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Résumé :

L’approche Module X a été créée dans le but de concevoir de petits peptides
modulateurs ayant des propriétés allostériques. Module X reproduit de petites parties
des portions extracellulaires flexibles des récepteurs. Ces petits peptides vont interagir
en s’interposant entre deux sous unités ou entre deux régions de la méme sous-unité
qui interagissent par des liens hydrogenes, des ponts salins ou des liens disulfure. Ces
régions sont spécialement choisies a 1’extérieur du domaine de liaison du ligand
orthostérique et sont situées dans les régions inter domaines, la portion juxta
membranaire ou dans les boucles. Etant donné que les boucles sont exposées durant
les changements de conformation, une séquence peptidique reproduisant certaines
régions de ces boucles pourrait s’insérer a un endroit approprié¢ dans la structure ou se
lier a son partenaire de signalisation dans le complexe protéique, ce qui aurait comme
effet de déplacer 1’équilibre de 1’ensemble vers un état particulier et modulerait ainsi la
signalisation. De cette facon, certaines voies de signalisation pourraient étre
partiellement inhibées tandis que d’autres voies ne seraient pas touchées puisque le
ligand orthostérique pourrait toujours se lier au récepteur.

Dans une premicre ¢étude, nous avons congu des peptides inhibiteurs du
récepteur de I’interleukine 1 (IL-1R/IL-1RACcP) plus précisément en reproduisant des
régions flexibles de la protéine accessoire, sous-unité signalisatrice du récepteur. IL-1
est un médiateur majeur de 1’inflammation, mais le seul antagoniste disponible est
I’analogue naturel de IL-1, IL-1Ra qui compétitionne avec IL-1 pour le site de liaison
sur le récepteur. Nous avons congu plusieurs peptides a partir des boucles de la
protéine accessoire. Un de ces peptides, rytvela (101.10) a démontré des propriétés de
non-compétitivité et de sélectivité fonctionnelle caractéristiques des modulateurs
allostériques. 101.10 bloque la prolifération des thymocytes et la synthése de PGE2
avec un ICsp de 1 nM mais une efficacité¢ de 100 % et 45 % respectivement et ne
déplace pas IL-1 radioactif dans des essais de radioliaisons. De plus, 101.10 n’a qu’un
effet minime sur 1’affinité de IL-1 pour son récepteur. 101.10 démontre, de plus, une
activité inhibitrice in vivo dans des modeles d’inflammation de I’intestin chez le rat
(efficacité supérieure aux corticostéroides et a IL-1Ra) et de dermatite chez la souris de
méme que dans un modele d’hyperthermie induite par IL-1.

La deuxiéme étude démontre que Module X peut étre utilis€ pour concevoir des
inhibiteurs pour une autre grande famille de récepteurs : les récepteurs couplés aux
protéines G. La vasopressine joue un role important dans 1’équilibre hydro-osmotique
et un moindre rdle dans la vasomotricité. Six peptides ont été congus a partir de régions
juxta membranaires du récepteur de la vasopressine V2R. Le peptide le plus actif,
VRQ397 (IC50 = 0,69 nM dans un modéle de vasorelaxation du crémastére), a
démontré de la sélectivité fonctionnelle en inhibant la synthése de prostacycline mais
sans inhiber ’activation de la protéine Gs et la génération d> AMP cyclique. Le peptide
VRQ397 ne pouvait déplacer le ligand naturel AVP marqué radioactivement; de méme
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VRQ397 radioactif ne se liait que sur V2R et non pas sur d’autres récepteurs de la
méme famille tel que VIR (récepteur de la vasopressine de type I).

Ces ¢études décrivent la caractérisation de petits peptides modulateurs de la
signalisation de IL-1R et V2R et présentant des propriétés de modulateurs
allostériques.



Abstract :

The Module X approach was conceived to generate small allosteric peptides
that do not (by definition) compete with the natural ligand to inhibit or modulate
signalling. Orthosteric inhibition blocks the entire signalling pathways while allosteric
modulators will bind to another site on the target and show functional selectivity. By
reproducing parts of the flexible regions (loops) of two receptors, the IL-1 and
vasopressin receptors, we generated small peptides that showed allosteric properties.

To prove our concept we started with a pro-inflammatory target: IL-1 receptor.
Interleukin (IL)-1 is a major pro-inflammatory cytokine which interacts with the IL-1
receptor I (IL-1RI) complex, composed of IL-1RI and IL-1R accessory protein (IL-
1RacP) subunits. Presently, there are no small antagonists of the IL-1RI complex.
Given this void, we derived 15 peptides from loops of IL-1RacP, which are putative
interactive sites with the IL-1RI subunit. Here we substantiate the merits of one of
these peptides, rytvela (we termed, 101.10), as an inhibitor of IL-1R and describe its
properties consistent with those of an allosteric negative modulator. 101.10 (ICsp = 1
nM) blocked human thymocyte proliferation in vitro, and demonstrated robust in vivo
effects in models of hyperthermia and inflammatory bowel disease as well as topically
in contact dermatitis, superior to corticosteroids and IL-1ra; 101.10 did not bind to IL-
IRI deficient cells and was ineffective in vivo in IL-1RI knockout mice. Importantly,
characterization of 101.10, revealed non-competitive antagonist actions and functional
selectivity by blocking certain IL-1R pathways while not affecting others.

The second study involved a representative of the biggest family of membrane
proteins: G-protein coupled receptors. Vasopressin type 2 receptor (V2R) exhibits
mostly important properties for hydro-osmotic equilibrium and to a lesser extent on
vasomotricity. Drugs currently acting on this receptor are analogs of the natural
neuropeptide, vasopressin (AVP), and hence are competitive ligands. Six peptides
reproducing juxtamembranous regions of V2R were designed and screened; the most
effective peptide, CRAVKY (labelled VRQ397), was characterized. VRQ397 was
potent (ICso = 0.69 + 0.25 nM) and fully effective in inhibiting V2R-dependent
physiological function (specifically DDAVP-induced cremasteric vasorelaxation; this
physiological functional assay was utilized to avoid overlooking interference of
specific signaling events). Dose-response profile revealed non-competitive property of
VRQ397; correspondingly, VRQ397 bound specifically to V2R-expressing cells, could
not displace its natural ligand, AVP, but modulated AVP binding kinetics (dissociation
rate). VRQ397 exhibited pharmacological permissiveness on V2R-induced signals as it
inhibited DDAVP-induced PGI, generation, but not that of cCAMP or recruitment of
— arrestin2. Consistent with in vitro and ex vivo effects as a V2R antagonist,
VRQ397 displayed anticipated in vivo aquaretic efficacy. Findings describe the
discovery of potent and specific small (peptide) antagonists of IL-1RI and V2R with
properties in line with an allosteric negative modulator.
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Partie A : Récepteurs et allostérisme
1. Historique :

1.1 Théorie Récepteur-Ligand

Le concept de récepteur est la notion la plus importante ayant émergé des
premiéres années de la pharmacologie. Les pharmacologistes avaient réalisé que
d’infimes quantités de composés pouvaient avoir des effets majeurs sur la physiologie
des systemes. De plus, de petits changements de concentrations de drogues pouvaient
entrainer de grandes différences d’activité biologique. Ceci a mené a la notion que
quelque chose sur et/ou dans la cellule devait « recevoir » et lire I’information amenée
par le composé et le traduire en effets physiologiques; d’ou la notion de récepteur, qui
existerait pour chaque composé actif. Un pionnier en la mati¢re, Paul Ehrlich, avait
d’ailleurs proposé¢ plusieurs termes pour ces récepteurs: chémorécepteurs,
amborécepteurs, tricepteurs et polycepteurs. Par ailleurs, John Newport Langley
(1852-1926) introduisit le concept d’interrupteurs recevant le signal et pouvant étre
bloqués ou activés au besoin par des molécules spécifiques (concept de modulation).

Depuis le début de la pharmacologie moderne, plusieurs modeéles ont été
¢élaborés pour décrire quantitativement les relations ligands-récepteurs. Ces modéles
mathématiques se refletent maintenant dans les différentes représentations graphiques
utilisées par les pharmacologues pour décrire les effets physiologiques de différents
composés. Ces concepts étaient basés sur les principes démontrés par la cinétique
enzymatique et ont servi a élaborer tous les outils d’investigation nécessaires pour
quantifier les effets biologiques des médicaments.

Les modeles mathématiques se sont avérés indispensables en pharmacologie
pour concevoir des expériences, prédire les effets des drogues et décrire des systémes

complexes.
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A I’époque, par contre, les outils permettant de faire de bonnes études de
structure fonction des récepteurs manquaient. Malgré tout, les enzymes pouvaient étre
¢tudiés in vitro (en tubes) et les principes d’allostérisme décrits plus tard pour les
GPCR (G-protein coupled receptors; récepteurs couplés aux protéines G) ont tous été
dérivés de théories déja €élaborées pour les enzymes (et les canaux ioniques). Voici un

résumé de I’évolution de ces modéles.

1.1.1 Théorie classique de I’occupation des récepteurs

La premiére théorie de la pharmacologie quantitative des récepteurs a été
introduite par Alfred Joseph Clark (1885-1941). Il a été le premier a suggérer que les
données compilées a partir des études d’activités biologiques (acétylcholine et
atropine) découlaient de I’interaction d’une molécule et d’une substance a la surface de
la cellule (1, 2).

Les théories de Clark allaient a I’encontre de la pensée plutét chaotique de
I’époque, car il était impossible de concevoir le lien commun entre les différentes
réactions physiologiques générées par des molécules comme 1’épinéphrine, par
exemple. Le concept de récepteur a permis d’identifier ce lien qui, ici, est en
I’occurrence, le récepteur B-adrénergique. Ce concept a aussi permis d’introduire de
I’ordre dans les principes physiologiques et pharmacologiques et d’amener les notions
d’association et dissociation, d’affinité et d’efficacité.

Clark a assumé que la liaison d’un ligand (agoniste) [A] a un récepteur R
suivait la loi d’action de masse tel que démontré par 1’isotherme d’adsorption de
Langmuir; celui-ci avait postulé que chaque molécule avait un taux caractéristique de
diffusions sur une surface et un taux de dissociation (condensation et évaporation)
correspondant en fait a 1’affinité d’une molécule pour sa « surface » (sa capacité de
liaison). Overhardus J. Ariens (1918-2002) a solidifié ces concepts et complété le
travail de Clark (3, 4). Il a introduit les concepts d’agonistes totaux et d’agonistes ayant
une « activité intrinséque diminuée » appelés plus tard agonistes partiels. Le véritable

but de ces travaux était de déterminer I’étendue des effets produits par les drogues sur
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les cellules et leurs relations avec les lois de la chimie physique, de prévoir et de
quantifier cette prédiction.

La formule principale : [A] o

Response = -----------
[A]+Ka

ou Ka est la constante de dissociation, révolutionna la théorie récepteur/agoniste en y
introduisant le concept de stimuli. Le récepteur avait la capacité d’activer une réponse
biologique qui implique non seulement 1’agoniste et le récepteur, mais aussi le tissu. La

magnitude du stimulus était donc fonction de D’efficacité, du tissu utilis¢ et de la

quantité de récepteurs disponibles.

1.1.2 Modgé¢le opérationnel

Le modéle classique d’occupation des récepteurs décrivait une relation
strictement linéaire entre [’agoniste et le récepteur (en terme d’occupation) ce qui
s’avéra rapidement limitant. En 1989, Black and Leff introduit un concept
révolutionnaire qui a permis de contourner le besoin de décrire I’efficacité par une
constante (5). L’efficacité biologique d’un ligand a générer une réponse biologique
découlait des observations expérimentales, c’est-a-dire de la relation saturable entre la
stimulation du récepteur et la réponse observée.

Ce mode¢le introduisit les notions de Epax (réponse maximale de I’agoniste) et
la constante d’équilibre de dissociation (KA) qui étaient dépendantes de la capacité de
I’agoniste a générer une réponse tissulaire (Kg). Il démontrait I’interrelation de la
réponse, de la transduction de signal et de ’occupation des récepteurs. C’était une
représentation unifiée de I’occupation du récepteur, de la stimulation et la production
du signal a travers le processus cellulaire. Ce systéme a permis la comparaison entre
plusieurs agonistes puisqu’il introduisit la possibilité d’identifier différentes activités

agonistiques pour un méme récepteur et systéme tissulaire.
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Les parameétres pharmacologiques sont encore aujourd’hui déterminés par le
modele opérationnel. Ce modele a jeté les bases de la caractérisation pharmacologique

de la relation agoniste-récepteur.

1.1.3 Modéle « Two-States »

Originellement développé pour les canaux ioniques par Del Castillo et Katz, ce
nouveau concept postulait que lorsqu’un canal était 1ié a 1’agoniste, il passait d’une
conformation fermée a une conformation ouverte (6).

Les mode¢les décrivant I’isomérisation des récepteurs entre différents états
conformationnels avaient déja été décrits par Katz et Del Castillo (1957) par leurs
travaux sur le récepteur nicotinique qui lie 1’acétylcholine et prédisaient I’apparition de
conformations actives découlant de I’isomérisation des récepteurs (ou canaux) en
présence du ligand. Katz et Del Castillo ont aussi observé qu’une portion de canaux
ioniques pouvait étre spontanément ouverte sans la présence d’agonistes. Donc ce
modele a permis I’introduction du concept d’activité constitutive.

Ces modeles furent appelés «two-states ou multi-state models » et
représenterent la premiere illustration d’un mécanisme de sélection conformationnelle.
Le «two-state model » ¢€tait un mécanisme de sélection ou le ligand se liait a une
conformation préexistante du récepteur et favorisait la formation de cette
conformation, ce qui était plus favorable énergétiquement que si le ligand induisait lui-
méme un changement de conformation. Les deux mécanismes étaient aussi utilisés par
les protéines pour induire la signalisation : la sélection et 1’induction étaient en fait
deux extrémes d’un mécanisme commun. Ce modele ne postulait pas nécessairement la
présence d’un deuxieme site de liaison pour un ligand allostérique. Il expliquait
I’allostérisme comme étant la conséquence d’une transition entre deux conformations
orthostériques.

Plus la complexité des protéines multimériques augmentait plus il y avait de
probabilités d’avoir des sites de liaison potentiellement allostériques. C’est pourquoi

nous avons commencé a étudier treés tot les canaux ioniques puisque ceux-ci avaient



19

déja démontré leur capacité de former des oligoméres pour leur activité. Au contraire,
les récepteurs comme les GPCR avaient été considérés originellement comme étant des
monomeres.

Le modele « Two-States » a été¢ appliqué aux récepteurs par Hall en 2000 (7)
(surtout les GPCR) et a servi de modele pour expliquer les résultats expérimentaux
démontrant I’activité constitutive de ces récepteurs en I’absence d’agonistes (8, 9).

Ce modg¢le s’est avéré en fait plutdt un concept et a introduit la notion primordiale
de conformations multiples et permis d’envisager la relation ligand-récepteur
autrement que par la simple loi de I’action de masse. Il a aussi mis en valeur

I’influence de la thermodynamique dans la pharmacodynamique.

1.1.4 Modéle ternaire (TCM)
Dérivé du modele « Two-State » pour I’adapter aux GPCR, le TCM s’est avéré

le mod¢le le plus simple pour décrire I’isomérisation ou un ligand A lié permettait au
récepteur R d’adopter une conformation conduisant soit a la signalisation directement
ou bien a la liaison avec une protéine G. Ce mode¢le introduisit de plus une constante
décrivant la coopérativité entre le site de liaison a la protéine G et le site de liaison au
ligand orthostérique (10).

Ce mode¢le introduisit pour la premiere fois le facteur allostérique de facon
formelle dans la description de la relation ligand-récepteur-complexe signalétique
(aussi introduite pour la premiere fois). La premiere interaction allostérique identifié¢e
pour les GPCR fut la protéine G et le complexe récepteur-protéine G fut isolé pour la
premiére fois par Limbird (11) et Ross (12). L’¢élaboration de modéles pouvant décrire
les relations existant entre les GPCR, les ligands orthostériques et un autre ligand a un
autre site était basée sur deux idées principales. La premiere découlait des travaux
effectués sur les canaux ioniques qui ont démontré comment 1’affinité sélective pour
certains états conformationnels pouvait biaiser la population de canaux (13). La
deuxiéme idée concernait le fait que certains récepteurs pouvaient transloquer a travers
les membranes et s’associer avec d’autres protéines membranaires. Cela impliquait que

plus d’un