

isostère empêcherait le clivage.

u

Il est également possible que la liaison se fasse à un autre site sur

l'enzyme, localisé à l'extérieur du site actif, comme cela a été rapporté pour

l'inhibition de PC2 par la région C-terminale de 7B2, le CT peptide (Hwang

et Lindberg, 2001). Les résultats obtenus avec les peptides I-B et I-C

cycliques et linéaires pour l'inhibition de la furine semblaient d'ailleurs
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indiquer un type d'inhibition mixte où, comme nous l'avons vu à la section

1.3.1.3, l peut se lier sur E ou sur ES, au même site (mixte-compétitif), ou à

un site extérieur ou exosite (mixte-non compétitif). Dans les deux cas la

capacité de E à hydrolyser S est altérée. Un site actif très large chez les

PCs, tel que discuté au paragraphe précédent, serait effectivement propice

à l'inhibition mixte non-compétitive par des peptides offrant plusieurs sites

potentiels de reconnaissance.

Nous remarquons donc une corrélation des résultats, selon qu'ils

agissent envers PC1/3 ou la furine, au niveau a) de la constante et du mode

d'inhibition; b) de l'effet de la cyclisation; et e) de la vitesse d'hydrolyse des

peptides. Le K, des peptides 1-B et 1-C, qui semblent être des inhibiteurs

mixtes de PC1/3 et de la furine, est plus élevé pour les peptides cycliques

que pour les peptides linéaires. Le K, du peptide 1-D est plus bas dans le cas

de sa forme cyclique que pour sa forme linéaire. De plus, il semble se

comporter comme un inhibiteur compétitif de PC1/3, et également de la

furine quand il est sous sa forme cyclique. Au contraire, il serait un inhibiteur

non-compétitif sous sa forme linéaire. Tous les peptides 1-B, 1-C et 1-D, peu

importe leur mécanisme et leur forme cyclique ou linéaire, sont hydrolyses

plus rapidement par PC1/3 que par la furine. Finalement, tous les peptides

sont des inhibiteurs plus puissants de PC1/3 que de la furine, ce qui est tout

à fait cohérent avec leurs vitesses d'hydrolyse respectives qui sont

representatives de meilleurs substrats à long terme. Les enzymes dénotent

donc une certaine spécificité envers ces peptides, et l'élucidation de la

structure de leur site actif nous permettrait de mieux comprendre toutes ces

relations.

u

Il est à noter que les K, déterminés avec les peptides sans lien

isostère sont en fait des K, "apparents", sachant que les peptides sont clivés

par les enzymes. Les véritables Ki auraient pu être mesurés avec chacun
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des peptides correspondants mais comportant un lien P1-P1' non-

hydrolysable. Cependant, étant donné que les mesures d'inhibition ont été

prises à court terme, alors qu'il y avait un fort excès de substrat et les

peptides pratiquement encore intacts, nous pouvons assumer que les

conditions étaient assez semblables à une situation où aucun clivage des

inhibiteurs ne survient, et donc que les valeurs de K, obtenues sont très près

de la réalité.

4.4 Inhibition par les pseudopeptides

Les résultats obtenus avec les pseudopeptides semblent indiquer que

ces derniers inhibent spécifiquement la furine. Il s'agit d'un phénomène

unique car aucun inhibiteur sélectif des PCs n'a été identifié jusqu'à présent.

L'a^-PDX a bien sûr, comme nous l'avons mentionné à la section 1.3.4.2,

une spécificité plus grande envers la furine relativement aux autres PCs,

mais uniquement en ce qui concerne le mécanisme, car il agit comme un

inhibiteur suicide en causant une liaison stable de très forte affinité (Dufour

et al. 1998; Jean et al. 1998). Les mêmes résultats avaient été observés lors

d'études préliminaires dans notre laboratoire avec un pseudopeptide ayant

la même séquence que le peptide 1-B, mais avec une Tyr en P2' au lieu

d'une Lys. Ce peptide n'inhibait pas PC1/3 même à des concentrations de

100 |^M, et inhibait la furine à des concentrations légèrement plus élevées

que notre peptide 1-B. Cela nous démontre encore une fois que l'introduction

de la Lys en P2' a un effet positif sur l'inhibition.

u

Dans le cas des peptides sans lien isostère, nous pouvons supposer

que la fonction carbonyle sur l'Arg59 forme un pont hydrogène avec

l'Asn188 sur PC1/3 puisqu'ils sont très rapprochés dans le site actif, tel que
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nous l'avons observé lors d'une étude de modélisation dont nous

discuterons plus loin. Par conséquent, il est probable que la formation du

lien isostère, qui élimine cette fonction C=0, provoque une déficience dans

l'interaction avec PC1/3. La furine possède cette même Asn 188, mais il

semble que la fonction carbonyle du résidu en P1 n'interagisse pas

directement avec elle, ou du moins cette interaction serait-elle de moindre

importance, puisque son absence n'empêche pas la liaison. Cela nous

démontre encore l'intérêt et l'importance cruciale qu'il y aurait à concentrer

des efforts pour mener des études cristallographiques et ainsi établir la

structure du site actif de PC1/3, de la furine, et des autres membres de la

famille des PCs.

0

L'inhibition observée avec les pseudopeptides envers la furine est à

long terme car le lien isostère protège de la protéolyse, par contre les

concentrations d'inhibiteurs requises sont plus élevées par rapport aux

peptides dépourvus du lien isostère. Du travail reste donc à faire au niveau

de l'amélioration du pouvoir inhibiteur de ces peptides.

4.5 Validité de rapproche expérimentale

u

Les résultats obtenus nous permettent tout de même de valider

rapproche consistant à produire de petites molécules inhibitrices des PCs,

dont PC1/3 et furine, en se basant sur la séquence et la structure d'un

inhibiteur naturel de plus haut poids moléculaire, le BSPI-2. La possibilité de

préparer ce type d'inhibiteur de certaines subtilisines avait été démontrée

par Leatherbarrow et Salacinski (1991). Dans le domaine des protéases à

serine, cette approche s'est aussi avérée efficace pour synthétiser des

inhibiteurs au moyen de boucles encore plus petites (11 acides aminés) de

î
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type Bowman-Birk (pour revue voir Birk, 1985). L'architecture du site

réactionnel de ces inhibiteurs est rendue très rigide par la présence de plus

nombreux ponts disulfures. Les valeurs de K, obtenues par Domingo et al.

(1995) varient entre 0,05 et 2 (J.M pour la chymotrypsine et entre 0,01 et 2

^M pour la trypsine, selon les séquences utilisées, dérivées de la boucle

inhibitrice des molécules de type Bowman-Birk. Par contre, les vitesses

d'hydrolyse des peptides par chacune des enzymes varient grandement et

démontrent peu de corrélation avec ces valeurs de K|. Maeder et al. (1992)

ont aussi essayé certains peptides dérivés de cette boucle inhibitrice contre

la trypsine et ont obtenu des K, de même ordre (0,1 à 1 (J.M), mais ils ont

aussi remarqué une baisse du pouvoir inhibiteur en fonction du temps

d'incubation, causée par l'hydrolyse des peptides. La modification des

boucles du troisième domaine de l'ovomucoïde (OMTKY3) et de l'az-

macroglobuline, rapportées aux sections 1.3.8.1. et 1.3.8.2, s'est avérée

produire de bons inhibiteurs de la furine, mais il s'agit de molécules de très

grande taille qui n'offrent pas les avantages pratiques des petits peptides.

4.6 Perspectives

4.6.1 Poursuite de la caractérisation des inhibiteurs

0

Les étapes immédiates de la poursuite de ce projet de recherche

impliquent la détermination des constantes et des mécanismes d'inhibition

des pseudopeptides \)/-B et v^-D envers la furine. Cela nous aidera par le fait

même à compendre à quel niveau le fait d'introduire ce lien empêche

complètement l'inhibition de PC1/3. Ce phénomène laisse entrevoir la

possibilité d'une spécificité des pseudopeptides envers la furine, alors

qu'avec les peptides sans ce lien isostère nous avons observé une inhibition
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plus puissante de PC1/3 que de la furine. Également, la caractérisation des
peptides sans lien isostère du point de vue de l'efficacité et du mode

d'inhibition devra être poussée davantage en profondeur, afin de

comprendre et d'améliorer la distinction par les différentes enzymes entre

les formes cycliques et linéaires, et aussi améliorer leur discrimination

relativement à PC 1/3 et furine. Le fait de tester les peptides avec les autres

membres de la famille des convertases pourrait fournir de précieux indices à

cet effet. Nous avons procédé à des essais préliminaires d'inhibition de PC7

par nos peptides (données non présentées au chapitre III), et nous avons

constaté que les résultats sont semblables à ceux obtenus pour la furine au

niveau du comportement relatif de chaque peptide vis-à-vis de l'enzyme et

de leur clivage à long terme, quoique les concentrations de peptides

nécessaires soient légèrement plus élevées. Cela n'est pas vraiment

surprenant puisque PC7 et la furine peuvent être classées dans la même

"sous-catégorie" à l'intérieur de la famille des PCs: leur distribution tissulaire

est très répandue, elles clivent les précurseurs à la membrane cellulaire via

la voie de sécrétion constitutive, et leur spécificité de clivage est similaire

(Munzer et al., 1997). Il serait donc plus intéressant de comparer les

résultats obtenus de PC1/3 et furine avec des PCs appartenant à d'autres

"sous-catégories", telles PACE4 ou PC5/6, qui sont exprimées à la fois dans

les cellules endocriniennes et non-endocriniennes et agissent sur les

précurseurs de la voie constitutive aussi bien que de la voie régulée; ou

encore PC4, qui n'est présente que dans les cellules germinales mâles.

4.6.2 Etudes d'inhibition in vivo

u

Nous avons procédé uniquement à des études in vitro, car l'un des

avantages de ce type d'expérimentation est de permettre un plus grand

contrôle des conditions expérimentales. Donc, particulièrement dans le cas

d'études d'inhibition, les concentrations de substrat, d'enzyme et d'inhibiteur
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ont pu être soigneusement déterminées pour établir des données cinétiques

précises. Toutefois, et bien que les conditions idéales d'activité de PC1/3 et

de furine aient été reproduites ici en se basant sur des études préalables

(Cieplik et al. 1998; Boudreault et al. 1998a), rapport de protéines

endogènes ou d'autres facteurs physiologiques possibles qui, in vivo,

influenceraient la préférence enzymatique pour un site de liaison ou de

clivage d'un type de substrat ou d'inhibiteur, n'est pas pris en considération.

Entre autres, on sait que la compartimentation cellulaire est un élément

important de l'activité différentielle des PCs vis-à-vis de leurs substrats, en

premier lieu pour les variations qu'elle procure au niveau des conditions

physiologiques telles le pH et la concentration en calcium, mais également

au niveau des protéines qui s'y retrouvent et qui participent de quelconque

façon à la maturation de ces substrats. Notamment, à l'intérieur des

granules de sécrétion des cellules neuroendocriniennes, on retrouve les

sécrétogranines, une famille de protéines acides connues pour interagir

avec certains substrats des PCs et participer à leur conversion en molécules

actives. Par exemple, la chromogranine B et la sécrétogranine II influencent

la réaction de conversion du précurseur pro-NGF en NGF par la furine

(Seidah et al., 1996b). De plus, les protéines accessoires liant les PCs, telle

7B2 pour PC2, ne seront pas présentes. Finalement, il nous est impossible

d'évaluer la capacité des peptides à franchir ces compartiments. Ainsi des

essais biologiques in vivo seraient intéressants pour complementer cette

recherche.

4.6.3 Modélisation moléculaire et préparation de nouveaux inhibiteurs

0

À l'aide d'un logiciel de modélisation, nous avons analysé la structure
de BSPI-2 insérée dans le site actif de PC1/3 (figures 28 et 29), et essayé

diverses substitutions d'acides aminés qui pourraient nous permettre

d'autres modifications de notre séquence de départ. Tout d'abord, la Gly54
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peut être remplacée par n'importe quel résidu excepté Pro. La Thr55 peut

être substituée par une Ala ou par certains résidus ayant une chaîne latérale

polaire non-chargée, tels Asn, Ser ou Gin. La Val57 peut également être

remplacée par Asn, Thr, Ser ou Ala, ou encore par Asp, car ce résidu acide

formerait possiblement un pont hydrogène avec Arg67 sans provoquer

d'encombrement stérique comme le ferait Glu. Le résidu en P1', Glu60, est

conserve car il participe à la formation d'un pont hydrogène avec Arg65.

Selon le modèle, Lys61 est située juste à la sortie du site actif et pourrait

être remplacée par un résidu aromatique ou hydrophobe; par contre nous

démontrons qu'elle contribue à l'inhibition par nos peptides (voir section

3.3.3 et chapitre IV). Arg62 et Asp64 forment un pont hydrogène entre eux

(figure 29) et ne doivent pas être remplacés, car cette interaction est

importante pour la stabilité de la boucle. lle63 peut être substituée par un

résidu soit aromatique ou hydrophobe sans modification de la structure. Par

contre il se trouve à proximité du résidu Lys305 de l'enzyme, donc il pourrait

être préférablement remplacé par un résidu acide, ce qui améliorerait

possiblement l'interaction par le gain d'un pont salin ou hydrogène. Arg65 et

Arg67 ne doivent pas être remplacés, dû aux ponts hydrogènes qu'ils

peuvent former avec Glu60 et Thr58 respectivement (figure 29). Thr66 et

Ser68 peuvent être changés pour n'importe quel résidu. Le résidu Phe69

doit demeurer aromatique ou hydrophobe car il forme une interaction

hydrophobe avec Val57 (figure 29), et cette interaction distale est importante

pour le maintien de la structure en boucle de la molécule.

u

Le principal intérêt de ces observations est qu'elles peuvent nous

permettre de concevoir des boucles semblables mais plus petites, tout en

consen/ant les mêmes propriétés inhibitrices. Les petites boucles sont plus

stables, plus facilement synthétisables et modélisables. En se basant sur les

possibilités énumérées au paragraphe précédent, il est évident que Gly54

pourrait être complètement retirée et le cycle formé entre une Cys à cette
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position et Cys70. Une autre possibilité serait de cycliser entre Glu60 et

Arg65 en remplaçant le pont hydrogène entre eux par un lien covalent, ce

qui nous permettrait de retirer les résidus Cys53, Arg62, lle63, Asp64 et

Cys70. La boucle serait ainsi plus petite mais comporterait un pont

hydrogène en moins.

Ainsi la poursuite des études de modélisation nous permettrait de

réduire la taille des peptides pour la préparation éventuelle de

peptidomimétiques. L'utilisation de librairies peptidiques combinatoires

(comme décrit à la section 1.3.7) et/ou par l'utilisation de phages serait aussi

un bon moyen de sélectionner les séquences peptidiques les plus efficaces

pour l'inhibition. Cette dernière méthode à l'avantage de permettre

l'expression à la surface de bactéries de peptides ayant les extrémités N- et

C-terminales contraintes, ce qui assure que le peptide est dans une

conformation très rigide et bien définie. Pour les besoins de notre recherche,

la séquence insérée dans le vecteur d'expression serait le dodécapeptide

CGTXXXXXXRIDRTRSFC où X=n'importe quel acide aminé aux positions

P4 à P2'. Cela nous permettrait non seulement de sélectionner toutes les

sequences qui lient efficacement PC1/3 et la furine, mais aussi de les

différencier par comparaison aux autres PCs.

4.7 Conclusion

u

Pour terminer, résumons les principales conclusions pouvant être

tirées des résultats de cette recherche. D'abord, rapproche générale

consistant à synthétiser de petites molécules inhibitrices en conservant

uniquement le site actif d'un inhibiteur connu de plus haut poids moléculaire
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se trouve validée par les résultats obtenus. En effet, nous avons produit trois

inhibiteurs efficaces de PC1/3 et de furine (Ki allant de 0,2 à 87 ^iM), en

conservant 18 des 83 acides aminés de BSPI-2, un inhibiteur des

subtilisines, et en modifiant certains d'entre eux pour correspondre à la

régiospécificité des PCs. Nos résultats démontrent que les enzymes ont

toutes deux une préférence pour le peptide 1-D comportant les résidus

P4Arg, P2Lys, P1Arg et P2'Lys. Le peptide I-B est le deuxième meilleur

inhibiteur avec la combinaison P4Arg, P1Arg et P2'Lys, suivi du peptide I-C

dont la séquence comprend P1Arg et P2'Lys. En fonction de la séquence,

les peptides agissent selon un mode d'inhibition compétitif, non-compétitif ou

mixte. De plus, ils semblent inhiber plus fortement lorsque sous leur forme

linéaire carboxyméthylée que sous leur forme cyclique. Toutefois, ils sont

tous clivés au site P1-P1' après un certain temps d'incubation avec PC1/3

ou furine. L'introduction d'un tien isostère non scissile à ce site a permis

d'éliminer le problème dans le cas de la furine, quoiqu'en diminuant la

puissance de l'inhibiteur; alors que pour PC1/3 cela a complètement

empêché l'inhibition. Cela tend à démontrer l'importance de la fonction

carbonyle dans le site actif des deux enzymes.

L'étude de ces inhibiteurs nous a donc permis d'obtenir plusieurs

indices sur la conformation des sites actifs de PC1/3 et de furine. Ainsi dans

le futur, grâce à la poursuite des travaux d'enzymologie combinés aux

études de modélisation, nous pourrions élucider davantage cet aspect. Cela

nous permettrait, en plus de mieux comprendre leur mécanisme d'action,

d'obtenir un meilleur niveau de spécificité de nos inhibiteurs envers chacune

des enzymes.

<J
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« Characterization of ostrich (Struthio camelus) p-

microseminoprotein (MSP): identification of homologous
sequences in EST databases and analysis of their evolution

during speciation »
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N.B. : J'ai eu la chance, au cours de mes études de maîtrise, de participer à
un tout autre projet dans le laboratoire du Dr Lazure, qui a généré cet article.
Je l'ai placé en annexe car, même si le sujet est différent de celui de ce
mémoire, cela m'a permis de mettre en pratique une bonne partie des
apprentissages acquis dans le cadre de ma maîtrise. Inversement, cela m'a
fait découvrir de nouvelles techniques qui m'ont ensuite été utiles dans la
poursuite de mon projet de recherche.
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Abstract

(3-Microseminoprotein, alternatively called prostatic secretory protein of 94 amino acids, is a hydrophilic,
unglycosylated, small protein rich in conserved half-cystine residues. Originally found in human seminal
plasma and prostatic fluids, its presence was later shown in numerous secretions and its homologs were
described in many vertebrate species. These studies showed that this protein had rapidly evolved, but they
failed to unambiguously identify its biological role. Here, we show that a protein isolated from ostrich
pituitary gland is closely related to a similar one isolated from chicken serum and that the two are
structurally related to the mammalian p-microseminoprotein. The complete 90-amino acid sequence of the
ostrich molecule was established through a combination of automated Edman degradation and matrix-
assisted laser desorption ionization-time of flight (MALDI-TOF) mass spectrometric procedures, including
postsource decay (PSD) and ladder sequencing analyses. This study documents for the first time that
P-microseminoprotein is present in aves. It is also the first report of a C-terminal amidated form for a
member of this protein family and the first in which the disulfide linkages are established. Database searches
using the herein-described amino acid sequence allowed identification of related proteins in numerous
species such as cow, African clawed frog, zebrafish, and Japanese flounder. These small proteins show a
strikingly high rate of amino acid substitutions, especially across phyla boundaries. Noticeably, no p-mi-
croseminoprotein-related gene could be found in the recently completed fruit fly genome, indicating that if
such a gene exists in arthropods, it must have extensively diverged from the vertebrate ones.

Keywords: Microseminoprotein; prostate secretory protein; protein evolution; Struthio camelus; protein
sequencing; disulfide bonds

<

(3-Microseminoprotein (MSP), also called the prostate se-
cretory protein of 94 amino acids (PSPg4), is a small ungly-

Reprint requests to: Claude Lazure, Laboratory of Structure and Me-
tabolism of Neuropeptides, Institut de recherches cliniques de Montréal,
110 Pine Avenue West, Montreal, Quebec, Canada, H2W 1R7; e-mail:
lazurec@ircm.qc.ca·, fax: (514) 987-5542.

Article and publication are at http://www.proteinscience.org/cgi/doi/
lO.llOl/ps.06501.

cosylated protein derived from a 114-amino acid prepro-
tein. It was initially reported as an abundant protein of the
human seminal plasma (l mg/mL) showing inhibin-like ac-
tivity, that is, it is capable of inhibiting pituitary secretion of
follicle-stimulating hormone (Thakur et al. 1981). However,
other studies failed to confirm this activity (Kohan et al.
1986; Gordon et al. 1987). A variety of roles and potential
uses of this protein, some not mutually exclusive, have been

Protein Science (2001), 10:2207-2218. Published by Cold Spring Harbor Laboratory Press. Copyright © 2001 The Protein Society 2207
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proposed (Table 1), resulting in its designation by other
names such as immunoglobulin-binding factor (Liang et al.
1991) and prostatic inhibin peptide (Garde et al. 1993b).
MSP is primarily expressed in the prostate and is found in
prostatic secretions of various mammals. However, immu-
nohistochemical and Northern blot analyses have shown its
presence in other tissues and biological fluids. Indeed, stud-
ies have shown it to be present in nonreproductive organs
such as the gastrointestinal tract (especially in gastric mu-
cosa, where it is expressed in mucin-producing cells [M-
cells] and endocrine-type cells [E-cells]; Weiber et al. 1999;
Ulvsbâck et al. 1989) and the respiratory tract (including
trachéal, bronchial, and lung tissues; Ulvsbâck et al. 1989;
Weiber et al. 1990). Even within a single species, the MSP
sequence has been observed in cDNA libraries from a va-
riety of tissues. For example, the UniGene site at National
Center for Biotechnology Information ÇNCBI) (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/UniGene) lists 398 expressed sequence
tag (EST) sequences of human MSP arising from expression
in blood, brain, lung, testis, and prostate. Finally, MSP was
shown not to be restricted to male tissues because the pro-
tein was isolated from porcine ovarian lutein cells (Tanaka
et al. 1995), and its gene expression was recently reported in
female reproductive tissues, breast, and endometrial cancer
cell lines (Baijal-Gupta et al. 2000). Its single gene in hu-
man has been mapped on chromosome lOq 11.2 (Ulvsback
et al. 1991; Sasaki et al. 1996), outside the previously iden-
tified LOH (loss of heterozygosity) regions in prostate can-

cer cells, thereby casting a doubt on its putative role as a
tumor suppressor gene. However, in one report, PSPc4 has
been shown to inhibit the growth of a human prostatic car-
cinoma cell line in culture and in athymic mice (Garde et al.
1999). Also, an abstract at the most recent European Peptide
Symposium described results showing that synthetic deca-
peptides corresponding to the extreme MSP C-terminal re-
gion show growth inhibitory properties on prostate tumor
cells (Kele et al. 2000).

Despite the lack of a well-established biological function,
MSP has attracted scientific interest as a unique example of
a rapidly evolving protein (Nolet et al. 1991; Fernlund et al.
1996; Mâkinen et al. 1999). Indeed, the primary structure of
MSP shows a remarkably low level of conservation in
amino acids among the species studied, often resulting in
great variation of physico-chemical properties. Such a great
number of amino acid substitutions has for years rendered
the identification of MSP using immunological or hybrid-
ization techniques difficult in more distant species. Indeed,
comparison of known sequences from human (Mbikay et al.
1987), rhesus monkey (Nolet et al. 1991), baboon (Xuan et
al. 1997), cotton-top tamarin (Màkinen et al. 1999), pig
(Fernlund et al. 1994; Tanaka et al. 1995), rat (Femlund et
al. 1996), and mice (Xuan et al. 1999) reveals that apart
from the 10 completely conserved half-cystine residues,
these proteins share very few other conserved residues. This
is further confirmed in sequence identities. For example,
between the human sequence and that of rhesus monkey,

i,

Table 1. Putative biological roles and uses of Crmicroseminoprotein (MSP) (1981-2000)

Proposed biological role and/or use References

Inhibitor of FSH secretion (inhibin)"
Sperm-coating protein
Barrier to interspecies fenilityb

Marker of prostate gland hyperplasy and neoplasy'

Factor modifying mucus properties
Protective function for mucus (enzyme inhibitor and/or

antibacterial agent)d
Immunoglobulin Binding Factor (IgBF)'

Hormone-refractory prostate tumor growth inhibitor

Sperm motility inhibiting factor (Na+, K+-ATPase inhibitor)
Binding to proteins found on LNCaP and PC-3 cells
Tumor marker for gastric carcinoid disease

Thakuretal. 1981
Tsuda et al. 1982
Brooks et al. 1986
Doctor et ai. 1986
Dubé et al. 1987a
Abrahamsson et ai. 1988

Weiber et ai. 1990

Weiber et al. 1990
Liang et al. 1991
Garde et al. 1993a,b
Lokeshwar et ai. 1993
Mundel and Sheth 1993
Chao et al. 1996
Yang et al. 1998a,b
Weiber et al. 1999

u

"This role could not be confirmed through in vitro biological assays (Kohan et al. 1986; Gordon et ai. 1987).
b This role though also ascribed to MSP (Mbikay et al. 1988) was associated vide infra, with molecules of
evolutionary divergent structures found in urogenital tissues.
c The usefulness of MSP as a cancer marker is disputed, considering the demonstrated lack of correlation (Von
der Kammer et al. 1993) and its demonstrated presence in numerous nonurogenital tissues (Weiber et al. 1990).
d Both of these roles are still hypothetical as no data to substantiate them is currently available.
e Involvement of MSP as a member of an Ig-binding protein family was further proposed (Kamada et al. 1998).
f Further studies showed that MSP appears able to induce apoptosis of prostate tumor cancer cells (Garde et al.
1999).
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porcine, and rat, the identity is of 79%, 51%, and 45%,
respectively. Furthermore, analysis of the cloned cDNA and
genomic sequences also revealed that most amino acid sub-
stitutions did not occur following the classical "wobble hy-
pothesis" by mutations at the third base of codons, but rather
by mutations at the first and second bases (Fernlund et al.
1996; Makinen et al. 1999). In addition, comparative analy-
sis of the complete genomic sequences indicates that exons
evolve at double the rate ofintrons (Mâkinen et al. 1999). In
some species, further MSP diversity is generated through
gene duplications and alternate transcription. In cotton-top
tamarin, for example, there are three known functional
genes specifying closely related MSP sequences (Makinen
et al. 1999). In human tissues, two different MSP mRNAs
resulting from alternate splicing have been identified. The
major one encodes the prostatic form of 94 amino acids; the
minor one, a frame-shift variant of 57 amino acids that is
mostly expressed in urogenital tissues (Xuan et al. 1995).

Studying the sequence, expression pattern, and tissue dis-
tribution of homologous or orthologous MSP genes could
contribute to a better understanding of the molecular evo-
lution of this protein and to eventual elucidation of its bio-
logical role. This paper describes for the first time the pri-
mary structure of a MSP-like molecule isolated from pitu-
itary extracts of a ratite, the ostrich (Struthio camelus).
Database searches led to the identification of related se-
quences in several species including bovids, batracians, and
fish.

Results

From 1987 to 1992, we purified and characterized numerous
ostrich adenohypophyseal hormones and/or proteins, in-
eluding corticotropin (Naudé and Oelofsen 1977), both neu-
rophysins (Lazure et al. 1989, 1990), a chromogranin A-re-
lated fragment (Lazure et al. 1987), and the N-terminal
proopiomelanocortin fragment (Naudé et al. 1993). In 1987,
we determined a 33-amino acid N-terminal sequence of a
protein that proved, in its native form, remarkably resistant
to cleavage by proteases. The sequence showed no signifi-
cant resemblance to any protein known at the time. For
many years, we searched protein and DNA databases for
related sequences to no avail. More recently, we identified
a unique partial sequence that displayed >50% sequence
identity to the ostrich's sequence. This sequence corre-
sponded to a chicken blood plasma protein that was anti-
genically cross-reactive with chicken p2-microgi°t)ulin but
completely dissimilar in sequence to the latter (Wan- 1990).
With the emergence of fast and reliable means to determine
nucleic acid sequences, there has been a tremendous in-
crease in available cDNA sequences known as ESTs. Using
the TBLASTN algorithm, we screened EST databases for
sequences related to the chicken protein and identified two

EST hits: one from liver (GenBank accession No.
AW198358), the other from activated T cell libraries (Gen-
Bank accession No. AI979828; Tirunagaru et al. 2000).
These ESTs clearly encoded a MSP-related protein based on
the distribution and number of half-cystines as well as the
size of the protein. To gain some insight into evolution of
this intriguing molecule, we decided to also determine the
complete amino acid sequence of the ostrich protein.

Determination of the ostrich MSP primary sequence
and disulfide linkages

Though it is difficult to estimate the amount of protein
extracted and purified from ostrich pituitary, it was never-
theless possible to recover -1.1 mg of relatively pure MSP
in the original reverse-phase high-performance liquid chro-
matography (RP-HPLC) fraction 6D-2 (see Materials and
Methods). Following reduction and alkylation, we deter-
mined the first 49 N-terminal residues in a single sequenator
run (Fig. 1). This determination not only confirmed the
assignment of the first 33 amino acids we made > 10 years
ago, but it also allowed (1) positive identification of seven
half-cystine residues occupying positions identical to those
in mammalian MSPs (positions 2, 16,34,37,39,46, and 47,
respectively) and (2) the localization at position 44 of the
Met residue, predicted on the basis of amino acid compo-
sition of ostrich MSP (data not shown).

Subsequent sequences and mass analyses of the various
peptides resulting from either endoproteinase AspN diges-
tion (Fig. 2A) or cyanogen bromide (CNBr) cleavage (Fig.
2B) allowed us to determine the complete sequence (Fig. 3).
It is wonh noting that chemical cleavage through CNBr was
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Fig. 1. Automatic N-terminal sequence of reduced and carboxamidated
ostrich p-microseminoprotein. Quantitative yields of phenylthiohydantoin
(FTH) amino acids normalized to a FTH internal standard are illustrated as
a function of residue numbers. The slope and intercept were obtained by a
linear regression analysis on 29 selected stable PTH amino acids.
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Fig. 2. Narrow-bore reverse-phase high-performance liquid chromatogra-
phy separation of peptides, resulting from enzymatic digestion with endo-
proteinase AspN (A) and chemical cleavage with cyanogen bromide (B) of
reduced and carboxamidated ostrich p-microseminoprotein. Elution was
performed as described in the Materials and Methods section and using a
TFA/acetonitriIe gradient as shown. Fractions of 100 p.L were manually
collected, and the amount of radioactivity (in 5 p,L aliquots) was deter-
mined by scintillation counting.

far from quantitative, as can be seen from the ratio of ra-
dioactivity in each peak. Indeed, ideally the ratio should
have been unity as each fragment contains the same number
(five) of half-cystine residues. This discrepancy is most
probably because of extensive oxidation of the single Met
residue over the years of storage, making it unreactive to
CNBr. Nevertheless, sequencing of the material present in
the early eluting peak (peak l in Fig. 2B) yielded positions
45-75 (repetitive yield, 87.9%; initial yield, 37 pmoles with
a correlation coefficient of 0.9160 [n = 15]; data not
shown). Peak 2 (Fig. 2B) contained both the CNBr-unreac-
tive material as well as the N-terminal fragment 1-44. Iso-
lation and chemical characterization of peptides AspNl,
AspN3, and AspN4 arising from the endoproteinase AspN
provided an independent confirmation of residues occupy-
ing positions 1-12 (peak 1 in Fig. 2A), 19-41 (peak 4), and
42-65 (also present in peak 4), respectively. The C-terminal
sequence was determined from a peptide encompassing po-

sitions 73-90 (peak 3) and hence containing a Lys-Asp-
Asp-Pro sequence that was cleaved very poorly by the
AspN enzyme. This peptide, which contained AspN5,
AspN6, and AspN7 together, also proved difficult to se-
quence because of a consistently poor repetitive yield
(-75% to 77%; data not shown). Together, each position
was sequenced on two to four occasions, with the exception
of the Ser occupying position 69. Similarly, because of the
rapidly decreasing repetitive yield, it was difficult to unam-
biguously deduce the amino acid sequence following posi-
tion 87.

The C-terminal sequences of peptide AspN3 and AspN4
were confirmed through analysis of the peptides derived
following carboxypeptidase-P digestion and ladder se-
quencing by MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption
ionization-time of flight) as shown in Figure 4A and 4B.
The deduced sequence for AspN3 corresponded to
C(CAM)-Y-R-C(CAM)-S-C(CAM)-S-R; for AspN4, it cor-
responded to V-G-Y-N-K-E-K-C(CAM)-K-V-V-F-N-K-E-
S-C(CAM)-N-Y and confirmed the Ser at position 69 and
the Tyr at position 72. On the other hand, a similar analysis
could not be conducted with the two C-terminal peptides
73-90 (AspN5/6/7) and 78-90 (AspN7, present in peak 2),
as these proved resistant to the action of carboxypeptidase-P
or -Y. A possible explanation for this resistance was that
their C terminus is amidated. The AspN5/6/7 and AspN7
peptides, which yielded ions of m/z of 2175.4 and 1605.1,
respectively (theoretical m/z, 2174.1 and 1604.8), were ana-
lyzed using fragmentation of the parent ion induced through
laser excitation with the postsource decay (PSD) mode. Re-
suits deduced from analysis of the y-series (from y3 to yi,)
and b-series (from b-^ to b^) ions confirmed the sequence
C(CAM)-F-V-Y-S-R-V (data not shown). Furthermore, fol-
lowing enzymatic digestion by Arg-C protease of a fraction
containing fragment 78-90; 80-90 (m/z, 1371.0; likely to
result from acid cleavage of the Asp-Pro bond); and 83-90
(m7z, 1058.7; likely to result from cleavage by AspN N-
terminal to a Glu residue as sometimes noticed; see discus-
sion forum at http://www.abrf.org), all masses of the result-
ing peptides were decreased by 98.2 mass units, and these
peptides were no longer resistant to the action of carboxy-
peptidases, hence confirming that the Val is amidated (data
not shown). Such analyses confinned the previously de-
duced sequence and further identified positions 87-88 as
being Tyr-Ser and 89-90 as being Arg-Val. Identification of
these residues is in full agreement with the observed masses
of each respective parent ion.

In our effort to determine the disulfide linkages of ostrich
MSP, one major difficulty was its resistance in its native
state to trypsin and other proteolytic enzymes (data not
shown). Indeed, even under prolonged digestion with a high
ratio of enzyme to substrate, numerous potential sites of
cleavage were not efficiently cleaved. This rendered iden-
tification of fragments difficult by the very sensitive
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Fig. 3. The complete amino acid sequence of ostrich p-microseminoprotein. The peptides resulting from cyanogen bromide cleavage
are shown with full arrows, whereas those resulting from cleavage using endoproteinase AspN are shown with broken arrows.
Half-cystine residues are shown in bold lettering, whereas Asp and Met residues are shown in italics and underlined italics, respec-
lively. The proposed disulfide pairing is indicated by the thick lines joining the half-cystine residues, whereas the proposed amidated
C-terminal Val residue is shown in bold italics.

MALDI-TOF analysis. Nevertheless, as indicated in Table
2, with a single exception, we were able to isolate each

) disulfide-linked peptide and, on reduction and alkylation, to
identify the peptides involved in the linkage. The exception
was the peptide pair involving peptide 37-41 and peptide
46-58, linked by two disulfide bridges. In this case, it was
not possible to determine the linkages between Cys-37 and
Cys-41 to the Cys residues composing the pair 46-47 (see
Fig. 3). This linkage may eventually be determined by de
novo chemical synthesis, nuclear magnetic resonance or X-
ray crystallography studies.

Comparison of the ostrich MSP sequence to
mammalian, chicken, and EST-derived sequences

Table 3 provides the pairwise percentages of overall identity
between the various MSP-related proteins (signal peptides
excluded). These identities are illustrated in a multiple
alignment of their amino acid sequences shown in Figure
5A. Except between baboon and rhesus monkey, they are
generally <80%. Expectedly, they are greater within orders
than between orders. Thus, although the ostrich and chicken
sequences show 57% overall similarity, the similarity of
either one to the related sequences in other species generally
decreases <40%. Within orders, one can easily identify con-
tinuous stretches of relatively high similarities and identities
between species. Such stretches are observed between rat
and mouse, human and other primates, chicken and ostrich,

Y^' and flounder and zebrafish (boxed in Fig. 5A). Such an

intraspecific conservation of amino acid clusters has been
previously pointed out for rodent and primate MSP se-
quences (Femlund et al. 1996; Màkinen et al. 1999). A
consensus sequence was difficult to derive from the align-
ment of all the sequences as, apart from the half-cystine
residues, there is very little amino acid conservation across
species. This observation explains the great difficulty pre-
viously encountered in finding homologs and/or orthologs
in species other than primates.

We searched in the various databases for related proteins
using the TBLASTN v2.0.12 algorithm, and as a query,
either the full ostrich sequence detennined in this study, the
previously found chicken EST (GenBank, accession Nos.
AI97928 and AW198358), or a hypothetical sequence con-
taining the most conserved residues in all available oligo-
nucleotide or amino acid sequences. The search allowed the
identification of five candidate MSP-related sequences. The
first sequence identified in the nonhuman and nonmouse
EST bank was a partial bovine sequence (accession No.
AW336761 ; E value of 2 x 10-7), encompassing the first 42
N-terminal residues of the mature protein preceded by a
20-amino acid signal peptide. This sequence was present in
a cDNA library of pooled lymph node, ovary, fat, hypotha-
lamic, and pituitary tissues. It encodes a segment of the
mature MSP that is 100% identical to the porcine homolog
and highly similar to other mammalian MSP sequences
(data not shown). The second EST sequence identified in
the search yielded an open reading frame encoding a protein
of 111 amino acids, including a 20-amino acid putative
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Fig. 4. (A) C-terminal ladder sequencing of peptide AspN3 following carboxypeptidase-P digestion. The reverse-phase high-perfor-
mance liquid chromatography isolated, reduced, and carboxamidated AspN3 peptide was digested with carboxypeptidase-P for 30 sec
as described in Materials and Methods, and the resulting mass spectrogram was obtained. The y ion corresponds to the complete peptide
19-41 (theoretical m/z, 2859), and the y-n label denotes the loss of n amino acids from the C terminus. (B) C-terminal ladder
sequencing of peptide AspN4 following carboxypeptidase-P digestion. The RP-HPLC isolated reduced and carboxamidated AspN4
peptide was digested with carboxypeptidase-P for 60 sec as described in Materials and Methods, and the resulting mass spectrogram
was obtained. The y ion corresponds to the complete peptide 42-72 (theoretical m/z, 3857), and the y-n label denotes the loss of n
amino acids from the C terminus.

signal peptide (accession No. AW641318; E-value of
2 x 10- ). It was isolated from a Xenopus egg cDNA li-
brary. Its closest relatives are the chicken and ostrich MSPs
(see Table 3 and Fig. 5A). The third EST sequence was
from zebrafish (accession No. AI497271; E value of
8 x 10 ); it encoded a 90-amino acid mature protein pre-
ceded by a 20-residue signal sequence. Apart from the con-
served 10 half-cystines, this sequence was unique as it bears
little identity with MSP from other species. The last two
EST sequences identified were found in a cDNA library of
Japanese flounder liver and spleen. One of them (herein
referred to as flounder-1, accession No. C23089; E-value of

3 x 10-6) encodes an 87-amino acid mature protein con-
taining 10 half-cystine residues and preceded by a 19-resi-
due signal peptide; the other one (herein referred to as
flounder-2, accession No. C23023; E-value of 0.81) en-
codes a 97-amino acid mature protein containing 12 half-
cystines preceded by a 19-residue signal sequence. Despite
the little similarity between the flounder-2 sequence and
other MSPs (see Fig. 5A), it was nevertheless included in
this family because of its significant overall identity (54%)
with flounder-1 sequence (Table 3). These sequences are
very probably related to MSPs despite the extensive non-
conservation of residues with mammalian species. To verify
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"^ Table 2. Proposed disulfide linkages of ostrich ft-microseminoprotein (MALDI-TOF)

Native tryptic peptide
(M + H)+

Reduced and alkylated peptide pairs
(M + H)+

Tryptic peptides identified
(positions)

Observed

2389.5
1967.5
1950.4
1693.3
2037.6

Computed
2392.1
1970.8
1953.9
1696.8
2038.9

Observed
741.6
843.6

671.3

Computed
746.3
843.3
565.3
307.1
670.2

Observed

1760.7
1242.7
1503.0
1503.0
1599.6

Computed
1760.8
1241.5
1503.7
1503.7
1597.7

(1-5) + (6-21)
(31-36)+(68-77)
(59-62)+ (78-89)
(61-62) +(78-89)
(37^1) + (46-58)

this relatedness, we computer analyzed the phylogenic ar-
rangement of all sequences (signal peptide excluded) shown
in Table 3. In the resulting evolutionary tree (Fig. 5B),
sequences are clearly grouped into specific branches for
fish, amphibians, birds, rodents, ungulates, and primates.
Based on this tree, cotton-top tamarin sequences diverged
early from those of other primates, consistent with the per-
centages of primary stmcture identities among them (see
Table 3).

Interestingly, unlike their mammalian counterparts, non-
mammalian MSP sequences (the chicken one excepted)
contain a Gly residue at either the penultimate or the C-
terminal position (see Fig. 5A), indicating that like ostrich
MSP, they might be terminally amidated through the activ-
ity of the peptidylglycine a-amidating monooxygenase
(PAM). In cases in which the Gly residue occupies the
penultimate position, as in the flounder and zebrafish se-
quençes, this residue could be easily uncovered by removal
of the C-terminal Lys residue through the action of carboxy-
peptidase-E or -H. Both PAM and carboxypeptidase-E are
processing enzymes normally found in the secretory gran-
ules of the regulated pathway of secretion.

Discussion

This study reveals that a peptide long thought to function in
mammalian reproductive tissues not only is expressed in a
variety of other tissues, many of them without any role in
reproduction, but also is present in many other species.
MSP-related sequences are now known for representatives
of the following classes and orders: artiodactyls (cow and
porcine), primates (human, apes, and monkeys), rodents (rat
and mouse), birds (chicken and ostrich), amphibians (Xeno-
pus), and fish (zebrafish and flounder). The avian MSP
closely resembles the Xenopiis one, in agreement with the
now favored view of evolutionary divergence of amniote
vertebrates, which places birds closer to reptilians (such as
crocodiles) and amphibians than to mammals (Hedges
1994; Hedges and Poling 1999). MSP could thus be con-
sidered a valid marker of speciation. The finding of related
sequences in metatheria (marsupials), reptiles, and insects
may allow further verification of this proposal. Intriguingly,
no sequence that, by overall size and half-cystine distribu-
tion, could unambiguously be related to MSP was identified
among back-translated proteins deduced from the now com-

Table 3. Sequence identity between reported ft-microseminoprotein

Species B Rh Ta-el Ta-jl Ta-al p R M 0 e x F-1 F-2 z

H
B
Rh
Ta-el
Ta-jl
Ta-al
p
R
M
0
e
x
F-1
F-2

79 79
94

71
67
67

70
66
67
69

60
51
52
64
64

51
51
53
49
52
49

45
49
50
44
43
42
43

44
44
46
40
38
34
40
62

39
39
40
36
40
40
33
33
33

38
37
40
37
38
4l
32
31
33
57

33
35
36
34
39
35
36
28
28
40
43

28
29
28
26
30
30
27
25
23
35
32
37

21
20
19
21
22
23
24
19
23
23
22
24
54

24
21
22
25
23
26
25
22
21
29
31
26
37
29

L.
The sequence identities in percentages (to the nearest full integer) were determined following pair-wise comparison of full-length sequences of p-micro-
seminoproteins (signal peptides excluded) using the Align algorithm at http://www2.igh.cnrs.fr/bin/align.guess.cgi.
B, Baboon; Rh, Rhesus monkey; Ta, cotton-tail tamarin; P, pig; R, rat; M, murine; 0, ostrich; C, chicken; X, African clawed-frog; F, Japanese flounder;
Z, zebrafish; and H, human.

www.proteinscience.org 2213



Lazure et al. xxvi

A

n
man

baboon
rhesus
tamarin-el
tamarin-j l
tamarin-al
pig
rat
mouse

ostrich
chicken
xenopus
flounâer-l
flounâer-2
zebrafish

CONSENSUS

s
S@YFIPNEGVPGDSTRK||MI3LK-iNK|PINSfEiQTDN@ET@TBYET-
S@SFMPNERFPGDSTREgjT|LK-|NKgPINS^|QTDN@EA3T@YET-
S@SFIPNERFPGDSTREiTëLK-|NK|PINS|K||KTDN@ERST@YKT-,
S@YLMPNKMVPGDSTKE|;JTiLK-iNKSPLNS[R8FKTECBDEBDBLEK-l
S@YIILNDMIPGDSTNE||T|LK-gNKgPINS[K|RTDN@DS@TgREK-|sSYVIRHKIVPGETIKEETSLK-lNKBpLDsk^RTEpSELBAB:

[PNE|QJJI.K-j|VS|PLNSVJJKTKDgEEgTgQgYFIPNQSLK- - -|PNE|(
A@SIORLKRLPNEKbDEiTiVD-iGKlYLNTY||Q-KN@EW@F@EKT-
V@S IENREI F.PNQMSDDiMlAD -iNK|FLNTP||K- KN@TWBS@DKT - SIT^TN
YSFOKINRPGESDESDEDlciLD-ilKLYPFGEllSRTENESYRRsHSRD-AMRBnTT,
FBFSKLFKPGEAEKG---CMLD-iVLYPFGEIPRTENBFRBsHSKN-EMH5HSL
F@FT----ELPKMGQTE|GCLYK-DKLE|RLGSKFRTND3^D@T@HMDGKMA@QA
D@FQ- - - - ILTKPGMTH|jQgHDD||TW|EVGSS^RNSRgYD@S@EG- - - - -@AA
D@FQ- - - - ILTKPGMTHiogHDDiTWaEVGSS|JRNSRgYD@S@EG- - - - -@AA
Y@FF----KLQKEGAKy||EgGDDQTR|JELGST||lNSK@LR@I@SST-EME@DT

EIS Lce

EII Lce

EIIce L

EIS SLce

EIS ce L

RDI EIS ce

3QN AÏS CC!

EKT ITBÏBT

52
52
52
52
52
52
49
51
51
52
49
49
4l
45
49

man
baboon
rhesus
tamarin-el

tamarin-j l
tamarin-al
pig
rat
mouse

ostrich
chicken

xenopus
f launder-1
flounders
zebrafish

CONSENSUS

B

u

AAI--]
TLI--1

IVST- -|VG|||KDN@QRÎ||KKED^@KYIj
!IAT- -|VGi||KNK@QRl|KKEE-@Kyig|E||
IIAT- -|vG|||<KK@QRl|KKED-3Kyig|Eg^NiK|T@PID- -QWIL-
VAI- -|VG|^|2DN@QKl|KQED-@KYI^|Eg(KD|N|T@EVT- -QWI- - -- - - -
VST- -||VG|g|THK@QKI^NKED-@RISg|E||ND|jS^T@EVN- -AWIM-
VST--iVGiltîHN@RKliNKET-@KIsp|Eib'DSNRP@GVS - - GWI S

liTGijlJTNKBQKI LNK[KT -
liVSiSKKR@OROiHSlEN -

-|VEg|KEK|
FS---TPKRIPAEI
FQPLNVSRLNVCQl
MG---RAIIKTEGI

•..••i.-BI-..l

HTYT

STYS

p^|KD|K||T@SVS - - EWI I
|E||KN||K||T@P I D - - QWI L •

IATR- -|LS||iKD[NgDVQ|HP]EN-@TySg|pRKN|G|TgRVD- -SWTM
IFHT - -gVG|NKE|KgKVv|NKlET-@NND^JQ|DD|s|E@FVS - - YRV-------YHT- -|VN||KETVKVl|NKKLN@DyE^Q|-His|p@SGY- -ARV- ------
YAT--iVEiiKEKBlAViNRKA-BHYREKlEJ

p||KD|G|T@DVT - - GWVL •
|E^TNiG|T@PVN--GWTI

|JRNRS||E@EVL--AMVG-
gvSv|D-SNE@VYR3FK|DD|TVL@PIL--AAVGK-
SSTQMNVCTE@SRRMTRQYCVQFWLQLASDAVIGPGGIKG
3TVKYD-YST@KFDigFHPED|NIK@EYG---AVGK-

94
94
94
93
94
94
91
93
93
93
90
91
87
98
90

:" l...il.l..1.1.B...............
99 i—baboon

67

74

57

96

99

e

48

47

100

rhesus

man

tamarin-jl

•tamarin-el

tamarin-al

rat

mouse

•pig

47

98

•xenopus

ostrich

chicken

•zebrafish

100

flounder-1

•flounder-2

0.2

2214 Protein Science, vol. 10



xxvii
Ostrich pituitary P-mjcroseminoprotein

pieté Drosophila genome. Many of the retrieved sequences
F \ showed partial alignment of half-cystines and little else.

Most often, the aligned half-cystines belong to domains of
proteins far larger than most MSPs. This could indicate that
this protein, and hence its function, appeared following di-
vergence of vertebrates from invertebrates. On the other
hand, it is possible that current algorithms cannot find re-
lated sequences in too distant species, leaving open the pos-
sibility that MSP-like proteins might be present in insects
too.

Inasmuch as expression and/or abundance of mRNAs
cannot be taken as conclusive evidence that a protein is
present in a given tissue (for example, see Andersen and
Seilhamer 1997), the presence ofMSP in reproductive and
nonreproductive tissues can conclusively be established
only through its purification or by immunocytochemistry.
Where these criteria have been met, MSP is generally as-
sociated with secretory cells, of both endocrine and exocrine
types. As mentioned in the Introduction, MSP has been
found in E-cells of the gastric mucosa (Ulvsbâck et al.
1989). Our identification of this protein in ostrich pituitary
extracts further supports this association. Furthermore, MSP
is found in significant amounts in chicken serum (0.06 g/L;
Wan- 1990). Thus, birds may possess an active endocrine
pathway of MSP secretion into plasma. The pituitary may
be one of the secreting endocrine organs. Indeed, using
primers corresponding to the reported chicken MSP cDNA,
we have been able to detect its mRNA by reverse transcrip-
tion-polymerase chain reaction (RT-PCR) in total RNA
from the brain of this bird (M. Mbikay and C. Lazure,
unpubl.).

In mammals, MSP appears to be most abundant in semi-
nal plasma (in humans, its concentration in this fluid is as
high as 0.9 to 2.2 g/L). It is also elevated in numerous other
body fluids, especially in nasal (0.009 to 0.011 g/L) and
trachéal (0.013 to 1.4 g/L) secretions (Weiber et al. 1990).

It is detectable in the plasma of asymptomatic men at a
concentration of -0.02 mg/L and at a slightly elevated level
in patients with prostate cancer (0.12 mg/L; Dubé et al.
1987b). Its serum level, however, is of no diagnostic or
prognostic value for this type of cancer (Von der Kammer et
al. 1993). The biological function of MSP remains un-
known. Whatever that function is, it is uncertain that it is the
same among species. In this context, it would prove inter-
esting and possibly revealing to examine the cellular and
tissular distribution of MSP in birds and in other distant
species such as amphibians and fish. Some preliminary im-
munofluorescence data with the chicken MSP tend to favor
its relation with bursa and thymus cells (Wan- 1990).

Structural studies on MSP are scarce. Disulfide pairing in
all of them has not been determined. Their sequences bear
no significant resemblance to proteins of known function.
These facts make it difficult to even speculate about their
biological functions. Indeed, the only structural data known
so far have indicated that the secondary structure of chicken
MSP shows negligible a-helicity but elevated p-sheet
(68%) content. This property is also shown by pi-i-micTO-
globulin, which is antigenically cross-reactive with MSPs
(Wan- 1990). A high R-sheet content is observed in the
epithelin/granulin protein family, another class of small pro-
teins with a high number of half-cystines (for review, see
Bateman and Bennett 1998). In the latter case, the overall
structure is composed of four stacked p-sheet structures that
are highly stabilized by a central axial rod of disulfide
bridges. On the other hand, there is no a priori reason to
consider the relationship of MSPs to epithelin/granulin to be
stronger than possible relationships to other classes of small
proteins highly rich in half-cystines, such as the defensin
family of endogenous antibiotic peptides (for review, see
Lehrer et al. 1991) or the disintegrin family of integrin
inhibitory peptides from snake venoms (for review, see
McLane et al. 1998). Interestingly, apart from the obvious

u

Fig. 5. (A) Multiple amino acid sequence alignment of mature p-microseminoproteins. Sequences retrieved from databases were
automatically aligned using the CLUSTAL W algorithm (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) and the Multalin v5.4.1 software (http://
www.toulouse.inra.fr). Gaps are indicated with dashes. Residues conserved in 14 of 15 sequences (>90%) are bolded and written in
white over a black background; those conserved in >11 of 15 sequences (>70%) are bolded and shaded. Continuous stretches of five
residues or more that are highly conserved among members of the same order (e.g., primates, rodents, aves, and fish) are boxed. The
P-microseminoprotein amino acid sequences were either obtained from previously reported sequences—human (Homo sapiens;
accession No. AJ13356; Mbikay et al. 1987), rhesus monkey (Macacca mulaita; accession No. M92161; Nolet et al. 1991), baboon
(Papio hamadryas anubis; accession No. U49786; Xuan et al. 1997), cotton-top tamarin (Sagiiinus oedipus; accession Nos. mspEl,
AJ010154; mspAl, AJ010158; and mspJl, AJ010I56; Mâkinen et al. 1999), porcine (Sus scrofa; accession No. S41663; Femlund et
al. 1994; Tanaka et al. 1995), rat (Rattus norvegicus; accession No. U65486; Femlund et al. 1996), marine (Mus musculus; accession
No. J89840; Xuan et ai. 1999), ostrich (Struthio camelus: this study), and chicken (Gallus galhis; Warr 1990)—or back-translated from
the reported cDNA sequences in the nonmouse and nonhuman expressed sequence tag entries maintained at the NCBI: chicken
(accession Nos. AI97928 and AWI98358), African clawed frog (Xenopus laevis; accession No. AW641318), zebrafish (Danio rerio;
accession No. AI497271), and the two Japanese flounder sequences (Paralichthys olivaceiis; accession Nos. C23089 and C23023). The
bovine (Bos taurus; accession No. AW336761) was not included in the alignment because its full sequence has not been reported. (5)
The phylogenetic tree of P-microseminoproteins. Based on the alignment shown in A, the phylogenetic tree analysis was conducted
using neighbor-joining analysis (Poisson correction) with the MEGA v2.0 software (http://www.megasoftware.net). The confidence
values obtained using a bootstrapping statistical analysis method are indicated on nodes; values of £95% are considered statistically
significant. The scale bar indicates the d value, which represents the number of amino acid substitutions per site.
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presence of an elevated content in half-cystine residues, all
of these three classes of peptides possess biological activi-
ties proposed at one time or another for MSP (see Table 1).
Together with the present demonstration of MSP-related
molecules in distant species, these relationships, as tenuous
as they are, might eventually lead finally to a clear defini-
tion of the biological activity of MSP >20 years after its
initial discovery.

Materials and methods

Purification of MSP from ostrich pituitaries

The protein was obtained following extraction of 1060 g of ad-
enohypophyses using the classical acid-acetone extraction proce-
dure previously described (Naudé and Oelofsen 1977). Briefly, the
resulting powder was submitted to NaCl-fractionation, and the
corticotropin-containing fraction D was recovered and further pu-
rifled through chromatography on a carboxymethyl-cellulose col-
umn using an ammonium acetate gradient for elution. The result-
ing fraction 6 (see Fig. l in Naudé and Oelofsen 1977) was puri-
fied on a Sephadex G-100 column, and the last eluting fraction 6D
was collected. The pooled fraction 6D was funher purified by
RP-HPLC and eluted using a n-propanol gradient. Fraction 6D-2,
elating between 15% and 20%, n-propanol was collected, lyoph-
ilized, and kept at -20°C. Earlier protein characterization studies
were performed using this fraction as starting material.

Chemical modifications and CNBr cleavage

The dried RP-HPLC fraction was dissolved in 0.4 M Tris-HCl
buffer (pH 8.4) containing 8 M urea and l mM EDTA. The protein
was reduced and alkylated using a two-step procedure: it was first
incubated for 30 min in the presence of 0.1 mM DTT before
treatment with iodo-[l-14C]-acetamide (5 p.Ci, 59 mCi/mmol; Am-
ersham Pharmacia Biotech), and it was then fully reduced and
alkylated using a 5x excess of unlabelled iodoacetamide over
DTT. The reduced and alkylated protein was desalted using a
PD-10 column (Biorad) using 0.1 M ammonium bicarbonate as
eluent; the resulting labeled fraction was dried and kept at -20°C
until used. Cleavage of 100 p,g of the reduced and carboxamidated
protein with CNBr was conducted in 70% acetic acid overnight at
room temperature in the dark; the resulting fragments were puri-
fied by RP-HPLC as described below.

Enzymatic digestion

The reduced and carboxamidated protein (100 (J.g) was dissolved
in 100 p.L of 0.1 M ammonium bicarbonate, and l [xg of endo-
proteinase Asp-N (Roche Diagnostics) was added. Incubation was
overnight at 37°C, and the resulting fragments were purified by
RP-HPLC as described below. Digestion of the C-terminal peptide
by Arg-C protease (Roche Diagnostics) was accomplished using
0.5 p.g of enzyme, reconstituted according to the manufacturer's
protocol in 100 (iL of 100 mM Tris-HCl containing 10 mM CaC^
(pH 7.6) overnight at 37°C. Digestion of the native ostrich MSP (1
p.g/p.L) was performed with trypsin (Miles-Seravac) using a 1:50
(w/w) ratio in 0.1 M pyridine-acetate buffer (pH 6.5) for 24 h at
37°C. All enzymatic reactions were stopped by acidification using
0.1% CF3COOH.

Peptide separation by RP-HPLC

Peptides resulting from the fragmentation mixtures were separated
and purified using a [jiRPC C2/C18 narrow-bore column (SC 2.1/
10; Amersham Phannacia Biotech) maintained at 30°C. They were
eluted using a 0.1% (v/v) TFA-acetonitrile system with linear gra-
dient of either 0 to 100% acetonitrile in 35 min or 10% to 45%
acetonitrile in 35 min at a flow rate of 200 p.L/min. The eluting
peaks were monitored through ultraviolet-absorbance at 225 nm
and collected manually in 100-p.L fractions, and radioactivity in
each fraction was measured using a scintillation counter. All sepa-
rations on HPLC were performed on an Applied Biosystems model
120A. A modification to the original configuration included addi-
tion of a manual rotating valve, allowing collection of the eluate
immediately after the detector flow cell through a narrow bore
PEEK tubing long enough to prevent degassing.

Isolation of the disulfide-linked peptides was accomplished on a
CSC-Exsil A300 Cig column (25 x 0.46 cm; Chromatography Sci-
ences Co.). The buffer system consisted of an aqueous 0.1% (v/v)
CF3COOH solution and an organic phase of acetonitrile containing
0.1% (v/v) CF3COOH. Elution was performed with a linear gra-
dient from 0% to 60% organic phase in 60 min following a 5-min
isocratic step at 0% at a flow rate of 1 .0 mL/min. The eluate was
monitored at 225 nm, and 500 ^L fractions were collected. A
Varian 9010 HPLC connected to a Varian 9050 ultraviolet-deteû-
tor was used. Aliquots of each fraction were screened by MALDI-
TOP as described below. Selected fractions were reduced and
alkylated as described above before mass analysis.

Edman degradation, amino acid. and mass
spectrometry analysis

Automated Edman degradation of the native RP-HPLC purified
protein was performed as described previously (Lazure et al. 1989)
using a gas phase sequenator from Applied Biosystems (model
470A). The resulting phenylthiohydantoin (PTH) amino acids
were analyzed directly on an Applied Biosystems (model 120A)
FTH-analyser. Automated Edman degradation of the reduced and
carboxamidated protein and fragments thereof was performed us-
ing an Applied Biosystems (model 477A) sequenator operated in
gas phase mode using Ar-methylpiperidine as coupling buffer and
directly linked to the PTH-analyser.

Amino acid analyses were performed in duplicate after hydro-
lysis of dried samples in 5.7 N HC1 in vacua for 18to 24 h at
110°C on a Beckman autoanalyser (model 6300) with a postcol-
umn ninhydrin detection system and coupled to a Varian DS604
integrator/plotter.

MALDI-TOF analysis of RP-HPLC-purified fractions was per-
formed on a Voyager DE-Pro MALDI-TOF instrument (PerSep-
tive Biosystems) equipped with a 337-nm nitrogen laser and a
delayed-extraction ion source. Positively charged ions were ana-
lyzed in linear, reflector, and PSD mode. Spectra were obtained as
the sums of ions recovered after 64 to 128 laser shots using an
acceleration voltage of 20 kV. In PSD mode, spectra were obtained
using ion reflector mirror ratio from 1.0 to 0.3 in decreasing steps,
as recommended by the manufacturer. The matrix solution was
freshly prepared using a saturated solution of a-cyano-4-hydroxy-
cinnamic acid (HCCA; Sigma-Aldrich) in 50% (v/v) acetonitrile
containing 0.3% TFA and was mixed in a 1:1 ratio with samples
in 0.1% TFA. For ladder sequencing, 0.3 p.L peptide solution (1
pmole/jjiL in 0.1% TFA) was mixed with an equal volume of
freshly prepared carboxypeptidase-P or -Y (0. l p-g/^L in 50 mM
sodium citrate buffer at pH 6.0; Roche Diagnostics) and incubated
at room temperature in a humid chamber for varying amounts of
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time (from 3 to 60 sec). At the end of incubation, 0.6 p.L of freshly
"^ prepared matrix solution was added and cocrystallisation left to

) occur at ambient temperature. For determination of disulfide
bridges, peptides, following reduction and alkylation, were depos-
ited on the MALDI-TOF plate using Cig ZipTip (Waters Corpo-
ration) prewetted with 2 x 10 p.L 50% acetonitrile in water and
equilibrated with 2x 10 p.L 0.1% CF3COOH. After aspiration of
the sample, bound peptides were eluted using 10 (J.L of HCCA
solution (10 mg/mL in 50% acetonitrile), and 2 p.L were spotted
directly on the sample plate.

Sequence analysis

Amino acid sequences and/or nucleotide sequences were analysed
using the Genetic Computer Group computer program package.
Automated searches in the various databases were performed
through the entrez search and retrieval system available at the
NCBI site (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) using the various
BLAST algorithms operating in batch mode. Sequence alignment
was accomplished using the Multalin v5.4.1 software (http://www. •
toulouse.inra.fr; Corpet 1988). Phylogenetic and molecular evolu-
tionary analyses were conducted using MEGA (Kumar et al. 1994)
version 2.0 (S. Kumar, K. Tamura, I.B. Jakobsen, and M. Nei, in
prep.) down-loaded from the MEGA site (http://www.megasoft-
ware.net). Peptide mass analyses were performed using the com-
puter programs maintained at the University of Califomia-San
Francisco site (http://www.donatello.ucsf.edu).

The sequence data have been deposited with the Protein Iden-
tification Resource (accession No. A59385; National Biomédical
Research Foundation, Georgetown University Medical Center,
Washington, DC).
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