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Les enképhalines

La nécessité a disposer de nouveaux traitements ciblant les différentes douleurs
neuropathiques et en particulier, la douleur aigue, demeure aujourd’hui un challenge. Ces
traitements doivent étre capables d’allier une plus grande efficacité et une meilleure tolérance
avec des marges de sécurité plus larges. Le traitement classique utilise un alcaloide, la morphine,
extrait du pavot a opium (Papaver somniferum), dont I’action mime les molécules analgésiques
endogenes appelées opioides. En effet, la morphine reconnait les récepteurs opioides et induit une
réponse analgésique intense dans I’organisme. Cependant, des effets secondaires graves peuvent
exister, comme la dépression respiratoire, la sédation, la constipation, la nausée, la tolérance et la
dépendance. Des stratégies alternatives d’exploitation des systemes opioides endogenes
constituent donc une piste sérieuse pour la mise au point de nouvelles molécules thérapeutiques.

Les principaux opioides endogenes dotés de propriétés antinociceptives sont les Met-
(NH2-YGGFM.coon) et Leu- (nm2-YGGFL coon) enképhalines. Ces peptides sont synthétisés dans
des neurones spécifiques, sous forme de précurseurs [267 résidus d’acides aminés ;
preproenképhaline (PENK)]. Aprés maturation par la Signal Peptidase dans le réticulum
endoplasmique, la structure primaire de la proenképhaline (31 kDa) contient plusieurs fois la
séquence de ces molécules bioactives, encadrées par des sites de maturation constitués par des
doublets d’acides aminés basiques (RR, KK, KR). Aprés hydrolyse, au niveau de ces sites, par
des endo- et exopeptidases spécifiques, les peptides matures sont libérés par un mécanisme Ca**-
dépendant et interagissent spécifiguement avec deux sous-types de récepteurs couplés a une
protéine G : les récepteurs opioides p (MOR) et les récepteurs opioides 6 (DOR). L'affinité des
enképhalines pour les MOR est similaire a celle de la morphine, tandis que leur affinité pour les
DOR est environ dix fois plus importante (Figure 1). Le role crucial des enképhalines dans le
contr6le de la douleur physiologique est validé par I'augmentation de la sensibilité aux stimuli
nociceptifs (douloureux) suscitée par I’inactivation du gene PREPROENK. Lorsque la Met-
enképhaline est injectée dans le cerveau des rongeurs, elle produit un effet morphinique
antinociceptif transitoire. Cet effet limité dans le temps est lié a la protéolyse spécifique de ces
peptides par deux métallopeptidases a zinc, I’endopeptidase neutre ou Néprilysine (NEP) et
I’aminopeptidase N (APN) qui clivent les enképhalines pour produire des métabolites inactifs
Tyr-Gly-Gly et Tyr, respectivement. (Figure 2, 3 ; pour revue, Roques et al.,2012)
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Enkephalins

Opioid
receptors

Morphine

Figure 1 : Les enképhalines endogénes (Met-enképhaline et Leu- enképhaline) se lient aux récepteurs opioides p
(MOR) et 0 (DOR). Les enképhalines ont une plus grande affinité pour DOR alors que la morphine a une plus
grande affinité pour MOR. Les ciseaux indiquent les sites de clivage de I’enképhaline par I'aminopeptidase N
(APN) et la néprilysine (NEP). (lllustration tirée de Roques et al., 2012)
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Figure 2 : Les enképhalines sont synthétisées aprés maturation post-traductionnelle du précurseur
préproenképhaline (PENK). Stockées dans des grandes vésicules synaptiques, les enképhalines sont libérées par
exocytose Ca’*-dépendante. A I'extérieur des cellules, les enképhalines interagissent spécifiquement avec les
récepteurs opioides, et leur signal est interrompu par I'action concomitante de deux métallopeptidases a zinc
(NEP et APN ; enképhalinases) qui génére des métabolites inactifs. Les concentrations circulantes des
enképhalines, qui modulent la réponse physiologique analgésique, sont augmentées en présence d’un « double
inhibiteur » des enképhalinases (DENK). (lllustration tirée de Roques et al., 2012)
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Les opioides endogénes sont présents a tous les niveaux de contréle de la douleur : ils
sont largement distribués dans le systeme nerveux central, la moelle épiniére et les organes
périphériques. A la périphérie, les opioides endogenes sont présents dans les cellules épithéliales
de l'intestin et du foie, des articulations, des poumons, des testicules et de la peau, ainsi que dans
différents types de cellules du systéme immunitaire, y compris les oligodendrocytes et les cellules
de Schwann entourant les fibres nerveuses.

Les récepteurs opioides [ et & sont principalement situés dans les terminaisons des fibres
afférentes présynaptiques de la corne dorsale de la moelle épiniére, alors que la NEP se trouve au
niveau des interneurones. La distribution de la NEP et de I’APN dans le cerveau se chevauche
avec celle des MOR et DOR dans les structures impliquées dans le contréle de la douleur et des
émotions, telles que le thalamus, le cortex et le systéeme limbique. (Figure 3 ; pour revue Roques
etal., 2012)

L’inhibition de la dégradation des enképhalines, par la NEP et I’APN, augmente leurs
concentrations basales extracellulaires pres de leur site de libération, donc le fait de bloquer la
NEP et I’APN est limité aux récepteurs opioides locaux. L'intensité de la réponse dépend donc :
i) du taux d’enképhalines libérées par un stimulus donné ; ii) du nombre de récepteurs opioides ;
iii) de l'activité des métallopeptidases a zinc. Ces trois facteurs varient selon les voies neuronales
impliquées et le type de stimulations. Lorsqu'ils sont administrés par voie systémique, les
inhibiteurs sélectifs de la NEP n'ont pas d'effets analgésiques significatifs chez le rongeur ou
I”’humain du fait d’une stimulation insuffisante des récepteurs opioides, suite a la dégradation des
enképhalines. Cette constatation a conduit a la proposition que la combinaison d’inhibiteurs
ciblant aussi bien la NEP que I’APN pourrait étre plus efficace et des résultats prometteurs ont
été obtenus dans ce sens pour soulager différentes douleurs provoquées chez les animaux. Ces
résultats ont donc encouragé le développement d’inhibiteurs double NEP-APN (DENK). (pour
revue Roques et al., 2012)

Les opioides endogénes sont présents dans les neurones sensoriels primaires, offrant la
possibilité de soulager, ou du moins de réduire la sensation douloureuse. En outre, plus de 50%
des effets de la morphine sont attribuables & la stimulation des neurones périphériques. Par
conséquent, le développement des inhibiteurs DENK a mis I'accent sur le traitement de la douleur
neuropathique et inflammatoire avec des molécules incapables d’atteindre le cerveau et qui sont

donc dépourvues de possibles troubles du comportement. Les résultats obtenus avec PL37, I'un
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des premiers inhibiteurs DENK synthétiques, actif par voie orale dans divers modeles animaux,

ont révélé un effet analgésique intéressant. PL37 est le premier inhibiteur DENK a entrer en

phase d’essais cliniques. (pour revue, Roques et al., 2012)
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Figure 3 : Voie de signalisation d’opioides endogenes : schéma du mécanisme d’action et du métabolisme des

enképhalines. (lllustration tirée de Roques et al., 2012)
Il.  Le systéme opioide endogéne

1. Généralités

L’interaction entre les peptides et les récepteurs opioides représente le systéme opioide

endogene (Figure 3). Les récepteurs opioides sont largement distribués dans le systeme nerveux

central ainsi que dans plusieurs tissus périphériques. Cette large distribution est liée a

I'importance du rdle que le systéme opioide joue dans le contr6le de plusieurs réponses

physiologiques, telle que la nociception, le comportement émotionnel, I'apprentissage, la
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mémoire et la régulation des circuits de récompense. (pour revue,(Bodnar,2008) L’existence de
récepteurs membranaires spécifiques des opiacés dans le cerveau a été montré pour la premiére
fois en 1973 par trois groupes de chercheurs différents (Pert & Snyder,1973 ; Terenius,1973).
Quelques années plus tard a été démontré que ces sites de liaison ne sont pas homogénes (pour
revue, Bodnar, 2008 ; Lord et al., 1977 ; Gilbert & Martin, 1976). Dans les années 90 ont été
réalisés le clonage et la caractérisation moléculaire des trois différents types de récepteurs
opioides: mu (W), delta (5) et kappa (k) (Chen et al., 1993 ; Evans et al., 1992 ; Kieffer et al., 1992
; Yasuda et al., 1993). Les récepteurs opioides appartiennent a la superfamille des récepteurs
couplés a des protéines G (a sept hélices transmembranaires), I’activation de ces derniers induit
au niveau cellulaire des effets inhibiteurs : diminution de la synthese d’AMPc, de I’activité des
canaux Ca2+ voltage-dépendant et de I’ouverture de canaux K+ (Law et al., 2000). Le récepteur
cloné en 1994 et baptisé nociceptine/orphanine FQ (ORL1) est le quatrieme membre de la famille
des récepteurs opioides (Mollereau et al., 1994). Une forte homologie existe entre ce récepteur et
les autres récepteurs opioides, mais n’a pas d’affinité en ce qui concerne les ligands classiques
comme la naloxone (Mollereau et al., 1994).

2. Distribution et réles

Gréce aux techniques de liaison (Goodman et al., 1980 ; Waksman et al., 1986), d’hybridation in
situ (Mansour et al., 1995) et d’immunohistochimie (Arvidsson et al., 1995 ; Mansour et al.,
1996), la distribution de récepteurs opioides a été obtenue (Figure 4). Les récepteurs opioides p
sont distribués préférentiellement dans le thalamus, le striatum, le locus coeruleus et le noyau du
tractus solitaire. Les récepteurs & sont trouvés surtout au niveau du cortex, le striatum et les
noyaux du pont, et les récepteurs kappa dans I’hypothalamus, le noyau accumbens, la substance
noire, I’aire tegmental ventral et le noyau du tractus solitaire. En ce qui concerne le récepteur
ORL1, les plus hautes densités de sites de liaison ont été trouvées dans le cortex, I’amygdale,
I’hippocampe postérieur, le thalamus, I’hypothalamus, les noyaux mamillaires, le locus coeruleus
et le noyau du raphé dorsal (Florin et al., 1997). Les récepteurs et les peptides opioides sont
largement exprimés dans le cerveau. La Figure 4 présente une vue d'ensemble de I'anatomie du
systeme opioide dans le cerveau de rongeurs (souris et rat). La figure 4-A résume le schéma de
distribution anatomique des récepteurs mu, delta et kappa, tel que déterminé par autoradiographie
de ligand opioide et la distribution des corps cellulaires exprimant des récepteurs opioides et en
fonction de la détection des ARNm par hybridation in situ (ISH).
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Figure 4 : Distribution anatomique des récepteurs opioides (A) et des peptides opioides (B) dans le cerveau de rongeur.
L'expression protéique des récepteurs et des opioides endogénes a été quantifiée par autoradiographie a I'aide de
ligands radiomarqués et par immunohistochimie respectivement alors que I'expression de I'ARNm a été quantifiée par

hybridation in situ. Tiré de (Le Merrer et al., 2009). Abréviations: Amb, noyau ambiguus; AD, thalamus antérodorsal; AL,
lobe antérieur de I'nypophyse; AON, noyau olfactif antérieur; Arc, noyau arqué de I'hypothalamus; BLA, noyau basolatéral de
I'amygdale; BNST, noyau du lit de la strie terminalis; CeA, noyau central de I'amygdale; CI, claustrum; CL, thalamus
centrolatéral; CM, thalamus centromédial; CoA, noyau cortical de I'amygdale; CPu, caudé putamen; CrbN, noyaux cérébellar;
DMH, I'hypothalamus dorsomédial; DMR, raphé dorsal and média ; DTN, noyau dorsal tegmental; En, cortex endopiriform; Ent,
cortex entorhinal; FrCx, cortex frontal; G, noyau gelatinosus, thalamus; G/VP, globus pallidus/ventral pallidum; HbL, latéral
habenula; HbM, médial habenula; HPC, hippocampe; IL, lobe intermediaire de I'hypoophyse; IP, noyau interpeduncular; LC,
locus coeruleus; LD, thalamus latérodorsal; LG, , thalamus latéral geniculé; LH, hypothalamus latéral; LRN, noyau réticulé
latéral; MD, thalamus médiodorsal; Me, éminence médiane; MEA, noyau médiale de I'amygdale; MG, médial géniculé; MM,
noyau mammillaire médial; MV, noyau vestibulair médial; NAc, noyau accumbens; NL, lobe neuronal de I'hypophyse; NRGC,
noyau reticularis gigantocellularis; NTS, noyau du tractus solitaire; OCx, cortex occipital; PAG, substance grise periaqueductal;
PCx, cortex pariétal; Pir, cortex piriform; PN, noyau pontin; PnR, pontine reticular; PO, thalamus postérieur; POA, aire
préoptique; PPTg, noyau pedunculopontine; PrS, presubiculum; PV, thalamus paraventriculaire; PVN, hypothalamus
paraventriculaire; RE, thalamus reuniens; RN, noyau rouge; RM, raphé magnus; SON, noyau supraoptique; SN, substance noire;
SNT, noyau trigéminal sensoriel; STN, nucleus trigeminal spinal; TCx, cortex temporal; Th, thalamus; Tu, tubercule olfactif; Tz,
nucleus trapezoide; VL, thalamus ventrolatéral; VM, thalamus ventromédial; VMH, hypothalamus ventromedial; VPL, thalamus
ventropostérolatéral; VTA, aire tegmentale ventral; ZI, zona incerta.
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La Figure 4-B illustre la distribution des peptides opioides contenant des fibres neuronales et les
corps cellulaires, déterminée par immunohistochimie, afin de compléter la cartographie des corps
cellulaires opioides, des ISH ont été effectuées.

D’autre part, trois familles de peptides endogénes: proopiomélanocortine (POMC),
proencéphaline (PENK) ou prodynorphine (PDYN) ont également été identifiés et clonés. Ces
précurseurs générent plusieurs peptides opioides: B-endorphine; met- et leu-enképhaline ;
dynorphines et néo-endorphines, respectivement (Kieffer & Gaveriaux-Ruff, 2002). Dans le lobe
intermédiaire de I’hypophyse est produite essentiellement la propiomelanocortine, mais elle est
aussi retrouvée dans des neurones de I’hypothalamus et du tronc cérébral (Meador-Woodruff et
al., 1988). Dans le cerveau sont trés largement distribués Les dérives de la proenképhaline. Le
striatum est la région la plus riche en ARNm de la proenképhaline et en peptides dérivés de ce
précurseur, et la majorité de ces neurones enképhalinergiques innerve le globus pallidus. De
fortes concentrations d’ARNm de la proenképhaline sont présentes également dans de nombreux
noyaux hypothalamiques (Pittius et al., 1985). Sinon dans d’autres régions cérébrales, comme le
noyau accumbens, I’amygdale, le septum latéral, I’hippocampe, le thalamus, le bulbe et les
tubercules olfactifs, le cortex, les enképhalines sont impliquées dans le contrdle physiologique de
la douleur, la respiration et les fonctions motrices (Hollt et al., 1986). Dans le cerveau, sont
largement distribués les dérivés de la prodynorphine, notamment dans des noyaux qui renferment

de la béta-endorphine ou des dérivés de la proenképhaline (Khachaturian et al., 1985).
3. Peptides - Récepteurs opioides et affinité

La différence d’affinité entre les peptides opioides endogénes pour chaque type de
récepteur révele que la met- et la leu-enkephaline montrent une meilleure affinité pour les
récepteurs &, les dynorphines et néoendorphines pour les récepteurs k et la beta-endorphine

manifeste une affinité préférentielle pour les récepteurs p (Roth-Deri et al., 2008).

Un autre peptide opioide endogéne N/OFQ a été découvert plus récemment, il présente
une forte affinité pour le récepteur nociceptine/orphanine FQ (Meunier et al., 1995). Dans les
neurones de multiples structures situées au niveau du diencéphale et du tronc cérébral est déetecté
I’ARNmM de ce peptide N/OFQ (lkeda et al., 1998). Enfin les endomorphines 1 et 2, sont deux
autres peptides identifiés comme de possibles ligands endogenes sélectifs des récepteurs p
(Zadina et al., 1997).
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Les peptides opioides endogénes sont inactivés par un mécanisme de dégradation
enzymatique. Deux enzymes sont impliquées dans la dégradation des enképhalines endogenes : la
NEP qui coupe la liaison Glycine-Phénylalanine ; et I’APN qui hydrolyse la liaison Tyrosine-
Glycine (Roques et al., 1993). Pour concevoir de maniére rationnelle des inhibiteurs hautement
spécifiques, il faut s’intéresser au mécanisme catalytique ainsi qu’a la spécificité de substrat de

ces enzymes, ainsi que de celles de la méme famille et des familles voisines.

I, Lafamille M1 : les aminopeptidases a zinc essentiel a la catalyse

La famille M1 regroupe a ce jour exclusivement des aminopeptidases. Il existe plus de
2000 proteines identifiées réparties entre les Archées, les Bactéries et les Eucaryotes (de la
Levure aux Mammifeéres en passant par les Insectes et les Plantes), mais elles sont absentes chez
les virus. Cette famille se situe dans le clan MA caractérisé par la présence au sein de leur
séquence d’un motif HEXXH dans lequel les deux histidines sont les ligands d’un atome de zinc
et ou le glutamate joue un réle essentiel dans I’activité catalytique. La famille M1 appartient au
sous-clan des gluzincines, défini par la présence d’un autre glutamate situé 19 résidus en aval du
motif HEXXH et jouant le réle de troisieme ligand du zinc. Une seconde signature, le motif
GXMEN, situé 22 a 38 résidus en amont de la premiere, intervient dans la fixation et la
reconnaissance du substrat (Rawlings & Barrett, 1995 ; Iturrioz et al., 2001). L’APN humaine (h-

APN) présente peu d’identité de séquence avec les autres membres de la famille (Tableau 1).

Identité de séquence
Membre de la famille M1 9
iy - o avec h-APN
dont la structure tridimensionnelle a été résolue . .
(UniProtKB/Swiss-Prot P15144)
Aminopeptidase 1 humaine du réticulum endoplasmique

ERAP1 31%

(UniProtks/Swiss-Prot ID Q9NZ08) °

ERAP? Aminopeptidase 2 humaine du réticulum endoplasmique 30 %

(UniProtKB/Swiss-Prot ID Q6P179) °

« Tricorn Interacting Factor F3 » de Thermoplasma acidophilum

TIFF3 ) . 22%
(UniProtKB/Swiss-Prot ID 093655)

PFA-M1 M1 Aminopep.tidase neut.re de Plasmodium falciparum 17 %
(UniProtkB/Swiss-Prot ID 096935)

pepN Amin.opeptidase.-N d’Escherichia coli 14%
(UniProtKB/Swiss-Prot ID P04825)
Leucotriéne A4 hydrolase humaine

LTA4H 14 %

(UniProtKB/Swiss-Prot ID PO9960) i

ColAP « Cold-Active » Aminopeptid_ase de Colwellia psychrerythraea 14%
(UniProtkB/Swiss-Prot ID Q7WVY1)

Tableau 1 : Identité de séquence entre I’APN et les membres de la famille M1 dont la structure tridimensionnelle
a éte résolue. L outil alignement de séquences du serveur UniProt a été utilisé (Jain et al., 2009)
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Dans ce tableau, 3 enzymes sont exprimées chez les mammifeéres

-  ERAP1 et ERAP2 : les aminopeptidases sont présentes dans le réticulum endoplasmique,
des enzymes multifonctionnelles et impliquées dans la régulation des réponses
immunitaires et inflammatoires ainsi que dans une maladie chronique, la spondylarthrite
ankylosante (maladie inflammatoire chronique des articulations sacro-iliaques et de la
colonne vertébrale) (Tsui et al., 2010).

- LTA4H: la leucotriene A4 hydrolase [EC.3.3.2.6] : est une enzyme bifonctionnelle qui
présente une activité époxyde hydrolase et aminopeptidase. Elle participe via son activité
époxyde hydrolase a la biosynthése du leucotriéne B4, un puissant médiateur lipidique de
I’inflammation, et via son activité aminopeptidase, a I’hydrolyse du peptide PGP limitant
ainsi le processus inflammatoire (Snelgrove et al., 2010). Cette enzyme a donc deux

activités distinctes qui interviennent dans deux mécanismes de « fonctions opposées ».

Cette famille de métallo-aminopeptidases présente un repliement tres similaire, bien que
I’homologie de séquence soit partielle. La comparaison des alignements de séquence de I’APN
avec I’ensemble des séquences des structures répertoriées dans la PDB (« Protein Data Bank »),
confirme I’homologie structurale entre ces enzymes (Figure 5). L’analyse est effectuée a I’aide
du logiciel HHpred (Soding, 2005).

T N . FRAP?
ERAP1
e - ¥ e  TIFF3

- | Y e  PfA-M1
I ——— M\PN (N. meningitidis)
A . pepN

ColAP

T T —— | TA4H

Figure 5 : Identification d’homologues structuraux a I’aide du logiciel HHpred78 (Soding, 2005). La séquence
protéique de h-APN (en noir) est comparée a I’ensemble des séquences des structures répertoriées dans la PDB.
Seules les protéines pour lesquelles la probabilité de I’homologie structurale est de 100% sont représentées (en
rouge). Aminopeptidase 2 du réticulum endoplasmique humain (ERAP2 ; Code PDB 3se6), Aminopeptidase 1 du
réticulum endoplasmique humain (ERAP1 ; 2xdt), « Tricorn Interacting Factor F3 » de Thermoplasma acidophilum
(TIFF3 ; 1z5h), M1 alanyl-Aminopeptidase neutre de Plasmodium falciparum (PfA-M1; 3ebh), Aminopeptidase N
de Neisseria meningitidis (APN; 2gtq), Aminopeptidase N d’Escherichia coli (PepN ; 3b34), « Cold-active »
Aminopeptidase de Colwellia psychrerythraea (ColAP ; 3cia), Leucotriéne A4 Hydrolase de Saccharomyces
cerevisiae (LTA4H; 2xq0).

D’un point de vue structural, le domaine C-terminal (Figure 6 ; en magenta) est le
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domaine protéique qui a été le moins bien conservé au cours de I’évolution. Il est par exemple,
constitué de 10 hélices dans la LTA4H, 17 pour pep N ou encore 16 pour ERAP1. A I’inverse du
domaine catalytique (en vert) qui est trés conservé, contenant I’atome de zinc, essentiel a la
catalyse. Le repliement de ce dernier dérive de celui de la Thermolysine [EC.3.4.24.27], qui
semble étre un ancétre commun a ces metallo-aminopeptidases (Nguyen et al., 2011 ; Birtley et
al., 2012).

Thermolysine

o~ A W
\ -

Domain IV
S 614-041
—

526-613 {

Figure 6 : Structure tridimensionnelle de métallo-aminopeptidases de la famille M1 et de la Thermolysine
(ancétre commun), représentation en ruban adapté de (Nguyen et al., 2011)
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Les séquences des structures primaires révelent la présence du motif HEXXH-Xg-E de
fixation du zinc et GXMEN (Figure 7), indispensable a la reconnaissance de I’amine libre en
position N-terminale du substrat peptidique ou protéique. Tous les membres de cette famille ont
cette caractéristique, sauf I’aminopeptidase O, elle apparait étre une exception car ce motif a pour
ségquence LGMAS (Diaz-Perales et al., 2005)

Ap-N GLVTYRENSLLFDPLSSSSSNKERVVTVI OQWFGNLVTIEWWNDLWLNEGFAS 397
Ap-Q GLMIFDESGLLLEPKDQLTEKRKKTLISYVVS OWFGNLVTMNWWNNIWLNEGFAS 424
TRH-DE GLSIFVEQRILLDPSVSSISYLLDVTMVI OWFGDLVTPVWWEDVWLKEGFAH 449
PSA GLVTYRETALLIDPKNSCSSSRQWVALVV QWFGNLVTMEWWTHLWLNEGFAS 361
Ap-A GLITYRETNLLYDPKESASSNQQRVATVV, OQWFGNIVTMDWWEDLWLNEGFAS 402
ERAP1 GLTTYRESALLFDAEKSSASSKLGITMTV. OWFGNLVTMEWWNDLWLNEGFAK 362
ERAP2 GLITYRETSLLFDPKTSSASDKLWVTRVI OWFGNLVTMEWWNDIWLKEGFAK 379
IRAP GLLTFREETLLYDSNTSSMADRKLVTKII QWFGNLVTMKWWNDLWLNEGFAT 471
LTA4H CLTEFVTPTLLAGD SWIGNLVTNKTWDHFWLNEGHTV 305
RNPEPL1 CLTFIISSILESD SWFGNAVTNATWEEMWLSEGLAT 362
Ap-B CLTFVTPCLLAGD SWFGNLVTNANWGEFWLNEGFTM 334
Ap-0 HIMFLSQSILTGG WFGLAIGARDWTEEWLSEGFAT 488

Figure 7 : Alignement partiel des séquences primaires de la région catalytique des 12 métallo-aminopeptidases de
la famille M1 chez les mammiféres. Le programme clustal a été utilisé pour aligner les séquences humaines de
I’aminopeptidase N (Ap-N, P15144), I’'aminopeptidase Q (Ap-Q; Q6Q4G3), I’enzyme de dégradation de
I’hormone relarguant la thyrotropine (TRH-DE ; Q9UKUSG), I’aminopeptidase sensible & la puromycine (PSA ;
P55786), I’aminopeptidase A (Ap-A ; Q07075), les aminopeptidases du réticulum endoplasmique (ERAP1 et 2 ;
Q9NZ08 et Q6P179), I’aminopeptidase régulée par I’insuline (IRAP ; Q9UIQ6), la leucotriene A4 hydrolase
I’aminopeptidase O (Ap-O ; Q8N6M6). (LTA4H ; P09960); I’aminopeptidase B-like 1 (RNPEP-L1 ; Q9HAUS),
I’aminopeptidase B (Ap-B ; Q9H4A4) et I’aminopeptidase O (Ap-O,Q8N6M6E).

IV.  Aminopeptidase N et Endopeptidase neutre

La NEP et I’APN sont des Zn?* métallopeptidases transmembranaires avec un site
catalytique extracellulaire qui leur permet d’hydrolyser des peptides tels que les enképhalines.
De maniere plus générale, les métallopeptidases (plus de 100 familles a ce jour en se référant a la
banque de données MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk/cgi-bin/family) sont des enzymes

ubiquitaires qui participent a tous les grands processus physiologiques, ainsi leur dérégulation
conduit a des maladies comme les cancer, I’inflammation les infections microbiennes, les
agressions neurologiques et les troubles cardiovasculaires. C’est pour cette raison que le clivage
des liaisons peptidiques par les métallopeptidases est essentiel a la vie. L’activité catalytique de la
plupart de ces métallopeptidases dépend de la présence dans leur site actif d’un ou deux ions
métalliques tels que le zinc (le plus répandu), le cobalt ou le manganése. La plupart de ces
métallopeptidases fixent un ion Zn?* dans leur site actif. Les enzymes rangées dans le clan MA
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de la classification internationale (lumB ; Enzyme Nomenclature;

http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/) posseédent un motif HEXXH, qui comprend deux

histidines liant le cation et une glutamate ayant une fonction catalytique. Un 3°™ ligand du cation
Zn** est nécessaire, cela peut étre un résidu glutamate, histidine ou aspartate (42 familles
différentes a ce jour). L’APN et la NEP appartiennent respectivement aux familles M1
(HEXX1sHE) et M13 (HEXXsoHE) et possédent un glutamate jouant le role de 3*™ ligand du
cation Zn?*. Des études ont montré que les sites catalytiques et les mécanismes enzymatiques de
la NEP et de I’APN présentaient des similitudes et s’apparentaient notamment avec ceux de la
thermolysine qui appartient & la famille M4 (HEXX2.33HE).

1. NEP

1.1. Généralités

La néprilysine NEP (EC3.4.24.11) est également une Zn**-ectopeptidase (Vallee & Auld,
1990). Elle est spécifiquement exprimée chez les Mammiféres (Kenny et al., 1987). Cette
endoprotéase hydrolyse les liaisons peptidiques en NH,-terminal des résidus hydrophobes
phénylalanine, tyrosine, leucine et valine (Phe, Tyr, Leu, Val). La NEP est une protéine
monomérique de 90-100 kDa, fortement glycosylée qui est également connue sous les noms
suivants : neutral endopeptidase, CALLA (Common Acute Lymphoblastic Leukemia Antigen),
ou enképhalinase (Letarte et al., 1988). Elle posséde un court domaine intracellulaire et un large
domaine extracellulaire qui porte le site actif de I’enzyme. Il s’agit d’une zinc-métalloprotéase
qui clive préférentiellement les peptides circulants d’une taille inférieure a 5 kDa. Elle est
impliquée dans I’inactivation de nombreux peptides biologiquement actifs, comme la substance
P, les endorphines, les enképhalines et la neurotensine (Roques et al., 1980). Elle est présente a
la surface de nombreux types cellulaires et intervient dans plusieurs fonctions physiologiques en
inactivant des peptides régulateurs tel que le facteur atrial natriurétique (Roques et al., 1993).

La séquence de la NEP a été déterminée par clonage de son ADNCc a partir de plusieurs
especes (Devault et al., 1988 ; Malfroy et al., 1987 ; Malfroy et al., 1988). La NEP est
considérée comme le prototype d'un groupe de métallopeptidases qui comprend les enzymes de
conversion de I'endothéline (ECE-1 et ECE-2), de la surface des erythrocytes, et le produit du

gene PEX. Elles appartiennent a la sous-famille M13 des endopeptidases neutres de
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Mammiferes et sont constituées d'un domaine cytoplasmique N-terminal court, suivi d'une
seule helice transmembranaire, et d’un large domaine extracellulaire C-terminal qui contient le
site actif (HYP Consortium 1995 ; Emoto & Yanagisawa, 1995 ; Lee et al., 1991 ; Shimada et
al., 1994). Le domaine extracellulaire de la NEP contient 12 résidus cystéine (C), tous
impliqués dans des ponts disulfures, dont dix sont conservés dans la CEE, KELL, et PEX
(Figure 8). L'homologie globale entre NEP et ECE-1, la CEE-2, KELL et PEX est de 35%,
30%, 31% et 25%, respectivement, mais augmente a 51%, 44%, 43%, et 39% si seulement les
250 derniers résidus C-terminaux sont considérés. Ce degré de similitude est suffisant pour

indiquer que ces protéines partagent une origine commune et un repliement similaire.

SLS VLV LLLTII AVTMIAL YATYDLG N FREKAL

V VLV VLLAAG

ARR VLTAILILGL LLC

o E

) TLAIZEAAGT

AS WTAEKAIAQL NS
n

DLVDWN WTOQSA

DGNLRFN WENSSV

Figure 8 : Alignement multiple de séquences de métallopeptidases de mammifére NEP, ECE, KELL et PEX. Les
hélices a, des cylindres remplis, brins g, cylindres ouverts, sont dessinés au-dessus de la séquence. (Oefner et al.,
2000)

1.2. Meécanisme enzymatique et spécificité du substrat

Les proprietés catalytiques de la NEP ressemblent a celles d'un groupe d’endopeptidases
bactériennes zinc-dépendantes dont la mieux caractérisée est la thermolysine (TLN). Des études
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de structure-activité ont montré que TLN et NEP clivent la liaison peptidique de leurs substrats
du coté amine des résidus hydrophobes et que les deux enzymes sont inhibées par le méme type
de molécules, telles que le phosphoramidon et le thiorphan, avec la méme dépendance
stéréochimique (Benchetrit et al., 1987 ; Fulcher et al., 1982 ; Hersh & Morihara, 1986). Bien
qu'il y ait une homologie tres limitée entre les structures primaires des enzymes bactériennes et
celles des mammiféres, Elles sont caractérisées par deux séquences consensus HEXXH et
EXXXD, impliquées dans la liaison au cation zinc et la catalyse (Tronrud et al., 1992).

L'analyse de I’alignement de séquences de métallopeptidases de mammifére suggere
d'importantes similitudes dans leurs sites actifs. Les résidus putatifs impliqués dans la
coordination de zinc, la catalyse et la liaison du substrat ont été identifiés dans la NEP par des
expériences de mutagenese dirigée (Benchetrit et al., 1988 ; Devault et al.,1988 ; Devault et al.,
1988 ; Dion et al.,1993 ; Dion et al., 1995 ; Le Moual et al., 1991 ; Le Moual et al., 1994).
Dans un premier temps la structure tri-dimentionnelle observée pour la famille de la TLN a été
utilisée pour générer une modele de la région du site actif de la NEP, afin de concevoir de
nouveaux inhibiteurs (Gaucher et al., 1999 ; Ksander et al., 1997 ; Ksander et al., 1997 ;
Tiraboschi et al., 1999). En I'absence d'informations structurales pour la famille de la néprilysine
et pour reéussir la conception d'inhibiteurs puissants et sélectifs, la structure tridimensionnelle de
la NEP humaine a été caractérisée par cristallographie aux rayons X en présence de l'inhibiteur
phosphoramidon. (Figure 9, 10 ; Oefner et al., 2000)

2. L’aminopeptidase N
2.1. Généralités

Les aminopeptidases sont des exopeptidases présentes entre autres chez les mammiféres
sous forme soluble ou associées aux membranes, elles catalysent I’hydrolyse des liaisons
peptidiques d’un ou plusieurs résidus situés a I’extrémité N-terminale de peptides ou de
protéines. Elles se répartissent dans différents groupes en fonction du nombre d’acides amines
libérés. Si I’enzyme retire un, deux ou trois résidus on parle alors d’aminopeptidase, de

dipeptidyl aminopeptidase et de tripeptidyl aminopeptidase.

Dans la classification internationale des enzymes (IUMB; Enzyme Nomenclature;

http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/) chacune d’entre elle est représentée par un code. Ce
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dernier se base sur I’activité de I’enzyme, le type de réaction chimique catalysée et la nature du

substrat. Il se traduit par les lettres EC suivies de quatre nombres.

Figure 9 : Topologie en Ruban de la NEP complexée avec le phosphoramidon (a) : vue Stéréoscopique d'un
modele structural de la néprilysine humaine, montrant le domaine catalytique 1 (violet), le domaine 2 (bleu),
et les trois fragments de liaison inter-domaines (cyan). L’état de transition mimétique du phosphoramidon est
représenté dans la représentation CPK. Des sites de glycosylation et les ponts disulfures sont indiqués. (b)
schéma topologique de la NEP. Le code couleurs est le méme que Figure 8. (Oefner et al., 2000)

Figure 10 : la néprilysine (code RCSB PDB : 4CTH). Mode de liaison du phosphoramidon au site actif de
I’enzyme. Le logiciel VMD est utilisé pour visualiser la structure tridimensionnelle de la protéine.

Le premier désigne le type d’activité: EC 1, oxydoréductases; EC 2, transférases; EC 3,
hydrolases; EC 4, lyases; EC 5, isomérases; EC 6, ligases. Le second indique le type de
substrat, par exemple EC 3.4 pour les hydrolases agissant sur les liaisons peptidiques. Le
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troisieme nombre indique le type d’enzyme (nature ou type de réaction catalysée), 11 pour les
aminopeptidases. Enfin le dernier qualifie I’enzyme du point de vue spécificité et propriétés
propres. Certaines de ces aminopeptidases présentent de larges spécificités de clivage, leur nom
n’est pas toujours adéquat. Par exemple la leucyl aminopeptidase (EC 3.4.11.1) est capable de
retirer les résidus neutres, notamment la leucine, mais aussi des résidus basiques (pour revues :
Hill & Smith, 1960 ; DeLange & Smith, 1971 ; Henson & Frohne, 1976 ; Kim & Lipscomb,
1994). Au contraire, d’autres enzymes sont plus spécialisées, voire trés spécifiques.
L aminopeptidase A (Ap-A, EC 3.4.11.21) est spécifique des résidus acides aspartate et
glutamate (Glenner et al., 1962). L’aminopeptidase B (Ap-B, EC 3.4.11.6) retire spécifiquement
les résidus basiques arginine et lysine (Hopsu et al., 1964 ; Cadel et al., 1995).

2.2. L’Aminopeptidase N [EC.3.4.11.2]

L’ Aminopeptidase (APN) [EC.3.4.11.2] est une ecto-peptidase ubiquitaire, c’est une Zn*
métallopeptidase de la famille M1. Chez I’homme, elle est exprimée de maniere abondante a la
surface des cellules épithéliales de I’intestin et du rein, le systeme nerveux central (synapses) et
dans de nombreuses cellules dendritiques, monocytes et macrophages (Look et al., 1989). Elle est
homodimerique (2x110 kDa) et de large spécificité. Elle clive préférentiellement les résidus
neutres Leucine et Alanine (L et A), mais elle retire aussi certains résidus basiques Lysine et
Arginine (K et R) et aromatiques tyrosine et phénylalanine (Y et F) en N-terminal de dérivés
chromogéniques (Ward et al., 1990). In vitro, elle hydrolyse de nombreux peptides comme la
substance P (Palmieri et al., 1989), la neurotensine (Churchill et al., 1987) et la bradykinine
(Bathon et al., 1992). Elle participe au métabolisme des enképhalines (Roques, 1991) et est
également impliquée dans les réactions anti-inflammatoires, le contrdle des réponses
immunitaires, ainsi que dans la différenciation cellulaire (Kunii et al., 2005) et au systéme rénine-

angiotensine en clivant I’angiotensine 111 en angiotensine IV (Zini et al., 1996).

L’APN contrble des peptides régulateurs comme les facteurs de croissance, les hormones
(somatostatine), les chémokines et les cytokines. Son expression est régulée par I’interféron vy
(Gabrilovac et al., 2005). Cette enzyme est également un récepteur pour les coronavirus du
groupe 1 (Kolb et al., 1997). Elle joue un réle important dans I’angiogenése et intervient dans la
régulation de la pression artérielle (Danziger, 2008). Des inhibiteurs de son activité bloguent le
processus de formation des vaisseaux et I’expansion des tumeurs (Bhagwat et al., 2003). Un
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modele structural du domaine compris entre Yasss et Qgo7 a €té construit (Bukowska et al., 2004,
non publié). Toutes ces caractéristiques font de I’APN une cible intéressante pour la recherche
d’inhibiteurs spécifiques a des fins thérapeutiques (Drag et al., 2010)

2.3. Mécanisme enzymatique et spécificité du substrat
La spécificité de substrat propre a I’APN est trés large. Cette métallo-aminopeptidase clive
préférentiellement les acides aminés neutres et hydrophobes comme la leucine, la valine et la
phénylalanine en position N-terminale, d’ou la présence de nombreux noyaux aromatiques dans
le sous-site S1. D’ailleurs au niveau de ce sous-site, la charge positive du résidu R peut interagir
avec un carboxylate. Il est également établi que I’arginine peut interagir par des liaisons cation-x

avec des noyaux aromatiques présents dans sous-site S1 (Du et al., 2012). (Figurell)

Figure 11 : Représentation schématique d’un substrat peptidique ou protéique au site actif d’une aminopeptidase
selon la nomenclature de Schechter et Berger : la liaison peptidique hydrolysée se situe entre les résidus P1 et P1’
; les résidus P et P’ interagissent avec les sous-sites S et S’ du site catalytique de la protéase (Schechter & Berger,
1967)

La structure 3D de I’APN humaine a été déterminée par cristallographie (Figure 12), en
présence de bestatine. Chaque monomere possede une structure a quatre domaines (domaines I-
IV) caractéristique de certaines métallopeptidases M1 dont les structures ont été déterminées
(Addlagatta et al., 2006 ; Birtley et al., 2012 ; Reeves et al., 2002). Le domaine Il contient a la
fois le site de liaison au zinc et le site catalytique, ainsi que les motifs consensus caractéristiques,
SBBHEXXHX1sE*! and **GXMEN®*® (Wong et al., 2012).

Un mécanisme catalytique a été proposé pour tous les membres de la famille M1 d’aprés
I’analyse du mode de liaison de substrats peptidiques et d’analogues de I’état de transition. La
liaison de la bestatine (inhibiteur naturel) au site actif de I’Aminopeptidase-N humaine (code
RCSB PDB 4FYR) est représentée (Figure 12), sa fixation est similaire a celle d’un substrat
peptidique.
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Figure 12 : Représentation du site actif de I’APN (code RCSB PDB : 4FYR) et des acides aminés essentiels a la
catalyse. (A) illustre les acides aminés du site actif, essentiels & la catalyse chez I’APN humaine (code RCSB
PDB : 4FYR). Dans I’enzyme native, I’ion zinc est tétra-coordonné par deux résidus histidine (His-388 et His-
392), un résidu acide glutamique (Glu-411) et une molécule d’eau (agent nucléophile dans la réaction
d’hydrolyse). Cette derniere est également liée par liaison hydrogéne au carboxylate du résidu Glu-411. Le résidu
Glu-355 du motif GXMEN participe a la reconnaissance du substrat peptidique : une liaison hydrogene se forme
entre le groupement carboxylate de Glu-355 et I’amine primaire du substrat peptidique. (B) Représentation de la
structure 3D de I’APN humaine (code RCSB PDB : 4FYR) et du mode de liaison de la bestatine au site actif de
I’enzyme. Les distances entre les hétéroatomes et I’ion métallique sont données en Angstrém (A). Le logiciel VMD
est utilisé pour visualiser la structure tridimensionnelle de la protéine.

L'interface du dimere est médiée par des interactions hydrophobes et un réseau de liaisons
hydrogéne et de ponts disulfure, & ~840 A? de la surface de chaque monomére (Figure 13, 14).
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Dans chaque monomére, le site catalytique est exposé & une grande cavité interne (~2800 A¥),
qui est inaccessible au solvant. Les liaisons du peptide natif sont similaires aux liaisons de
I’inhibiteur, sauf pour une boucle souple dans le domaine IV qui est structurée par le substrat et
les liaisons avec I’inhibiteur.

Figure 13 : Représentation de I’interface du dimére de I’APN. Les chaines latérales des résidus qui interagissent
sont représentées par des atomes d'oxygéne et d'azote de couleur rouge et bleu, respectivement. Les liaisons
hydrogéne et des ponts salins sont représentés par des lignes en pointillés rouges. Adaptée de Wong et al., 2012

A domainel i I \Y

I Plasma Membrane l

Figure 14 : Structure tridimensionnelle de I’APN, (a) : I’organisation des domaines de la chaine polypeptidique de
I’APN. Le domaine cytoplasmique est blanc ; le segment transmembranaire est noir ; la partie riche en Ser / Thr
est grise ; et les domaines : I, 11, 111, et IV sont colorés en bleu, vert, magenta et jaune, respectivement. Les
chiffres indiquent les limites du domaine. b, représentation en ruban du dimére APN-h représenté dans son
orientation probable par rapport & la membrane plasmique. Coloré selon les domaines décrits ci-dessus. Adaptée
de Wong et al., 2012
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V. L’Aminopeptidase B (Ap-B ; EC 3.4.11.6)

Nous nous intéresserons également a une autre aminopeptidase de la famille M1 :
I”’Aminopeptidase B (Ap-B). Cette derniere est impliquée dans la maturation d’hormones et de
neuropeptides et sera, d’une part, utilisée pour Vérifier la spécificité d’inhibition des peptides de
type opiorphine/sialorphine, et d’autre part, dans le cadre d’une recherche de molécules naturelles
susceptibles d’inhiber son activité enzymatique (voir section « Autres travaux »). L’Ap-B (EC
3.4.11.6), ubiquitaire chez les Mammiferes, retire spécifiquement les résidus basiques Lysine et
Arginine (K et R) en N-terminal (Hopsu et al., 1964 ; Cadel et al.,1995). L’Ap-B purifiée, a
partir de testicules de rat, a été caractérisée : membranaire et monomerique (72 kDa ; Cadel et al.,
1995 ; Balogh et al.,1998), elle appartient aux Zn®*-métallopeptidases de la famille M1. Elle est
détectée dans un grand nombre de tissus : testicule, épididyme, cerveau, muscle, foie, cceur,
poumon, pancréas, rein, intestin gréle, gros intestin, estomac et rate (Cadel et al., 1995 ; Piesse et
al., 2002 ; Foulon et al., 1996). In vitro I’Ap-B est capable de maturer de nombreux substrats
peptidiqgues comme la somatostatine 14 et in vivo I’Arg0-Met-enképhaline associée a la
membrane des vésicules de sécrétion de I’hypophyse bovine (Gainer et al., 1984 ; Cadel et
al.,1995).

La détermination de la structure primaire a mis en évidence une forte proximité
phylogénétique avec une autre enzyme de la famille M1 des métallopeptidases, la Leucotriene A4
hydrolase (LTA4H) (Cadel et al., 1997), une enzyme bi-fonctionnelle possédant une activité
époxyde hydrolase, mais aussi une activité aminopeptidase de large spécificité (Haeggstrom et
al., 1990). La découverte in vivo de la maturation du glucagon en miniglucagon par la NRD
convertase et I’Ap-B a prouvé I’existence de ce mécanisme de maturation des précurseurs
hormonaux (Fontes et al., 2005). Le glucagon est impliqué dans la régulation de la glycémie au
niveau du pancréas et le miniglucagon régule négativement les effets du glucagon. L’Ap-B
pourrait jouer un réle dans la régulation de la glycémie et dans le diabéte de type II.

L’Ap-B est de forme globulaire et présente trois domaines structuraux bien definis. Un
domaine N-terminal constitué de feuillets 3, un domaine C-terminal en hélices a et un domaine
central mixte, essentiellement en hélices, contenant les motifs HEXXHX;sE et GXMEN. Le
centre catalytique s’organise autour d’un cation Zn2" situé au fond d’une cavité a I’interface des

trois domaines (Figure 15).
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Figure 15 : Représentation du modéle structural de I’Ap-B, mode de liaison du résveratrol au site actif. Trois
domaines structuraux sont représentés pour I’Ap-B humaine : le domaine N-terminale en jaune, le domaine
catalytique en gris, et le domaine C-terminal en vert. L’ion zinc est représenté par une sphére rouge. Le
logiciel VMD est utilisé pour visualiser la structure tridimensionnelle de la protéine.

VI.  L’opiorphine et la sialorphine
1. Découverte de la sialorphine et de I’opiorphine

Identifiés dans la salive, I’opiorphine chez I’'Homme (vw,-QRFSR-COOH ; Rougeot et al.,
2007; Figure 16) et la sialorphine (nw,-QHNPR coon ; Rougeot et al., 2003 ; Figure 16) chez le

rat sont des inhibiteurs peptidiques physiologiques de I’APN et de la NEP et ils jouent un role

dans la modulation de la douleur (Wisner et al., 2006).

La sialorphine est majoritairement exprimée, sous contréle d’hormones androgénes,
dans la glande sous-mandibulaire et la prostate du rat méle adulte. Elle est le produit
d’hydrolyse, par des pro-hormones convertases (furine et/ou PACE4), d’une préproprotéine de
146 acides aminés, selon un mécanisme classique de maturation des hormones peptidiques chez
les Mammiféres (Rougeot et al., 2003). Sa sécrétion répond a un stress environnemental et
s’effectue dans la salive et dans la circulation générale du rat. Le peptide peut alors se lier aux
sites actifs de I’APN et de la NEP, ce qui inhibe de maniére compétitive la dégradation des
enképhalines par ces ectopeptidases permettant ainsi une forte réponse analgésique. Ce
mécanisme a été démontré in vitro, et in vivo chez le rat (doses de 100-200 pg/kg, i.v.) dans
deux modeéles d’analyse de la douleur: le modéle comportementale de la douleur aigué
mécanique et le test pin-douleur (Rougeot et al., 2003).
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Figure 16 : Représentation des structures 3D de la sialorphine (xu,-QHNPR coon, @ gauche) et de I’opiorphine
(NHZ-QRFSR—COOHa a drOite).

Suite a la découverte de la sialorphine les recherches ont été dirigées vers un homologue
fonctionnel chez I’homme, plus précisement dans la salive, étant donné les propriétés
innovantes de la sialorphine chez le rat (Rougeot et al., 2007). L’opiorphine est I’homologue
humain de la sialorphine. Ce peptide a également été identifié et purifié a partir de la salive. La
maturation de I’opiorphine est différente de celle de la sialorphine car elle est produite par le
clivage du peptide signal du précurseur par la signal peptidase (NH2-terminal), et par celui
d’une prohormone convertase de type furine en COOH-terminal. Des tests in vitro et in vivo
(dose de 1 mg/kg; i.v.) ont démontré que ce pentapeptide était bien un inhibiteur double des
activités des enképhalinases APN et NEP et qu’il possédait des propriétés analgésiques
similaires a celles de la sialorphine (Wisner et al., 2006).

La concentration extracellulaire des enképhalines libérées lors de la stimulation
nociceptive entrainant des réponses analgésiques puissantes est augmentée par un facteur
variant de 2 a 5, grace a la double inhibition de la NEP et I’APN. Ainsi, le PL37 semble étre
une molécule prometteuse dans les douleurs nociceptives, vu que par voie intraveineuse (1V)
il posséde une ED50 (median effective dose) de 1,6 mg/kg, donc tres proche de celle de la
morphine (1,3 mg/kg ; Roques et al., 2012). Par contre, il faudra attendre la suite des

recherches et des essais cliniques pour mesurer son efficacité.

Aujourd’hui, aucun autre homologue fonctionnel n’a été caractérisé dans d’autres
especes animales et les mécanismes d’action de ces peptides sont encore mal connus.
Néanmoins, I’ensemble de ces résultats démontrait I’existence de nouveaux médiateurs

peptidiques présentant des propriétés analgésiques. lls agissent par potentialisation des activités
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physiologiques des enképhalines endogenes libérées en réponse au stimulus douloureux, tout

simplement en inhibant leur dégradation par les ectopeptidases.

2. Meécanisme d’action chez les mammiféres

Face a I’importance des constantes biologiques régulées par le systeme opioide,
I’identification des mécanismes qui contrélent, en amont, I’activité des enképalines, revét une
importance fondamentale tant sur le plan physiologique que thérapeutique (Roques, 2000).
L’ opiorphine est un double inhibiteur des activités NEP et APN et protege in-vitro la Met-
enképhaline de la dégradation par ces deux ectoenzymes. Cette molécule exerce une activité
antinociceptive puissante a 1 mg/kg 1V, similaire a celle de la morphine a 6 mg/kg par voie
intra-péritonéale (IP) ou a 2 mg/kg IV. De plus, I’effet antalgique induit par I’opiorphine est
bloqué en présence d’un antagoniste des récepteurs opioides, la naloxone, ce qui indique que
son action antinociceptive est relayée par les voies opioidergiques endogénes dépendantes de
ces récepteurs (Wisner et al., 2006).

Le but des études sur le rat était de comparer I’opiorphine avec la morphine dans leur
efficacité analgésique, en termes de durée et d’intensité des réponses, et de survenue des effets
indésirables majeurs, avec un accent sur le profil d’effets indésirables a des doses équi-
analgésiques. Une conclusion était que I’opiorphine suscite des effets indésirables minimes
associés a la morphine, pour des doses systémiques actives de 1 a 2 mg/kg par voie
intraveineuse (IV) (Rougeot et al., 2010). Ces doses produisent une analgésie comparable dans
les modeéles, bien établis et validés expérimentalement, de douleur sensible & la morphine chez
le rat. Ces modeles incluent une nociception aigué induite mécaniquement et contrélée au
niveau spinal, une nociception aigué induite thermiquement et contr6lée au niveau spinal et
une nociception aigué, tonique et inflammatoire, induite chimiquement. Ces données sont
également comparables avec celles d’autres études démontrant que I’effet suppresseur de la
douleur par I’administration d’opiorphine a des doses centrales actives de 5 pg/kg par voie
intra cérébro ventriculaire (ICV) est aussi efficace que la morphine a 10 pg/kg par voie ICV
sur la douleur aigué induite thermiquement, chez la souris (Tian et al., 2009). Compte tenu de
toutes les données, il est important de signaler qu’a travers ces quatre modéles de douleurs
induites par des stimuli de modalité et d’intensité différentes, I’opiorphine est aussi efficace

que la morphine en termes de délai d’action et d’effet-dose. Cependant, elle semble moins

32



efficace que la morphine au niveau de la puissance inhibitrice maximale et de la durée
d’action. Plus généralement, le pouvoir analgésique de I’opiorphine varie de 30 a 60%, a une
dose de 1 a 2 mg/kg IV ou 5 pg/kg ICV, alors qu’il varie de 40 a 80% pour la morphinea 1l a2
mg/kg 1V, 6 mg/kg IP ou 10 pg/kg ICV. Comme observé par d’autres groupes de recherche
utilisant des inhibiteurs synthétiques de la NEP et de I’APN, P’inhibiteur naturel qu’est
I’opiorphine ne produit pas I’effet analgésique maximum produit par la morphine (Noble &
Roques, 2007 ; Noble et al.,2008). Cette observation laisse suggérer que le niveau local
d’enképhalines endogenes, libérées en réponse aux stimuli nociceptifs et protégées ensuite de
la dégradation par I’opiorphine, soit trop faible pour saturer les récepteurs aux opioides. Un tel
mécanisme intégré protege les récepteurs d’une sur-stimulation comme c’est le cas dans

I”induction causée par les agonistes p-opioides exogénes, comme la morphine.

Il a été montré que la réponse analgésique induite par I’administration systémique
d’opiorphine dans la douleur inflammatoire chimique chez le rat requiert préférentiellement
I’activation des voies p-opioides endogénes (Rougeot et al., 2010). Les récepteurs u sont des
composants critiques du systeme opioide, nécessaires a I’action antinociceptive des ligands
opioides sur les neurones cibles périphériques et spinaux. Une autre étude a montré que I’effet
analgésique induit par I’administration centrale d’opiorphine, dans le modeéle de douleur
thermique chez des souris, se produit via I’activation des récepteurs endogénes | et 3-opioides
(Matthes et al., 1996). Par ailleurs, dans des études de liaisons utilisant des cellules portant les
récepteurs opioides, il a été montré que contrairement aux agonistes opioides, I’opiorphine ne
se lie pas directement aux récepteurs p et &-opioides, méme pour des concentrations
inhibitrices des ectopeptidases (Tian et al., 2009). Ainsi, tous ces résultats ont amené les
chercheurs a conclure que I’opiorphine est un inhibiteur de la perception de la douleur via
I’activation des voies p et d-opioides, dépendante des enképhalines endogénes libérées en

réponse aux stimuli douloureux.

De facon intéressante, I’opiorphine est dix fois plus puissante, en terme de dose-effet
dans I’efficacité de suppression de la douleur, par rapport a I’inhibiteur synthétique de la NEP
et de I’APN, RB101 (10-20 mg/kg IV) (Noble & Roques, 2007 ; Noble et al.,2008). Cela
suggére que le double inhibiteur naturel qu’est I’opiorphine, porte une signature structurale,
adaptée in vivo en terme d’affinité, de sélectivité et de biodisponibilité, aux caractéristiques

fonctionnelles et topologiques de ses cibles. En outre, le faible degré de risques d’addiction et
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de tolérance, observe apres traitement subchronique avec I’opiorphine, comparé a la morphine,
peut résulter d’une occupation limitée et d’une stimulation spécifique des récepteurs opioides,
ainsi que d’un mécanisme non altéré de recyclage des récepteurs opioides dans un état
pleinement actif a la surface cellulaire (Yoburn et al., 2004). Conformément aux résultats,
I’opiorphine augmente la durée de vie des enképhalines endogénes qui sont libérées en
relation avec la nature et I’intensité du stimulus douloureux dans les voies spécifiquement
impliquées dans le contrdle de la nociception. Elle pourrait ainsi activer de maniére spécifique
et limitée les voies dépendantes des récepteurs opioides, minimisant ainsi la stimulation
excessive des récepteurs opioides et I’apparition des effets indésirables qui sont associés aux

agonistes opiacés exogenes tels que la morphine.

Un ensemble important de données fournit également des preuves de I’existence
d’interactions bidirectionnelles fonctionnelles entre la transmission des opioides endogénes et
la dopamine pour moduler les comportements émotionnels de la motivation et du plaisir
(Ambrose et al., 2006). C’est probablement une des raisons majeures pour lesquelles
I’administration systémique répétée d’opiorphine, a une dose analgésique, activant les voies
opioides endogeénes, induit une pharmacodépendance modérée, soit chez 40% des rats traités
mais pas un effet de manque comme celui associé aux opioides (Noble & Roques, 2007 ;
Noble et al., 2008).

Il a été déclaré que tout analgésique qui produit moins d’effets indésirables que la
morphine a des doses équi-analgésiques serait un progres puisqu’il améliorerait la qualité de
vie du patient (Mordarski et al., 2009). Il est clair que d’apres les données présentées,
I’opiorphine pourrait conduire & de nouveaux analgésiques dotés d’une puissance
antinociceptive similaire a celle de la morphine, mais avec une propension limitée a induire les
effets indésirables des opioides. L’optimisation chimique de I’opiorphine, pour générer des
dérivés fonctionnels dotés d’une biodisponibilité (lipophilie et résistance métabolique)
améliorée par rapport au peptide natif, pourrait conduire a une nouvelle classe de composés

analgésiques (Rougeot et al., 2010).

3. Analyse structure fonction de I’opiorphine
Une étude de mutagenése dirigée a été menée sur I’opiorphine et a démontré que pour

une substitution de la Phénylalanine en position 3 (par une alanine) : I'analogue est moins actif,
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indiquant ainsi le r6le important que ce résidu aromatique peut jouer dans I’activite de liaison et

de la spécificité de I’opiorphine avec ses deux cibles, NEP et APN (Rosa et al., 2012).

Les 5 résidus de I’opiorphine ont été remplacés par mutagenese dirigée par des résidus Alanine
(Tableau 2). Afin d’améliorer les propriétés biologiques de I'opiorphine & travers I’halogénation
de Phe3, il a été constaté que I’ortho- et para-halogénation du cycle aromatique Phe3 ne
conduisent pas de I’opiorphine a des nouvelles liaisons halogénes qui stabilisent les
interactions. De plus, la fluoration bloque completement son activité inhibitrice de I'enzyme.
Une autre préparation d'une série de dérivés substitués Phe3 a montré que la substitution de la
L-Phe3 par D-Phe3 augmente I’activité inhibitrice de I'opiorphine par rapport a I'APN par 1
ordre de grandeur tout en diminuant son activité d'inhibition par rapport a la NEP. (Rosa et al.,
2012)

peptide compound sequence hAP-N IC., £ SD hNEP-endoP IC., £
(HM) SD (uM)
1 opiorphin H-GIn-Arg-Phe- 8101 303
Ser-Arg-OH
2 [Ala'- H-Ala-Arg-Phe- 37+3 >70
opiorphin Ser-Arg-OH
3 [Ala?)- H-GIn-Ala-Phe- 65+3 121
opiorphin Ser-Arg-OH
4 [Ala]- H-GIn-Arg-Ala- >70 >100
opiorphin Ser-Arg-OH
5 [Ala%]- H-GIn-Arg-Phe- 47 2 392
opiorphin Ala-Arg-OH
6 [Ala®]- H-GIn-Arg-Phe- =70 3312
opiorphin Ser-Ala—OH

Tableau 2 : Inhibition de I’APN et la NEP par les analogues de I’opiorphine (Rosa et al.,2012).

Des études de Résonance Magnétiqgue Nucléaire et des calculs de mécanique
moléculaire sur D-Phe3 ont montré que I’amélioration de la puissance d’inhibition de I'APN
observée, peut étre due a des interactions d'empilement CH-x entre le cycle aromatique de Phe3

et le proton Hy de Arg2, ce qui concerne que lI'analogue D-Phe3 (Figure 17).

Cette premiére étude structure activité de I'opiorphine n'a pas donné suite a un double
inhibiteur NEP et APN plus puissant, mais a permis d’identifier une stratégie visant a accroitre
son activité d'inhibition APN en fournissant simultanément des analogues plus stable

métaboliquement que le peptide natif (Rosa et al., 2012)
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OPIORPHIN ANALOGUES

Serd

H-GIn-Arg-Aaa’-Ser-Arg-OH

Gin1

Arg 2

Ags

[D-Phe ]-OPIORPHIN

Figure 17 : Structure du modéle de la [D-Phe3] -opiorphine montrant I'interaction éventuelle entre les protons
Hy de Arg2 en vert et D-Phe3 en rouge (Rosa et al., 2012).

Une autre équipe a travaillé sur les profils de conformation du peptide endogene
opiorphine et de ses sept analogues présentant les différentes activités inhibitrices vis-a-vis de
I’aminopeptidase N humaine et la néprilysine humaine (Pinto et al., 2012). Les activités
inhibitrices ont été calculées indépendamment pour en déduire une conformation bioactive que
I’Opiorphine pourrait adopter lors de la liaison avec ces deux enzymes. Les résultats obtenus
fournissent une explication structurale de la double activité inhibitrice de I’opiorphine vis-a-vis
de ’APN et la NEP. Les résultats montrent que la flexibilité innée de cette derniére est
essentielle pour son activité analgésique, et souligne la complexité de conception de doubles
inhibiteurs APN et NEP (Tableau 3).

1Co(uM)

peptide name sequence hAPN hNEP
1 Opiorphin Q R F S R 8+1 30+ 3
2 Opiorphin-(3—5) E S R 120° 72
3 Opiorphin-(2—-5) R F S R 27* ~180"
4 Opiorphin-(1—4) Q R F S 75" >100"
s [Asn' ]-Opiorphin N R F S R >100 ~130
6 [Thr*]-Opiorphin Q R F T R >100 >100
7 [Phe”]—Opiorphin F Q R F S R 122 S1+7
8 [Cys"]-Opiorphin (s; Q R F S R 0.8 + 0.1° 7 +3°

Tableau 3 : Activité inhibitrice in vitro de I’opiorphine et de ses analogues vis-a-vis de I’APN humaine et de la
NEP humaine. D’aprés (Pinto et al.,2012)

Le peptide 2: F-S-R les trois derniers résidus de I’opiorphine, est considéré comme
inactif puisque son 1Cso = 120 uM vis-a-vis de I’APN, méme s’il inhibe mieux la NEP que
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I’opiorphine. Le peptide 3 : R-F-S-R les quatre derniers résidus de I’opiorphine, est considéré
comme inactif puisque son ICsp = 180 uM vis-a-vis de la NEP. Le peptide 4 : Q-R-F-S les
quatre premiers résidus de I’opiorphine, est considéré comme inactif puisque son 1Cso > 70 uM
vis-a-vis de I’APN, et son ICsp > 100 uM vis-a-vis de la NEP. Le peptide 5: N-R-F-S-R et le
peptide 6 : Q-R-F-T-R sont considérés comme inactifs puisque leurs 1Cso > 100 uM vis-a-vis de
I’APN et de la NEP. Le peptide 7 : F-Q-R-F-S-R le premier hexa-peptide des analogues, est
considéré comme inactif puisque son I1Csp > 100 uM vis-a-vis de I’APN, méme si son ICsp = 51
uM vis-a-vis de la NEP. Enfin le deuxiéme hexa-peptide C-Q-R-F-S-R et le seul double
inhibiteur des analogues, ce qui nous donne une idée de I'existence d'un espace supplémentaire
dans la poche de liaison qui permet d'accueillir des peptides plus longs qu’un penta-peptide. La
nature et le volume du résidu Cystéine sont également des déterminants importants de l'activité

enzymatique.

En conclusion, concernant I’activité inhibitrice de I’APN, les peptides 1, 3, sont actifs
(ICs0 <50 uM), tandis que les peptides 2, 4-7 sont considérés comme inactifs (ICso> 70 uM). En
ce qui concerne la NEP-h, les bons candidats sont les peptides 1, 2, 7 et 8, tandis que les peptides
3-6 sont considérés comme inactifs. Seuls I’opiorphine et I’analogue 8, sont considérés comme
de véritables des double inhibiteurs de I’APN et de la NEP in vitro.

Figure 18 : (a) Représentation de la structure 3D de I’opiorphine bioactive pour I'inhibition de APN. (b):
Représentation de la structure 3D de I’opiorphine bioactive pour I'inhibition de la NEP. Des liaisons
hydrogéne intramoléculaires sont indiquées par des tirets. Les atomes d'hydrogéne des chaines latérales ont été
omises pour plus de clarté. D’aprés (Pinto et al., 2012)

Pour cela, une étude structure activité a été menée pour déterminer les groupes fonctionnels du

peptide impliqués dans I’activité inhibitrice vis-a-vis des deux ectopeptidases. Il a été découvert
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que les trois acides aminés de la partie N-terminale sont essentiels a I’activité anti-APN, que les
trois acides aminés de la partie C-terminale sont essentiels a I’activité anti-NEP et que la
phénylalanine centrale est un résidu fondamental essentiel aux deux activités (Figure 18 ; Pinto
etal., 2012).

VII. Lestiques
1. Généralités

Les tiques sont des acariens hématophages qui passent une partie de leur cycle fixés sur
leur héte vertébré pour se nourrir de leur sang. D’autre part, la morsure de la tique n’engendre pas
de réactions nociceptives chez son héte au cours de son long repas sanguin, laissant présager la
sécrétion, via la salive, de substances anti-douleur puissantes lors du gorgement. Cet Acarien
représente donc un modele de choix pour la mise en évidence d’autres analogues membres de la
super-famille de I’opiorphine et de la sialorphine. Les tiques sont des hématophages obligatoires
ectoparasites de nombreux hétes comme les mammiferes, oiseaux et reptiles. Actuellement, 31
genres, et environ 900 espéces de tiques, ont été identifiés partout dans le monde (Camicas et al.,
1998). Les tiques sont nuisibles pour leurs hétes a la fois directement et indirectement :
directement, ils sont responsables des plaies de la peau, la perte de sang, ainsi que les toxicoses
de tiques (Peter et al., 2005). Simultanément, leurs morsures pourraient également étre les sites
d'infections microbiennes secondaires. Indirectement, les tiques sont des vecteurs compétents de
plusieurs agents pathogénes, responsables des taux élevés de morbidité et de mortalité chez les
humains et animaux partout dans le monde. Ils sont effectivement des vecteurs les plus
importants dans le monde entier apres les moustiques, pour les humains, et ceux qui transmettent
la plus large variété d'agents pathogénes y compris les virus, les bactéries et les parasites (de la
Fuente et al., 2008).

Récemment, en raison de l'intensification des mouvements humains et animaux et les
changements socio-économiques et environnementaux, la répartition géographique de plusieurs
especes de tiques s’est €largie. La liste potentielle des agents pathogénes transmis par les tiques
(PAD) est en constante évolution, et I'émergence ou la réémergence des maladies transmises par
les tiques (MTT) est devenue de plus en plus un probleme (Dantas-Torres et al., 2012). Dans ce
contexte, il est essentiel d'identifier clairement les agents pathogenes associés aux tiques, ainsi
que de comprendre les interactions complexes entre les tiques et les agents pathogenes qu'ils
transmettent, dans le but d'élaborer des stratégies de contrdle efficaces.
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En raison du succes limité et des inconvénients (résistance, danger de l'environnement,
augmentation des co(ts) de controler les maladies transmises par les tiques via les acaricides, de
nouvelles approches sont effectivement un besoin urgent (Willadsen, 2004). La premiere étape
qui limite le développement de vaccins anti-tiques est I’identification de nouvelles cibles
antigéniques (Mulenga et al., 2000). Pour identifier les composants de tiques responsables de la
transmission d'agents pathogenes et l'inclure dans les vaccins, le dépistage devrait idéalement se
concentrer sur les genes qui sont hautement exprimé dans la salive de tiques, et plus précisément
sur les genes dont I'expression est induite dans la glande salivaire (SG). Par conséquent, la
recherche sur les interactions moléculaires entre les tiques, les hétes, et les pathogénes ainsi que
I'identification de cibles antigéniques appropriés est un important débat pour la mise en ceuvre de
stratégies de contrble des MTT.

Ixodes ricinus (Acari: Ixodidae) a un cycle de développement triphasique, c’est I’espéce
de tiques la plus répandue en Europe. Elle est fréquemment associée a des morsures chez les
humains. Elle peut transmettre le virus de l'encéphalite a tiques, les bactéries comme Babesia
spp., Borrelia burgdorferis. Il.,Rickettsia spp., Anaplasma sp., et dans une moindre mesure
Bartonella spp (Parola & Raoult, 2001).

2. Taxonomie et morphologie

Les tiques Ixodida sont des arthropodes qui appartiennent a la classe des arachnides et a la sous-
classe des Acarida. Les Ixodida sont composées de quatre familles, Ixodidae et Amblyommidae
(les tiques dures), Argasidae (les tiques molles) et les Nuttalielidae (Nuttalielidae Namaqua),
selon la classification établie par Camicas (Figure 19).

Les tiques dures (plus que 700 espéces) se distinguent des molles (environ 200 espéces)
par la présence d'un scutum ou un bouclier dur. La famille des Nuttalielidae ne contient qu'une
seule espéece, une tique qui se trouve en Afrique du sud avec une morphologie qui est entre les
tiques dures et molles. Les Argasidae peuvent étre trouvées partout dans le monde, se gorgent
rapidement par rapport aux tiques dures, préferent surtout les oiseaux, et sont rarement parasites
des animaux terrestres ou des humains. Par contre c’est le cas pour les tiques dures comme |I.
ricinus. La description morphologique générale des trois grandes familles de tiques est
schématisée sur la Figure 20. Comme tous les Ixodidae, I. ricinus a un scutum sclérifié
sans yeux, et se caractérise par la position apicale de ses piéces buccales : I’hypostome et la

forme de vo(te de sa fissure anale.
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3. Distribution géographique
I ricinus, souvent appelé tiques de graines de Ricin ou tiques de moutons, est I’espéce la plus
répandue en Europe. En France la distribution, régie par les exigences de température et surtout
d’humidité de I’espéce, couvre I’ensemble du territoire, & I’exclusion des zones d’altitude (au-
dessus de 1300-1500 m, peut-étre 1700 m dans les Pyrénées), et des biotopes secs
méditerranéens, ou cependant peuvent se rencontrer de petites populations en sites frais. Elle
est aussi largement distribuée de I’Europe Nord-Ouest a I'Asie centrale (Iran) et de la Scandinavie
a I'Afrique du Nord. Elle est présente dans les habitats méditerranéens relativement secs en
Afrique du Nord et dans la péninsule ibérique, dans les paturages de moutons humides de
I'lrlande, Ecosse, Pays de Galles et Angleterre, et dans les biotopes forestiers, notamment en
Scandinavie et en Russie occidentale. La Répartition géographique des tiques I. ricinus a

remarquablement diminuée ces dix dernieres années. (Figure 21 EFSA., 2010).

Arthopoda Embranchement
Araclmida Classe
Acarida Sous-classe
Ixodida Ordre

I
I I I

Argasina Nuttalliellina Ixodina
(seft ticks) (hard ricks)
Argasidae Nurralliellidae Ixodidae Amblyvommidae

-Argas =Nurta -Ixodes ~Ambiyomma
=Carios ~Ceratixodes =Anocentor
~Oegadens -Eschatocephalus  -Anomalhinialava
-Alectorobius -Lepidixodes -Apononia
-Alveonasus -Pholeoixodes -Boophilus
~dntricola -Scaphixodes =Cosmiomma
-Microargas -Dermacentor
-Notheaspis -Haemaphysalis
=Ornithodoros ~Hyalomma
-Paranrricola -Margaropus
~Orobins -Nosomma

-Rivipicentor

-Rhipicephalus

Figure 19 : Classification des tiques (de Camicas J, et al., 1998). Les genres indiqués en rouge correspondent
aux especes impliquées dans la transmission de pathogénes.
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4. Cycle biologique

Les tiques sont des arthropodes hématophages stricts car elles se nourrissent exclusivement de
sang. Ce sont des ectoparasites qui ont une alternance de phases parasitaires sur hotes, souvent de
courte durée, de quelques minutes pour les Argasina, a moins d’une semaine pour les Ixodina (a
I’exception des grosses especes comme les Amblyomma dont la phase parasitaire de la femelle
peut atteindre deux semaines), et de phases libres au sol, de durée toujours beaucoup plus longue,
de I’ordre de semaine ou mois. Des ceufs pondus par les femelles, éclosent des larves qui, apres
gorgement, se métamorphosent pour donner des nymphes, puis pour donner des adultes, méles ou

femelles ; les tiques ont donc trois stades de développement.

Trois familles d'Ixodida

(morphologie générale)
Argasidae T e

- capitulum ventral
- pas de partie chitinisée
- iégument rugucux

Ixodidae

mile

- capitulum antéricur

AN v $aJ - parties chitinisées
P \‘\ f: v - sillon anal en arche
" i - pas d'yeux
| \
/ | heott]
Amblyommidae
25) oo
CTASA 4 AN
iy o & oy
“{." = N - capitulum antérieur
: i 1IN ! e |
' LR, ! e AL parties chiimisces 4.0 A
| L ¥ rk\‘. @t @

FETRY piRe [ ;
w Y ALY sillon anal en | Y
411 S 9
- TS - yeux (sauf Hacmaphysalis

Figure 20 : Schéma de la morphologie générale distinctive du stade adulte des trois familles de tiques (Pérez-
Eid, 2007).

4.1.  Types de cycles : nombre et nature des hotes

Différents types de cycles régissent le développement des diverses espéces de tiques, ces
cycles se différenciant a la fois par le nombre d’hétes et par leur nature. En considérant le
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nombre des hétes, c'est-a-dire le nombre de phases parasitaires, on distingue chez les tiques

quatre types de cycles :

" E - Les unités territoriales
e pour les statistiques, les
TN ‘_ - données des 10 derniéres
TEsY 4.," o années,
= ‘

@ Les données de ces 10
dernieres années,

O Les données avant 2000

Figure 21 : Répartition géographique des tiques I. ricinus (de European Food Safety Agency Journal 2010,
EFSA).

Les cycles polyphasiques: ce sont des cycles comportant de multiples phases
parasitaires ; ils concernent les Argasina dont toutes les espéces effectuent de multiples repas.

Les cycles triphasiques : ce sont des cycles comportant trois phases parasitaires, une
pour chacun des trois stades : larvaire, nymphal, adulte, essentiellement femelle. C’est la regle
quasi générale, plus de 80% des espéces d’Ixodina dans le monde ont ce type de cycle ;

Les cycles diphasiques : ce sont des cycles comportant deux phases parasitaires, larve
et nymphe effectuent chacune leur repas sur le méme animal (le site de pigdre de la nymphe
est proche mais non identique a celui de la larve contractant ainsi les deux repas en une seule
phase parasitaire; I’adulte effectue sa phase parasitaire sur un autre animal. Quelque espéces
de Hyalomma et de Rhicephalus seulement ont ce type de cycle contracteé ;

Les cycles monophasiques : ce sont des cycles comportant une unique phase parasitaire
résultant de la succession des trois repas sur le méme animal. C’est le cas de cing espéces de
Boophilus, des deux Anocentor, des trois Margaropus et de Hyalomma detritum scupense.

Toutes les espéces d’Ixodina endémiques de la faune de France métropolitaine sont
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triphasiques, a I’exception de deux d’entre-elles qui sont diphasiques. Il s’agit de
Rhipicephalus bursa, espece mediterranéenne bien implantée dans le sud de la France et en
Corse. Parmi les especes occasionnelles, Boophilus annulatus est monophasique ainsi que
Hyalomma detrium scupense, tandis que Hyalomma detrium detrium est diphasique. Les
Argasina de France, comme ceux du monde entier, sont polyphasiques.

D’un point de vue de la nature des hétes, on classe les tiques en trois catégories :
Les tiques trixénes (xenos en grec signifie hote), ou tritropes (terme remplacé par celui de
télotropes car c’est surtout le dernier stade, I’adulte, qui présente un tropisme d’héte), dans
lesquels le tropisme d’hdte est différent pour chacune des trois phases parasitaires. Ce type de
cycle présenterait I’avantage de I’acceptation d’une large gamme de groupes animaux et donc
du maximum de chances de réalisation du cycle. Les especes régies par ce type de cycle
appartiennent aux genres les plus anciens : tous les Ixodidae, et certaines Amblyomma et
Heamaphysalis ;
Les tiques dixénes ou ditropes dont le tropisme ne s’exerce que vis-a-vis de deux groupes
d’hotes. Aux stades larvaire et nymphal, ces tiques, vivent dans les abris de leurs hotes,
mammiferes (surtout myomorphes), oiseaux reptiles etc, et sont donc endophiles a ces stades ;
au stade adulte, elles se tournent vers les grands mammiferes, lesquels vivent dans des
biotopes ouverts et de grandes dimensions. Le ditropisme ne s’observe que chez certains
genres d’Amblyommidés, d’évolution plus récente, notamment Dermacentor, Rhipicephalus et
Hyalomma. C’est le reflet de I’apparition en paralléle de leurs deux types d’hétes mammiferes
favoris, les Myomorphes et les ongulés.
Les tigues monoxenes, ou monotropes dont le tropisme ne s’exerce que Vers un unique groupe
d’hétes. C’est le mode évolutif le moins exposé au hasard, puisqu’il n’y a recherche d’hétes,
avec tous les aléas que cela comporte, qu’a une seule reprise. Les tiques sont alors totalement
endophiles et parasitent des hotes dont les abris sont de taille restreinte; si elles sont
exophiles, elles vivent aux dépens d’animaux présents en forte densité (cas de Boophilus).
(Pérez-Eid, 2007)

4.2.  Exemple de Ixodes ricinus
4.2.1 Généralités

I. ricinus a un cycle qui comprend trois stades évolutifs: la larve, la nymphe et I’adulte, avec une

taille qui varie de 2 & 30 mm (Figure 22). Comme tous les arachnides, la larve se distingue
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facilement, outre la petite taille, elle ne possede que 3 paires de pattes alors que les nymphes et
adultes en possedent 4 paires.

Figure 22 : Cycle De vie d’l. ricinus. De gauche a droite: larve, nymphe, adulte femelle, adulte male (Stanek et
al., 2012)

Sur le terrain, le cycle de vie prend environ 1,5 & 2 ans et la durée de ce cycle varie en fonction
des conditions environnementales et de la disponibilité des hotes. Pour compléter son cycle, |
ricinus a besoin de trois hotes. Le repas sanguin se produit une fois dans chaque stade évolutif
sauf chez le méle adulte, et prend de deux a dix jours (Figure 23). Les humains peuvent étre des
hotes de chacun des stades. (Krober & Guerin, 2007).

3-4 mois

larve
(Repas : 2-3 jours)»

Tv

Nymphe
(Repas 5-6 jours)

5-6 mois

A
oeufs ? \ U

Pec
/

3-4 mois

adulte
(Repas : 8-10 jours)

Figure 23 : cycle biologique 1. ricinus: la taille des animaux est en fonction des préférences trophiques de
chaque stade évolutif
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Les larves émergent en 5-6 mois a partir d'ceufs pondus par la femelle adulte gorgée. Elles se
nourrissent habituellement sur de petits animaux comme les rongeurs et/ou les oiseaux. Apres le
gorgement qui dure 2-3 jours, elles se détachent de leurs hotes et 3-4 mois plus tard, les larves
muent en nymphes sur le terrain (Figure 23). Les nymphes se nourrissent habituellement dans
I'année qui suit la mue, de plus grands animaux tels que les oiseaux ou les écureuils. Aprés 5 ou 6
jours de repas sanguin, elles se détachent de leurs hétes et 3-4 mois plus tard, muent en adultes,
soit males ou femelles. Les femelles adultes s’accrochent a des hétes de grande taille comme le
cerf ou le bétail. Les males adultes ne se gorgent pas de sang, mais ils peuvent rester sur I'hote
pendant une longue période pour attendre une femelle adulte. L'accouplement peut se produire
sur le sol mais aussi sur I'n6te et il est nécessaire pour que la femelle finisse son repas. Les
femelles prennent du volume apres un repas qui dure 8-10 jours, leur poids augmente de 100 fois
ou plus (Figure 24). Aprés deux semaines, une femelle adulte pond jusqu'a 3000 ceufs sur le sol.

< (

Figure 24 : Femelle d’l. ricinus non gorgée et gorgée

4.2.2. Pathogénes transmis par Ixodes ricinus

L'incidence des maladies transmises par les tiques a augmenté ces derniéres années, et les
plus importantes, sont transmises par I. ricinus. En outre, avec le développement de la biologie
moléculaire, il est maintenant possible d'identifier de nombreux agents, qui peuvent étre transmis
aux humains et aux animaux par les tiques. Une liste des agents pathogénes reconnus comme
transmis par I. ricinus, est présentée dans le Tableau 4. Cette liste sera sans doute prolongée dans
le futur vu que le comportement ubiquiste de I. ricinus lui assure d’étre a la fois abondante et
en contact avec un grand nombre de germes pathogénes. Il fait d’elle un excellent vecteur de
plusieurs germes affectant les hommes et les animaux. Elle est impliquée dans deux maladies

humaines, répandues et graves, ainsi que dans une maladie animale a fort impact économique :

- L’encéphalite a tiques : due a un virus du genre Flavivirus, virose neurologique grave,

parfois mortelle avec une incidence. Cette encéphalite, connue en Sibérie depuis les
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années 1930, et progressivement découverte en Europe apres la seconde guerre mondiale,
n’a été décelée en France qu’en 1971 (Hannoun et al., 1971) avec le premier cas observé
en Alsace.

- La borréliose de Lyme : due a des spirochétes du genre Borrelia dont principalement trois
espéces sont pathogenes pour I’homme et les animaux : B. afzelii, B. burgdorferi s. stricto,
B. garinii. C’est la maladie a vecteurs la plus fréquente chez I’homme en France, comme
en Europe, et méme dans I’hémisphere nord.

- La babésiose bovine : due au protozoaire Babesia divergens, bien connue des vétérinaires
et des éleveurs de bovins, largement distribuée sur le territoire francais dans toutes les

zones d’élevage bovin (L'Hostis & Seegers, 2002).

Pathogénes Maladies Principal réservoir

Babesia genus

B babesiosis des bovins* bovins
B s des humains* chevreuil
B. m bab is des humains® rongeurs
Borreli
B. afzelii Lyme * rongeurs
B. bavariensis Lyme * rongeurs
B inconnue rongeurs
Lyme * rongeurs, oiseaux
Non-pathogénique liévres
Lyme * rongeurs, oiseaux
inconnue rongeurs, lézards
Lyme * rongeurs
inconnue oiseux, lézards
griffes du chat * Chats
inconnue rongeurs
encéphalite a tiques * rongeurs
Louping moutons
fiévre non-gruptive * cerfs
Fiévre boutonneuse Inconnu

meéditerranéenne *

A. phagocytophilum Human granulocytic Moutons, chiens. bovins

Tableau 4 : Liste des pathogénes connus transmis par I. ricinus, leur principal réservoir vertébré, et les
maladies a tiques (*zoonoses). (Jahfari et al., 2012 ; Severo et al., 2012 ; Reis et al., 2011 ; Cotte et al.,2008)
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4.3. Exemple d’Amblyomma variegatum
4.3.1. Généralités

A. variegatum a un cycle qui comprend trois stades évolutifs: la larve, la nymphe et
I’adulte, séparés par les métamorphoses larvaires puis nymphales. Elle a une taille qui varie de 5
a 30 mm. Comme tous les arachnides, la larve se distingue facilement, outre la petite taille, elle
ne possede que 3 paires de pattes alors que les nymphes et adultes en possédent 4 paires. (Figure
25)

Figure 25 : adulte male d” Amblyomma variegatum (Lee et al., 2015)

La tique A. variegatum est aujourd’hui présente dans les Antilles, dans plus de trente pays
d’Afrigue ainsi qu’aux Comores, Madagascar et les Mascareignes. C’est une tique a trois hotes
(cycle trixene) : chacun des stades successifs infeste un animal sur lequel elle effectue un unique
repas sanguin (Figure 26). La durée du repas d’ A. variegatum varie de 7 a 15 jours selon les
stades. Sur un plan épidémiologique, le risque de transmission d’agents pathogenes entre les
hotes est augmenté. Aprés gorgement, la tique se détache de son hote et tombe au sol pour se
métamorphoser ou pondre (Petney et al., 1987 ; Chartier et al., 2000). Elle est dite exophile, son
habitat étant représenté par des milieux ouverts et herbacés (Rosa et al., 2012).

La tique A. variegatum se nourrit sur un trés large spectre d’hétes: bovins, caprins, ovins,
porcs, chevaux, chiens. Néanmoins, de nombreuses études ont confirmé le caractére télotrope
d’A. variegatumn (Figure 26). La taille des animaux est en fonction des préférences trophiques de
chaque stade évolutif: les tiques adultes s’accrochent préférentiellement sur les grands

herbivores, en particulier les bovins, larves et nymphes sont ubiquistes avec une préférence pour
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les herbivores (Petney et al., 1987). La majorité des tiques se fixe de fagcon provisoire sur les
parties du corps des bovins auxquelles elles ont facilement accés pendant qu’elles sont
dissimulées dans la végétation, c’est-a-dire les pieds, ou, plus exactement, les espaces inter-
digités. La fixation a lieu généralement dans les zones du corps a peau fine (Stachurski, 2000).
Les adultes forment des amas de grande taille sur les zones infestées, d’ou les lésions graves
occasionnées sur les hotes. lls se localisent sur les parties déclives du corps : de la mamelle au
poitrail, avec une prédominance nette pour la région inguinale et axillaire. En ce qui concerne les
larves, elles sont localisées au niveau des oreilles chez les bovins et caprins. Les nymphes ont
surtout une localisation podale chez ces deux mémes hotes (Chartier et al., 2000).
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Figure 26 : Cycle biologique de la tique Amblyomma variegatum (d'apres Chartier et al., 2000)

4.3.2. Pathogenes transmis par Amblyomma variegatum

A part I’altération de la croissance (perte de 50 g de poids vif par femelle gorgée) et de la
survenue de blessures parfois étendues de la mamelle, cette tique peut entrainer une forte
diminution de la production laitiere et une augmentation de la mortalit¢ des veaux
insuffisamment alimentés (Stachurski, 2000). A. variegatum est I’une des espéces causant le plus
de pertes aux ruminants d’Afrique tropicale vu que c’est un vecteur de pathogénes (Chartier et
al., 2000 ; Stachurski & Lancelot, 2006). Les principales maladies transmises sont :

- La cowdriose : due a Ehrlichia ruminantium (Dumler et al., 2001) appartenant a l'ordre
des Rickettsiales, famille des Anaplasmatacae. C’est une maladie tropicale mortelle des
ruminants domestiques et sauvages (Peter et al., 2002), présente a Madagascar mais le

nombre de foyers est inconnu (Organisation mondiale de la santé animale OIE, 2005-
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2012). On la retrouve aussi dans toute I’ Afrique subsaharienne ainsi que dans d’autres Tles
de I’océan indien (Réunion, Comores et Mayotte) et dans certaines iles de la Caraibe
(OIE, 2005-2012).

- La dermatophilose : due a Dermatophilus congolensis, un actinomycete. C’est une
maladie infectieuse et transmissible, elle n’est pas transmise par A.variegatum, mais la
fixation de la tique est liée a I’apparition des signes cliniques (Barre et al., 1995) .Les
relations entre A. variegatum et la dermatophilose ont été étudiées par Martinez (Martinez
et al., 1993) qui ont montré I’existence de substances immunosuppressives dans la salive

de la tique réduisant la réponse immunitaire contre la bactérie.

Objectifs de la these

Face a l'importance physiologique des fonctions régulées par la sialorphine et I’opiorphine,
la connaissance de leur(s) mécanisme(s) d’action et des relations structure-fonction enzymes
/inhibiteurs revét une importance cruciale, tant sur le plan physiologique que sur le plan
physiopathologique. De plus, la relative simplicité de ces molécules et I'essor des techniques de
production par synthése chimique offre un potentiel novateur pour le développement de tels
agents dans un but pharmacologique ou thérapeutique du traitement des douleurs séveres et
chroniques. Cependant, nos connaissances sont limitées puisque la Sialorphine et I’opiorphine
demeurent des peptides orphelins, voire singuliers. A ce jour, aucun analogue ou homologue
fonctionnel n’a été caractérisé dans d’autres espéces animales.

Les tiques, des acariens hématophages, se nourrissent du sang de leurs hétes vertébrés.
Pour cela, aprées la morsure, elles restent fixées dans I’épiderme pendant plusieurs jours sans que
cela n’induise de réaction de douleur de la part de I’h6te. Ce processus laisse penser que des
molécules anti-noniceptives sont produites dans la salive de I’acarien et qu’elles inhibent la
perception des stimulations qui conduisent a la douleur. L’hypothese de I’existence d’un systéeme
homologue a celui de I’opiorphine ou de la sialorphine chez la tique est donc a envisager, avec
I’idée que les molécules peptidiques impliquées pouvaient présenter des potentialités encore plus
intéressantes. Nous avons donc decidé de rechercher, par voie biochimique, ces éventuels
peptides dans les glandes salivaires de la tique européenne, Ixodes ricinus, et de baptiser les
peptides recherchés du nom de tickorphines.
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Mon projet de thése a été réalisé en collaboration avec Sarah Bonnet (USC INRA
Bartonella-tiques, VECTOTIQ group, Maison Alfort) et avec Catherine Rougeot (Unité de
biochimie Structurale et Cellulaire URA2185-CNRS) et il comportait deux volets distincts
(Figure 27) :

1. Recherche, identification et caractérisation moléculaire et fonctionnelle

d’homologues de la sialorphine et de I’opiorphine dans différentes espéces animales.

N

Collecte des tiques
Recher che d’homologues
del’opiorphineet dela
salorphinein silico

Elevage des tiques

Gorgement artificiel
des tiques

Dissection des tiques

Synthese peptidique en
phase solide des

Extraction des peptides homologues

Tests d’activité enzymatique

Figure 27 : Représentation schématique des objectifs des objectifs de la thése
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i) Recherche et identification de peptides homologues par analyse bio-informatique

dans les banques de données de séquences (approche in silico) ;

ii) Evaluation de leur potentiel inhibiteur in vitro vis-a-vis de la NEP et de I’APN

humaine.

2+ Caractérisation moléculaire et réle fonctionnel d’homologues de la sialorphine et

de I’opiorphine dans la salive de la tique Ixodes ricinus, un acarien hématophage.

Cette partie du projet visait a:

)] Isoler et caractériser, au niveau moléculaire, les peptides extraits de glandes
salivaires ayant la capacité d’inhiber I’activité des deux ectopeptidases
humaines (APN et NEP) impliquées dans I’inactivation physiologique des
enképhalines (approche biochimique) ;

i) Identifier, a I’aide de ces nouveaux «marqueurs phylogénétiques», de

nouveaux peptides «opiorphine-like» dans d’autres espéces.
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1. Collecte des tiques Ixodes ricinus
La collecte d’Ixodes ricinus a été realisée dans la forét de Melun-Sénart. Elle se fait grace a un
leurre et elle joue sur la réponse des tiques en recherche d’hétes a une incitation mécanique,
stimulant le passage de I’h6te. Elle se pratique avec un piéce de tissu qui peut étre utilisée
montée sur un manche a la maniére d’un drapeau, I’opérateur balayant la végétation
latéralement, ou attaché a un baton, a la maniére d’un harnais, tiré a I’aide d’une ficelle par
I’opérateur qui marche a I’avant du dispositif (Figure 28). Pour des raisons pratiques, le tissu
est choisi de couleur claire, pour un meilleur repérage des tiques, et de texture telle que les
tiques soient un temps retenues dans les fibres, pour donner a I’opérateur le temps d’intervenir
(flanelle, éponge, molleton, etc.). Les limites de la technique sont liées d’une part aux
conditions météorologiques, puisque son emploi est impossible par temps de pluie, de forte
rosée ou de vent trop violent, d’autre part au type de végétation car son utilisation est délicate

lorsque les formations végétales sont denses ou dominées par des epineux.

Suite a trois collectes auxquelles j’ai participé, effectuées généralement pendant le printemps,

nous avons pu récolter & chaque fois une vingtaine de femelles non gorgeées.

Figure 28 : Technique de collecte des tiques exophiles a I’affat sur la
végetation

2. Elevage

Les tiques Ixodes ricinus proviennent d’un élevage réalisé dans le groupe Vectotig de I’'USC
INRA Bartonella-tiques, dirigé par Sarah Bonnet a I’Ecole Vétérinaire de Maisons-Alfort,
ENVA. Les tiques ont été élevées dans un laboratoire P2, dans des cloches ou les conditions
d’humidité (90%) et de température (environ 21 °C) sont contrblées, et également nourries par un

gorgement sanguin artificiel.
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3. Repas sanguin artificiel et dissection

Les tiques sont maintenues sous atmosphére humide, a 21 °C, dans une chambre d’élevage
constituée par un flacon de culture cellulaire de 75 cm? (Figure 29). Les tiques se gorgent de sang
(e.g. lapin) gréce a un montage fixé sur la chambre de culture constitué d’un morceau de peau
animale (e.g. lapin) sur laquelle est déposé le sang, maintenu a une température d’environ 37°C

par un flux d’eau préchauffée.

Nous avons disséqué les tiques, sous loupe binoculaire, pour prélever les glandes salivaires (GS).
Ces glandes salivaires d’Ixodes ricinus (femelles non gorgées) ont été récoltées et conservées a -
80°C dans de I’acide acétique 10 % et ont été utilisées dans 3 séries d’expériences indépendantes
(15, 25, 35 GS) et environ 10 GS de femelles gorgées ont été prélevées et utilisées sans

congélation des extraits.
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(Bonnet et al., 2007).
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4. Extraction des peptides

Les glandes salivaires d’l. ricinus adultes sont broyées a I’aide d’un potter et d’un mortier en
verre, puis homogénéisées dans 500 pl d’acide acétique 10 %. Le broyat est porté a ébullition
afin d’inactiver les protéases. Aprés transfert du broyat dans de la glace, puis centrifugation
(BeckmanAllegra X-22-R, 13000 x g, 15 min, 4 °C), le surnageant est récupéré. A partir du culot
repris dans 500 pl d’acide acétique 10 %, le cycle broyage-centrifugation est répété deux fois.

Les 3 tubes de surnageant sont ensuite lyophilisés.
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5. Fractionnement de I’extrait par HPLC en phase inverse (RP-HPLC)

L’ensemble du lyophilisat est repris dans 1 mL H.O-TFA 0.1%, puis déposé sur une colonne Sep-
Pak C18 (Alltech). L’éluat (fraction non fixée) est conservé, puis les élutions suivantes sont
réalisées : i) lavage (1 mL H20 TFA 0.1%) ; ii) passage de 1 mL de 60 % d’acétonitrile (ACN) ;
iii) passage de 1 mL de 100 % ACN. Ces 4 différents éluats sont lyophilisés, puis repris dans 150
UL Hz0 et entreposés a -20°C. Aprés cette pré-purification sur Sep-Pak C18, un fractionnement
par RP-HPLC des éluats 60% et 100 % ACN a été réalisé en utilisant les conditions suivantes :
colonne analytique C 18 (Lichrospher, modulo-cart QS, 5 um, ODS2, 250 x4.6 mm, Interchim) ;
solvants : H20O-TFA 0.1 % (solvant A) et ACN-TFA 0.07 % (solvant B) ; gradient : 0 a 60 %
ACN (1 %/min) ; débit : 0,75 ml/min ; détection : 220 et 280 nm ; fraction : 0,75 ml (collecteur
Advantec SF-2120). Les différentes fractions sont finalement lyophilisées, puis conservées a -20

°C pour tester ultérieurement I’activité enzymatique

6. Electrophorése capillaire microfluidique

Le profil de migration de la salive brute d’Amblyomma variegatum a été visualisé a I’aide
d’électrophorese capillaire microfluidique (Experion, Bio-Rad), sur la plateforme de PCR en
temps réel (IBPS, FR3631, UPMC). Cette méthode a permis le calcul de la concentration de
I’échantillon : pour chaque bande détectée, le logiciel calcule la concentration relative ou absolue

ainsi que le pourcentage de pureté.
7. Recherched’ homologuesdel’ opiorphine et de la sialorphinein silico

L es séquences des précurseurs de I’ opiorphine et de la sialorphine ont été utilisées pour effectuer
des recherches de similarités dans la banque de séquences non redondantes (nr) sur le site du
NCBI (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/) & I'aide du logiciel BLASTp (Basic Local Alignment
Search Tool proteins).

8. Synthese peptidique en phase solide des analogues de I'opiorphine et de la
sialorphine
Toutes les syntheses ont été effectuées au sein de la plateforme Synthese peptidique et PCR en
temps réel (IBPS, FR 3631 UPMC-CNRS). Les homologues de la sialorphine et de I’opiorphine
chez les Vertébrés ont été produits par synthése peptidique en phase solide, afin de réaliser des
tests d’activités. La chimie utilisée a été la chimie Fmoc (9-fluorénylméthyloxycarbonyl). La
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purification des peptides synthétiques a été réalisée par HPLC en phase inverse sur une colonne
semi préparative Phenomenex Luna® Cis (10 um, 250 A~ 10 mm) et a été éluée avec gradient
linéaire de 0-60 % ACN (0,07 % TFA) dans H20-TFA 0,1 % (1 % ACN/min) avec un débit de 5
mL/min. L’homogeénéité et I'identité des peptides synthétiques ont été ensuite évaluées par HPLC
analytique (colonne Cis Uptisphere® 50DB, 5 um, 250 x12 4,6 mm, Interchim), en utilisant le
méme gradient et un débit de 0,75 mL/min, ainsi que par spectrométrie de masse MALDI-TOF
(Voyager DE-PRO, AppliedBiosystems).

9. Analyse par spectrométrie de masse MALDI-TOF

L’analyse du contenu en masse des peptides des différentes fractions post-Sep-Pak, ainsi que de
quelques fractions post-HPLC (élution 60 % ACN), a été réalisée afin de détecter des peptides et
d’identifier potentiellement des ions apparentés a I’opiorphine/sialorphine. Les fractions
lyophilisées ont été remises en solution dans 150 pL d’eau milliQ et ont été homogénéisées par
vortex. 1 uL de chaque fraction HPLC a été mélangé avec 1 pL de matrice HCCA (acide a-
cyano-4-hydroxycinnamique). La matrice acide a permis la cristallisation de I’échantillon et
I’apport de protons. 1 pl de ce mélange a été ensuite déposé sur une plague MALDI. Les spectres
MS ont été obtenus en mode réflecteur positif, en utilisant le calibrant externe 4700 (Applied
Biosystems). La séquence des peptides a été analysée par spectrométrie de masse en tandem en
réalisant la fragmentation des ions précurseurs d’intérét. Les analyses ont été réalisees a la plate-
forme « Spectrométrie de Masse et Protéomique » (IBPS, FR 3631 UPMC-CNRS), a I’aide d’un
spectrométre de masse MALDI-TOF-TOF 4700 Proteomic Analyzer (AppliedBiosystems).

10. Tests enzymatiques

10.1. Substrats utilisés
La fluorescence des produits issus de la réaction avec I’APN ou la NEP repose sur des
mécanismes quelque peu différents. Les structures et formules ont été gracieusement fournies par
Catherine Rougeot, Institut Pasteur, Paris. Dans le cas de I’APN, le substrat utilisé a été le L-Ala
AMC dont I’hydrolyse libére la fluorescence (excitation a 380 nm, émission a 460 nm ; Figure
30). Dans le cas de I’Ap-B, le substrat utilisé a été le L-Arg AMC dont I’hydrolyse libere la

fluorescence (excitation & 380 nm, émission a 460 nm).

Le substrat de la NEP utilisé a été, quant a lui, le Abz-D-Arg-Gly-Leu-EDDnp (Figure 31) et ses
propriétés de fluorescence reposent sur le systeme du FRET, basé sur le transfert d’énergie
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dépendant de la distance entre un donneur de fluorescence, ici I’Abz (ortho-amino-aminobenzol
ou Mca = methoxycoumarin-4-yl acetyl) et un accepteur, ici le DnpOH (2,4-dinitrophenyl) ou
I’EDDnp (2,4-dinitrophenyl ethylenediamine).

7.ex= 380 nm

Site du clivage ApN fﬁeF 380 nm
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Figure 30 : Schéma du principe des tests d’activité enzymatique avec I’APN et son substrat L-Ala AMC.
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Figure 31 : Schéma du principe des tests d’activité enzymatique avec la NEP et son substrat I’Abz-D-Arg-Gly-

Leu-EDDnp.

Dans le substrat, la partie AbZ ne peut fluorescer apres excitation a 320 nm, car elle est «
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quenchée » par la partie eddNP. En revanche I’hydrolyse de la liaison peptidique sur le versant
amino terminal de la leucine libere le fluorophore et le « quencher », ce qui permet au produit,

I’Abz-dR-G, de fluorescer a 420 nm aprés excitation a 320 nm.

10.2. Tests d’activité enzymatique

En ce qui concerne les glandes salivaires de tiques : chaque fraction HPLC lyophilisée a été
reconstituée avec 150 pL d’eau distillée et I’activité enzymatique a été ensuite mesurée. De

méme, pour les peptides synthétiques homologues de I’opiorphine et de la sialorphine.

Les tests d’activité ont été réalisés, sur plaques 96 puits, avec un substrat fluorogénique (200 uM
final). L’hydrolyse du substrat a conduit a la libération d’un produit fluorescent pour lequel
I’intensité a été mesurée avec un spectrofluorimetre a une longueur d’onde donnée. La réaction a
été faite pendant 10 min a 28 °C, dans un volume total de 100 pyL dans lequel ont été ajoutés : 70
ul de solution d’enzyme (3,5 ng pour la concentration de I’APN humaine, R&D systems ; 2,5 ng
pour la concentration de NEP recombinante humaine ; R&D systems) ; 20 puL d’une solution de
peptides a différentes concentrations ; juste avant de lancer la cinétique, 10 pl d’une solution de
L-Ala AMC (Bachem), substrat de I’APN (20 uM final), ou de Abz-D-Arg-Gly-Leu-EDDnp
(Plate-forme de synthése peptidique, IBPS FR 3631 UPMC-CNRS) ; substrat de la NEP (10 uM
final). Les tampons réactionnels utilisés sont du Tris-HCI 0,1 M, pH 7 pour I’APN, qui contient
en plus 150 mM NacCl, et 0,05% de Brij 35 pour la NEP. Ayant a disposition au sein du
laboratoire I’Ap-B, une autre aminopeptidase de la méme famille M1, nous avons voulu la tester
comme témoin. Les tests d’activité ont été réalisés dans les mémes conditions que I’APN, 3,5 ng
pour la concentration et avec le L-Arg AMC (Bachem) comme substrat de I’Ap-B (20 uM final).

Des témoins d’inhibition ont été utilisés : le tampon de I’enzyme comme ligne de base ; I’enzyme
en présence du substrat sans inhibiteur pour le témoin négatif ; I’utilisation d’inhibiteurs
specifiques compétitifs des enzymes, I’amastatine 1 pM final pour I’APN, le phosphoramidon 1
UM final pour la NEP, pour le témoin positif. Pour déterminer les parametres cinétiques, la
réaction a été effectuée en présence de concentrations variables de peptide potentiellement
inhibiteur, allant de 0 & 100 uM. Tous les extraits peptidiques ont été testés vis-a-vis de la NEP et
de I’APN.

10.3. Détermination des parametres cinétiques

Afin de tester I’activité inhibitrice des homologues de I’opiorphine et de la sialorphine, nous

58



déterminons les parameétres cinétiques. Nous prenons I’exemple de I’activité de I’APN humaine,
qui est déterminée par la mesure de sa capacité a cliver le substrat fluorogénique H-Ala-AMC (7-

Amido-4-methylcoumarin ; Figure 32).
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Figure 32 : Clivage du substrat H-Ala-AMC (7-Amido-4-methylcoumarin) par I’APN

Lors de la réaction enzymatique, le clivage entre le substrat H-Ala et le groupe AMC provoque la
libération de I’AMC qui est mesurée par un spectrofluorometre monochromateur (TECAN) ou un
spectrofluorometre Fluo Star Galaxy (BMG, LABTECH), en utilisant une longueur d’onde

d’excitation a 380 nm et d’émission & 460 nm.

La fluorescence émise est directement proportionnelle a la quantité d’AMC produite et donc
proportionnelle a I’activité de I’APN. La vitesse d’apparition du produit AMC (en RFU) est
déterminée en cinétique grace a des mesures successives toutes les deux minutes pendant une
heure. L’activité de I’APN est ensuite déterminée a partir de la pente de la droite obtenue lors de
la représentation [RFU] = f (Temps). Elle est calculée (par le logiciel MAGELLAN) sur cing
points dans I’intervalle de temps compris entre 10 et 20 min par exemple, période située en phase

stationnaire. L activité est exprimée en RFU par minute (unités relatives de fluorescence).
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5. Ixodes ricinus
1. Identification d’homologues fonctionnels de I’opiorphine/sialorphine chez
la tique Ixodes ricinus
La difficulté majeure, rencontrée lors de la réalisation de cette partie du projet, a été la
collecte du matériel biologique. Les premiers tests ont été réalisés sur du matériel conservé
a -80 °C depuis de nombreux mois et ils n’ont pas révélés d’activités inhibitrices de I’APN
ou de la NEP. Ensuite, 2 collectes ont éte réalisées qui ont permis de récupérer
respectivement 15, puis 60 tiques. Nous avons donc travaillé sur deux lots différents
de glandes salivaires.

2. Analyse par RP-HPLC du contenu peptidique d’extraits de glandes

salivaires d’Ixodes ricinus

Les peptides ont donc été extraits d’un homogénat brut de 15 glandes salivaires. Cet extrait a
été pre-purifié sur une colonne Sep-Pak C18. L’éluét, obtenu avec 60 % ACN, a ensuite
été analysé par HPLC analytique en phase inverse (Figure 33). Des pics a 220 nm
(longueur d’onde d’absorption de la liaison peptidique) situés dans la zone entre 19 min et
30 min (soit 21 % - 33 % ACN), zone d’élution de I’opiorphine et de la sialorphine (peptides
de contrdle utilisés comme références) sont détectables. Cependant, la faible intensité de ces
pics en regard des 10 pg d’opiorphine et de sialorphine injectés comme témoins (Figure 34)
souligne que la quantité de peptides contenue dans I’extrait est trés faible, et ceci probablement
en raison du peu de glandes salivaires disponibles.

Deux autres pics d’intensité plus importante sont visibles a environ 56 et 62 minutes, une zone

d’élution trés éloignée de celle des peptides attendus. (Figure 33)

Les différentes fractions HPLC ont été conservées a 4 °C, lyophilisées et reprises dans 150 pL
d’eau milliQ, pour analyser ultérieurement leur activité inhibitrice potentielle vis-a-vis de la
NEP et de L’APN.

3. Analyse par spectrométrie de masse du contenu peptidique d’extraits de

glandes salivaires d’Ixodes ricinus

Afin d’avoir une indication sur le contenu en masse de I’extrait total pré-purifié sur Sep-Pak
C18 et des fractions éluées a 60 et 100 % ACN, nous avons réalisé une analyse
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préeliminaire par spectrométrie de masse MALDI-TOF sur la plate-forme « Spectrométrie de
Masse et Protéomique » de I’IBPS a I’lUPMC (Figure 35).
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Figure 33 : Chromatogramme RP-HPLC d’un extrait de glande salivaire d’l. ricinus pré-purifié sur Sep-
Pak C18. Deébit de 0,75 ml/min et fractions de 0,75 mL. L’absorbance est mesurée a 220 nm (rouge), la
courbe en noir correspond & une injection d’H20, le trait bleu représente le gradient d’ACN. Les fléches

indiquent les temps d’élution des témoins peptidiques sialorphine et opiorphine.
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Un certain nombre d’especes moléculaires sont nettement visibles dans les fractions d’élution
(Figure 35), dont une est commune aux 3 échantillons testés ([M+H]+ = 616,427). Ces
espéces moléculaires correspondent a des tailles pouvant aller de 5 a 7 résidus d’acides
aminés et pourraient donc étre des peptides de la tique s’apparentant & I’opiorphine
(M/Z=676,3) et la sialorphine (M/Z=651,3). Cependant plusieurs tentatives de fragmentation
des différents ions en MS/MS ne nous ont pas permis d’obtenir d’information de séquence, ni
d’apporter de conclusion quant a la présence d‘analogues dans nos extraits. Ceci étant

probablement d0 a une quantité insuffisante de matériel.

4, Tests des activités inhibitrices de I’APN et la NEP par I’extrait de glandes

salivaires d’l. ricinus

Des premiers tests avaient été réalisés avec la NEP recombinant humaine, de maniere a se
familiariser avec le protocole et I’utilisation des mateériels. Par la suite, I’activité de I’enzyme,
conservée cependant a -80°C, a chuté de 79 % et I’inhibition par I’opiorphine et la
sialorphine (100 uM) était fortement diminuée (32 % et 0% respectivement). Une inhibition
de cette activité résiduelle (41 %) a cependant été observée avec 10 ul des fractions
résultant de I'élution 60% ACN et 100% ACN. En attendant de disposer d'un autre lot de
NEP et de plus de matériel biologique, nous avons testé I'activité de I'APN.

L’activité de ’APN a été testée en présence de 5 ou 15 ul des 4 fractions (non fixée, NF ;
Lavage ; 60 % ACN et 100 % ACN) résultant du passage de notre extrait brut de glandes
salivaires sur la Sep-Pak. Une inhibition de 73 et 24 % en présence respectivement
d’opiorphine a 100 et 10 uM est mesurée a titre de contrble. A notre surprise, au lieu
d’observer une inhibition de I’activité de I’enzyme, une augmentation a été mise en évidence
et non des moindres, plus de 100 % avec I’éluat 60% ACN (Figure 36). Cette observation a
été obtenue avec 5, 10 et 15 ul de nos extraits post-Sep-Pak. La valeur passe a +150% en
présence de 15 ul d’extrait. Les tests d’activité réalisés avec les fractions résultant de la Sep-
pak n’ont donc pas montré d’inhibition de I’activité de I’Ap-N, une augmentation non
négligeable de I’activité a plutot été observee.

De méme le contenu des différentes fractions issues du passage de I’extrait 60 % ACN
sur HPLC n’inhibe pas I’enzyme et I’augmenterait plutét. Une augmentation de 130 et
133% est méme observée pour les fractions 47 et 57 (Figure 37).
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Figure 36 : Schéma de plaque de la cinétique de fluorescence sur 15 min vis-a-vis de I’APN. 1-Substrat seul
(Ala-AMC) ; 2- Enzyme + substrat ; 3- Enzyme + substrat + opiorphine 100 uM ; 4- Enzyme + substrat +
opiorphine 10 uM ; 5- Enzyme + substrat + non fixé (5 xL/150 ul) ; 6- Enzyme + substrat + lavage (5 uL/150
uL) ; 7- Enzyme + substrat + élution 60% ACN (5 uL/150 ul) ; 8- Enzyme + substrat + élution 100% ACN (5
uL/150 ul). Les tests sont réalisés en triplicates (A, B, C) ou en un seul point (A) pour les fractions post-Sep-
Pak.
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Figure 37: Effet inhibiteur des différentes fractions sur I’activité de I’APN. L’enzyme est incubée en
présence de substrat et de 5 uL de chaque fraction issues du passage de I’extrait 60 % ACN sur HPLC. La
droite noire représente I’activité de base de I’enzyme avec le substrat seul.

L’analyse du contenu des fractions 47 et 57 post-HPLC par spectrométrie de masse n’a

pas donné de résultat, probablement parce que la quantité de matériel était tres faible.
5.  Amblyomma variegatum

Nous avons pu réaliser une analyse préliminaire du contenu en peptides et protéines de la salive
d’Amblyomma variegatum (tique dure Ixodina; Don gracieux du Dr Philippe Holzmuller,
UMR 15 CIRAD-INRA, Montpellier). L’échantillon de salive a été obtenu au département
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Systeme Biologiques de I’'UMR 15 en utilisant des tiques femelles semi-gorgées. Ces dernieres
ont été soigneusement deétachées de la peau des veaux a la main. La taille des tiques était
d’environ 4,5 mm. Avant la collecte de salive, tout tissu de I’h6te dans les pieces buccales de
tiques a été retiré a l'aide d'un scalpel et une pince chirurgicale. Ensuite, les tiques ont été rincées
avec de I'eau distillée stérile et amenées a saliver suite a une injection dorsale de 2 ou 5 ml de
pilocarpine-2% PBS (Ciprandi et al., 2006 ; Clarke et al., 1971). La salive accumulée dans les
piéces buccales a été recueillie en utilisant une pointe de pipette, entre temps les tiques ont été
maintenues a 37°C dans une chambre humide pendant environ 3 h. La salive a été stockée a -
80°C.

Nous avons donc refait des tests, cette fois non avec les glandes salivaires mais avec de la salive
brute. Une détermination de la concentration en protéines de la salive en DO (méthode BCA) a
indiqué une concentration de 0,8 pg/uL. Une électrophorese dans un gel 8% polyacrylamide-
SDS en conditions dénaturantes (Figure 38) a été realiseé avec 10 ul de salive brute d’A.
variegatum (8 ug), 15 ul d’Ap-B purifiée (1 ug) et de la BSA (500 ng et 1ug). La migration
s’effectue pendant 1 heure 30 mn. Dans le cas de la salive, 2 bandes & 103 et 115 kDa sont
majoritairement observées et contiennent les protéines majoritaires détectées dans la salive. Par
référence avec la BSA et I’Ap-B, ces protéines pourraient représenter plus de 25 % des
protéines totales de la salive d’A. variegatum. Un signal important est observé dans le front de
migration qui pourrait correspondre & un ensemble de peptides matures ou produits de
dégradation. Le reste des protéines serait en faible quantité (pas d’autre espece majoritaire) et

de masse moléculaire variable.

Figure 38 : SDS-PAGE en conditions
dénaturantes de la salive
d’Amblyomma variegatum.
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Nous avons également réalisé une électrophorése capillaire microfluidique (Experion, Biorad ;
Figure 39). Ce systeme permet le calcul de la concentration en protéines des échantillons, pour
chaque bande détectée, le logiciel calcule la concentration relative ou absolue ainsi que le
pourcentage de purete.

ZE0.0 CEE Daaa DI S S |

Figure 39: Profil d’électrophorése capillaire
microfluidique de la salive brute (Experion, Bio-
Rad). Puits L, marqueurs de masse moléculaire ;
Puits 1, 1 uL de la salive brute d’Amblyomma
variegatum ; puits 2, 3, 4 : salive brute d’
Amblyomma variegatum, dilution 1/2, 1/4, 1/8. Le
signal présent dans tous les puits sous la bande du
marqueur de 10 kDa est un artefact lié a
I’appareil (« pic systéme »).
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Le profil général de I’électrophorese capillaire confirme celui du SDS-Page (Figure 38). Deux
bandes a 103 et 115 kDa sont majoritairement observées et un signal important est toujours
observé dans le front de migration. En revanche, la concentration moyenne en protéines
calculée par le systeme (53,5 ng/uL ; salive brute, 45,5 ng/uL ; dilution 1/2, 22,1 ng/uL ;
dilution 1/4, 14 ng/uL ; dilution 1/8, 8,5 ng/uL) est tres différente, d’un facteur 16, de celle
obtenue par la méthode BCA (800 ng/uL). Une électrophorése capillaire réalisée avec une
gamme de BSA purifiée de 500, 100 et 25 ng (méthode BCA) a permis d’obtenir des
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concentrations respectives de 128, 23 et 8 ng/uL (données non présentées). Une différence d’un
facteur 4 est cette fois observée. Notre conclusion serait que le systeme Experion est mieux
adapté a I’analyse des protéines purifiées plutét qu’a I’analyse des mélanges complexes et que
les valeurs obtenues par la méthode BCA restent plus proches de la réalité (0,8 ug/uL).

Des analyses en spectrométrie de masse de la salive brute d’A. variegatum (1 pL) ont été
réalisées sur la plateforme de Spectrométrie de masse et protéomique de I’'IBPS. L’analyse en
basse masse (110 - 4000 Da) met en évidence quelques espéces moléculaires pouvant
correspondre a des peptides de petites tailles. Cependant, comme dans le cas de I. ricinus,
plusieurs tentatives de fragmentation des différents ions ne nous ont pas permis d’obtenir
d’information de séquence. Ceci étant probablement toujours di a une quantité insuffisante de

matériel.

6. Recherche d’homologuesdel’ opiorphine et dela sialorphinein silico

Les résultats de nos premiéres recherches d’homologues montrent que les précurseurs
de [I’opiorphine (5 résidus d’acides aminés) et de la sialorphine (5 résidus) appartiennent
clairement a deux familles de protéines différentes (Figure 40). Les séquences «
opiorphines » ne permettent pas d’identifier de similitude de séquences avec les séquences
« sialorphine » et aucune séquence issue d’un génome de rongeur n’est détectée, I’inverse est
également vérifié. Les genes codants les protéines sont issus de familles trés différentes. En
revanche, l’utilisation des 60 premiers résidus de la région NH,-terminale de chaque
précurseur permet d’obtenir un ensemble de séquences similaires qui appartiennent au taxon
des Mammifeéres, dont des séquences de rongeurs.

Ce résultat s’explique par le fait que cette séquence plus courte, donne plus de poids au
peptide signal qui est trés conservé entre les deux familles de protéines. D’autre part, le
nombre de séquences identifiées reste faible et ne concerne que des protéines sécrétées
isolées de glandes salivaires. Ce peptide signal pourrait donc étre spécifique d’une voie de
sécrétion propre a ces glandes. A I’exception de certains primates et du rat, aucun autre
génome de Mammifere ne semble contenir des séquences homologues aux protéines
recherchées, bien que plusieurs autres génomes soient en cours d’analyse (ex. beeuf, cheval,
cochon). Ceci peut étre directement lié a I’état de I’avancée de I’annotation de ces différents

génomes, il est donc difficile de tirer des conclusions a ce niveau.
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XP_011250300.1_Submax. gland androgen-requl. protein 2
009133.1 SMR2A, MSG2 alpha, CRAC

NP_001104249.1_EG665615 precursor

XP_006991734.1 Submax. gland androgen-requl. protein 3A
XP _007651471.1 Submax. gland androgen-requl. protein 3B-L
NP _001017497.1 Submax. gland androgen-requl. protein 3A

EDL05372.1_ mCG117999

CARS50638.1_msg3

NP _035552.1 Submax. gland androgen-requl. protein 3A(SMR3R)

NP 067264.2 SMR2C, MSG2 gamma, CRAb

EDL28506.1_rCG60449

153030_SMR1-alphal

NP 036816.4 SMR1, VCS-alpha 1, Sialorphin, SMG1

XP_006143035.1_Proline-rich protein 1

NP 067048.4 PROL1 PRL1, Opiorphin

XP_002814377.1_proline-rich protein 1

XP 004038825.1_proline-rich protein 1

XP 003809046.1_proline-rich protein 1

XP_001160721 1_preoline-rich protein 1
in 1
nl
in 1

XP_003265755.1_Proline-rich protein
XP 003898852. l_prolme -rich protein
XP 007996979.1 proline-rich prote
EHH25952. 1_Proline-rich protein 1
EHH53753.1_Proline-rich protein 1
XP_010382183.1 _preoline-rich protein 1
XP_002804133.1_Proline-rich protein 1-1
KP_002304133.1_Proline-rich protein 1-1
in 1
in 1

XP_008991464. l_prolme -rich protein

XP_003931973.1 _proline-rich protein QYLSGQLPPLP

XP 007119260.1 mucin-2-like ~ |[EhySeterseatedon] y @00z oo--—--] MKPLYLILDLLALATCFS—- PYQLGPLLLPP
XP_004766381.1 MR3x. ~  |[Mustelaputoriusfure] 4000 ----- MKPLYLIMSLLALAACFL—- YPPRLPPPPP
XP _004038824.1 8MR3A.  |[corillagorilla gorilla] @ = ~ --—--] MKSLTWILGLWALAVCFT—-

XP_001142857.1_SMR3A MHRLKDEITDWILGLWALRACFT—-

NP_036522.3 SMR3A precursor ~ [Homo'sapiens] S 0 -] MKSLTWILGLWALAACFT—-

ARH94707.1 SMR3B pretein ~ |[Homp Sapiens] s 000 -] MKSLTWILGLWALAACFT—-

XP 008959403.1 M3  [Panipamiscusiaaas 0000 -] MKSLTWILGLWALAACFT—-

XP_009446060.1 38 ~ [Pan'troglodytesj s 0 -] MKSLTWILGLWALAACFT—-

XP 007996978.1. 38 ~ |[Chiorocebus sabacusi g @ @z« 0zl 0———-- MKSLTWILGLWALAVCFT—-

XP 009233329.1_ SMR3  |[Eongor@beliij el 000 -] MKSLTWILSLWAFRACFT—-

XP_009205255.1 MR ~ |[Pepio amubis] = -----] MKSLTWILGLWALAACFT—-

XP_00677316° 183 [Myotisidavidii] e 000 -] MKPLCFILGLLALEACFA——-

XP 005881706.1 SMR3A-like  |[Myotisibramdtii]s s 00000 -] MKPLCFILGLLALERACFS—-

XP_006103038.1 protein diaphanous homolog 1-like ~  |[MyoEisslucifugus]sssy -] MKPLCFILGLLTLEACFS—-

XP_008061410.1 Proline-rich protein 1 ~ |[Tarsius syeichtal s -] MINLTFILSLLAFISHFT—-
XP_008155706.1_mucin-2-like EQYLKMKELTFIFSLLALTACFT—------- PSDSQE

XP_010592492.1 proline-rich protein 1-like ~ |[Loxodonta areicamd) @ @ @ @~ ~ --—-- MKKLTFILGLSALITCFT—------- PSESQ

XP _006212602.1 Mucin-2-like ~ [Vicugpapages]  --—- MKPLCWTLGLLALVMCFS—-

XP_006188769.1 Mucin-2-like ~ [Camelug ferms] @ -——--] MKPLCWILGLLALVMCFS—

XP_008585315.1 _proline-rich protein 1 EKRSRCKDLEYRKFCSGHVKIQ-—

XP_003809067.1_SMR3A SNPREDEITDWILGLWALAACFT—-------PGESQGG

XP 006071201.1 1 “mucin-2-like  [Bubalug bupalia] 0 ——---] MKNLTFIFSLLALVTHLM—-

)CP 850753.2_ SMR3A isofom X3 |[Canis lupus familiEEilE] $89009090 --—--- MKPLCLIMGLLALATCFL—------- PTESHSGFRRRYPSRPLPPEP
EHH25953.1 hypothetical protein EGK 15821, partial = ~ |[Macacabmulages) @ @ = @ - MKSLTWILGLWALAACFT—------- PGESHRGPRGPYPPGPPAPPP
XP_005555197.1 M3  |[Macaca fasciculamisll € @09 --—--- MKSLTWILGLWALAACFT---------PGESHRGPRGPYPPGPPAPPP
XP 0103821761 M3  |[Rninopithecus roxelland €@=<=@020 -----] MKSLTLILGLWALAACFT---------PGESHRGPRGPYPPGPPAPPP
XP_010796257.1 Hepatitis A virus cellular receptor 1-like [BOSTEauEMS| === -MKPLCLTLGLLAFVICFL— -5GESHRGPRLFVPRPLPPARL

EFB23242.1 hypothetical prptein PANDA 008189 PPRELLPPP
XP_008691545.1_inverted formin-2-like PPRELLPPP
XP_004703418.1 Mucin-2-like GKHLSRTYQ
XP_004703417.1_SMR3A-like -BGES YPFEPLELLP
XP_007193654.1 micin-2-like  [Balaenoptera acutorpstzatal 0 --—-—- MKPLYLILGLLALVICES—------- SGESNRGERRPYQLGPLLLEP
XP_005359659.1 inverted formin-2-like ~ [Migrotus ochrogaster] = ----- MKSLYLFLGLHVLGACFL—------- TGECHRGHRGRYDPRGPREEP
XP_006071202.1 micin-5AC-like ~ [Bubalug bubaliz] = --—-—-- MKPLCLTLGLLAFVICFL—-------3GESHRGRSLEVIRPLPPARL
XP_005983857. 1 mucin-2-like [Pantholops hodasonii] 00 --—-- MKPLCLTLGLLAFVICES—-------3GESHRGESLEVPRELPPARL
XP_005681986.1 splicing factor 32 gubunif 2-like [Capra hircus] = -] MKPLCLTLGLLAFVICES—-------3GESHRDPSLEGPRELPPARL
XP_002061409.1 SYR3A [Tarsiug syrichtal  --— MKPPSLILGLWALVACFT—-------LGESHRGEWGPYPPRLLAPPP
XP_006143034.1 proline-rich pratein 2-like [Tupaia chimepgis)  --—-- MKPLSLILGLCALVAYFS—-------PGESHRGEWGPYQPRPQLPPA
EHA25054.1_Proline-rich protein 5 Macaca mulatta] 0 —-— MKSLTLILGLWALRACFT—-------PGESQRGLGGPYPPEPLSPSP
XP_001106334.1_SUR3A Macaca fasciculapis] = -——— MKSLTLILGLALRACFT-------PGESQRGLGGPYPPEPLSPSP
XP_007996977.1_SMR3A [Chlorocebus sabaens]  --—— MKSLTLILGLWALAACFT—------- PGESQRGLGGPYPPEPLSESE
XP_009205257.1_SUR3A [Papio apubiz] = == MKSLTLILGLWALAACFT—------- PGESQRGLGGPYPPEPLSESE
EHH53755.1_Proline-rich pratein 5 [Macaca fascicularis]  --—-- MKSLTWILGLWALRACFT— -PGESQRGIGEPYPPERLSESP
XP_003931972.1_SYR3A [Saimiri boliviensig boliviengis]  --—-MKSLTLILGLWALAICFT-- -PGESQRGRWGPYPPGELAPPP
XP_002991476.1_SMR3A [Callithrix jacchus]  --—-—- MKSLTLILGLHALAACFT—------- PGESQRGRHGPYPLGPLRIPR
XP_003985386.2 Mucin-7 [Felis cafws] === MKTLTLLVCVCVLSACES—------- VSEGQKKEWKTHHKRSRVORY
XP_007087029.1_Intequmentary mugin C.1-like [Panthera tigris altaica] = --—-—- MKTLTLLVCVCVLSACES—------- VSEGQKKEWKTHHKRSSVORY

Figure 40 : Alignement des régions NH,-terminales de I’opiorphine et de la sialorphine et de protéines
similaires. Le peptide signal indiqué par une acollade (PS), les acides aminés conservés au sein de cette
séquence sont surlignés en jaune. Les séquences de I’opiorphine et de la sialorphine sont en bleu. Les
peptides synthétisés ultérieurement pour étudier leurs propriétés inhibitrices vis-a-vis de la NEP et de
I’APN sont en gras et leurs noms sont surlignés en vert. Les sites putatifs de maturation par les
endopeptidases de type prohormoneconvertase/furine sont surlignés en vert [RXXR ou RX(K ou R)R]. Les
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noms et numéros d’accession dans les banques de données des différentes séquences sont indiqués.
La quasi-totalité de ces séquences ont été identifiées par similarité de séquences et leurs fonctions sont en
genéral inconnues, leur nom dérivent donc des noms des protéines les mieux caractérisées, PROL1 est le géne
qui code le précurseur de I’opiorphine humaine, SMR1, celui codant pour celui de la sialorphine de rat. Ces
noms reflétent également le nombre d’isoformes détectées dans une ou plusieurs espéces : PROLS5 ; ISO1 a
5; SMR2, 2A, 3A, 3B, CRA, -L (pour -Like).

En revanche, de nombreux autres génomes d’organismes susceptibles d’exprimer des
peptides ayant des propriétés anti-douleur (amphibiens, arthropodes, oiseaux, poissons) sont

aujourd’hui relativement bien connus et aucune ségquence n’a pu étre identifiée.

L’examen de I’alignement multiple de séquences (Figure 40) montre qu’il existe dans
certaines des séquences des homologues positionnels de I’opiorphine. Ces pentapeptides
peuvent étre produit apres clivage du peptide signal par la signal peptidase et hydrolyse d’un
site potentiel de type furine [RXXR ou RX(K ou R)R] ou de type dibasique (RR ; prohormone
convertase). Ces peptides présentent également jusqu’a 60 % d’acides aminés différents par
rapport aux séquences de I’opiorphine et de la sialorphine. Ce qui semble remarquable est
qu’a I’exception des résidus arginine du site « furine », tous les autres acides aminés

peuvent étre différents.

Il est annoté également la présence d’homologues positionnels potentiels dans la
séquence du précurseur de la sialorphine (VRGPR). En revanche, seules les séquences de
souris, SMR-L et SMR2A offrent la possibilit¢ de produire des pentapeptides et des
hexapeptides, respectivement : QRDPR et QHGPR, GQRDPR et GQHGPR.

Afin d’obtenir des informations sur les homologues positionnels de I’opiorphine et la
sialorphine chez les arthropodes, des alignements multiples de séquences ont été effectués
(Figure 41). De maniere a simplifier la lecture de I’alignement, six séquences d’arthropodes ont
été retenues. Aucune d’entre elles ne semble contenir des homologues de I’opiorphine ni de la
sialorphine. Par contre le peptide signal des glandes salivaires des arthropodes est conservé, les
acides aminés méthionine, glycine et leucine sont retrouvées dans les six genes. Les cystéines et
les phénylalanines sont retrouvées dans les cing premiers génes, alors que le glutamate n’existe

que dans un.
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Homme_Opio MK-LTFFL----- GLLALI SCFT—PSESQRFSRIPYLPGQLPPPPLYRPRWVPPSPPPPYDSRLN

Rat_SIALO2 MKSLYLIF----- GLWILLACFQ-SGEGVRGPRRQHNPREQQDPSTLPHYLGLQPDPNGGQIGVT
| lg MFKLKFFILFALAGL---—- CFGDTSPSETGASSSDGEAGSEPAGSETVDQTSEGKDGSGD1QKS
MFKLKFFILFALAVL--——- CFGKNMSFCLVSKSKYKHKGNSESPRATPSQEPKNRDKPSGVFAF

lg MFKLKFFILFALAGL---—- CFGDSSDSETGEASPSGSGDSDSDKMEESTNVSGK-NGEEKETEE

lg MFTLKFFILFLLAGL---—- CFGDTSAGETASGNGQGEGEGESSGAAGNAEVGDTSAGQDNTGEK

lg MFKRSFFLVLVLAGL----- CFGETSEDGVSSGGSSGSGTEDKKVETQSPEGEDSSDGQSDSGTN
MRSLTLFL----- GLFAVLASGTVASTTKGSVPLQTSTFDK I VPKFKVTLVKFDVTYPYGEKHDE

Figure 41 : Alignement des régions NH,-terminales de I’opiorphine et de la sialorphine et de protéines similaires
d’arthropodes. Les résidus conservés du peptide signal sont indiqués en jaune. Les séquences de I’opiorphine
(bleu) et de la sialorphine (vert) sont indiquées (Homme_opio, Rat_SIALO?2). Les sites putatifs de maturation par
les endopeptidases de type prohormoneconvertase/furine sont surlignés en rouge [RXXR ou RX(K ou R)R].
Les noms et numéros d’accession dans les banques de données des différentes séquences sont indiqués. Les
numéros des différentes séquences d’arthropodes sont surlignés en rose. 12002008 : protéine 16 KD des glandes
salivaires d’Ixodes scapularis ; 241839568 : protéine putative 16 KD des glandes salivaires d’Ixodes scapularis ;
67083645 : protéine putative secrétée riche en Cysteine d’Ixodes scapularis; 67083757 : protéine salivaire
putative secrétée d’Ixodes scapularis; 56159933 : peptide putatif secrété des glandes salivaires d’Ixodes
scapularis ; 242002066 : protéine putative secrétée d’I1xodes scapularis.

7. Analyse des propriétés inhibitrices des homologues « opiorphine/sialorphine »

Les différents peptides homologues identifiés ci-dessus ont été synthétisés pour
analyser leur potentiel inhibiteur vis-a-vis des enképhalisases APN et NEP (Tableau 5). Les
peptides qui possedent un résidu glutamine en NH,-terminal ont également été synthétisés
sous leur forme pyroglutamate. Une forme étendue du peptide HSGPR, HSGPRR, a
également été synthétisée pour tester les propriétés d’un hexapeptide et I’'undécapeptide
VRGPRRQHNPR qui contient les séquences de la sialorphine et de I’homologue positionnel

de I’opiorphine a également été étudié.

Gene Peptide séquence
PROL1_Homo_sapiens Opiorphine QRFSR
O like QRSFR
PROL1_Pongo_abelii 01 QRFPR
02 pyroQ-RFPR
03 pyroQ-RGPR
SMR3A_Homo_sapiens 04 QRGPR
05’ VRFPR
SMRI1_Rattus_norvegicus 05 VRGPR
MSG3_Mus_musculus 06 HRGPR
Canis_lupus_familiaris o7 HSGPRR
Canis_lupus_familiaris 08 HSGPR
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SMR2A_Mus_musculus 09

SMR2_Mus_musculus 010
010 like 1
010 like 2
010 like 3
SMRI1_Rattus_norvegicus O5+R+S
SMR1_Rattus_norvegicus Sialorphine
SMR-L_Mus_musculus S1
SMR-L_Mus_musculus S2
S'2
SMR2A_Mus_musculus S3
SMR2A_Mus_musculus sS4
SMR2_Mus_musculus S5
SMR2_Mus_musculus S6
Equus_caballus_Opio pep 1
Loxodonta_africana_Opio pep2
Callithrix_jacchus_PROL pep3
Myotis_brandtii pep4d
Nomascus_leucogenys_Opio3 pep5
Rattus_norvegicus_SIALO4 pep6
Tupaia_chinensis_OPIO pep?7

HRAPR
QRGFR
VRFGR
VRGFR
QRFGR
VRGPRRQHNPR

QHNPR
GQRDPR
QRDPR
pyroQ-RDPR
GQHGPR
QHGPR
GQHDPTR
QHDPTR
QRGLR
QRVAR
QRFPGR
QRAPR
QGGPR
QHNLR
QRAPIR

Tableau 5: Liste des peptides homologues de I’opiorphine et la sialorphine. Le nom du géne, I’espéce, la
nomenclature et la séquence de chaque peptide sont indiqués respectivement.

Les résultats des tests d’inhibition réalisés avec ces différents peptides vis-a-vis de I’APN
et de la NEP sont schématisés sur les figures42 et 43. lls sont reportés sous forme
d’histogrammes pour une lecture plus aisée. Nous avons
criblage des peptides en utilisant une concentration finale de 10 et 100 uM de
peptide vis-a-vis de I’APN et de la NEP. Les résultats bruts montraient que la
concentration de 10 uM était adaptée pour I’APN, mais pas pour la NEP (aucune inhibition
observée), la concentration de 100 uM a donc été conservée. Des tests d’inhibition par
I”’opiorphine et le peptide O10 vis-a-vis de I’Ap-B ont été réalisés, il s’est avéré que I’activité

de cette derniére n’était pas inhibée pas ces peptides.

commencé par effectuer
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Il est important de constater que la totalité des peptides testés sont des inhibiteurs de
I’APN, aussi efficaces que [I’opiorphine. Nous pouvons, en effet, observer un
pourcentage d’inhibition élevé avec 04 (QRGPR) et O5 (VRGPR) vis-a-vis de
’APN (70% et 90% respectivement). La pyro-glutamylation NH-terminale des peptides
diminue le pouvoir inhibiteur des peptides (O2 et O3).

En revanche, la quasi-totalité de ces peptides n’inhibe pas la NEP a 100 uM (Figure 43;
Tableau 6). Seul le 010 (QRGPR) montre une inhibition de I’activité enzymatique de I’ordre de
30 %. Il est & noter, qu’entre nos mains, le pourcentage d’inhibition obtenu avec I’opiorphine et
la NEP est 1égérement inférieur & 50 %, donc le O10 inhibe mieux la NEP que I’opiorphine.

Inhibiteurs

0S+R+S I ’
010like3 |
010like2
010likel |

010

0%’

s
01 H
0 like 4—:

0 ﬁ

f- f f f e T i
00 100 200 300 400 50,0 €0,0 700

&
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B tcartype
1C50 des inhibiteurs (uWM)

Figure 42 : Histogrammes représentant I’1Cs0 des peptides synthétiques de type opiorphine vis-a-vis de I’APN.
La moyenne des IC50 a été calculée suite aux tests enzymatiques effectués en triplet (ICs, des inhibiteurs en
bleu, I’écart type en rouge). La nomenclature des peptides est indiquée dans le Tableau 5. L’opiorphine (O;
QRFSR) et la sialorphine (S; QHNPR) sont utilisés comme contrdles positifs.
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Figure 42 bis : Histogrammes représentant 1’ICs50 des peptides synthétiques de type sialorphine vis-a-vis de
I’APN. La moyenne des IC50 a été calculée suite aux tests enzymatiques effectués en triplet (ICs, des
inhibiteurs en bleu, I’écart type en rouge). La nomenclature des peptides est indiquée dans le Tableau 5.
L’opiorphine (O; QRFSR) et la sialorphine (S; QHNPR) sont utilisés comme contrdles positifs.

Les ICso des différents peptides vis-a-vis de I’APN ont été calculés (Figure 42 ; Tableau 6).
Concernant la NEP, les pourcentages d’inhibition par les peptides synthétiques sont tres faibles
donc seul le 010 (QRGFR) est un double inhibiteur potentiel (Figure 43).

En ce qui concerne I’APN, le calcul des différentes 1C50 confirme les résultats sur les

pourcentages d’inhibition. Par rapport a la valeur obtenue avec I’opiorphine (30 uM) ou la
sialorphine (44 uM), la totalité des peptides synthétiques testés, a I’exception des peptides
09, S5 et pep 6, sont de meilleurs inhibiteurs de I’activitté APN. Le pouvoir inhibiteur de
ces peptides est de 3 & 60 fois (O5, VRGPR) supérieur a celui de I’opiorphine.

En ce qui concerne la NEP, I’IC50 du O10 (QRGFR) est deux fois supérieure a celui de
I’opiorphine (Figure 44). Les autres peptides ont une 1C50 qui dépasse les 200 uM.
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Figure 43 : Histogrammes représentant I’I1C50 des peptides synthétiques vis-a-vis de la NEP. La nomenclature
des peptides est mentionnée dans le Tableau 5. L’Opiorphine (O; QRFSR) et la sialorphine (S; QHNPR) sont
utilisés comme controles positifs.

Contrairement aux opiorphine et sialorphine, la quasi totalité de ces peptides ne peut donc
étre considérée comme un double inhibiteur des activitées APN et NEP. Toutefois, le 010,

QRGFR, présente un pouvoir inhibiteur plus important sur la NEP d’un facteur 2 et sur

I”’APN d’un facteur 4 & 5, par rapport aux molécules de référence.
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Figure 44 : exemple de I’activité du peptide O10 (QRGFR) en fonction du pourcentage V/VO. V, vitesse de
I’enzyme en présence de [I’inhibiteur ; Vo, vitesse de I’enzyme sans inhibiteur. En abscisse, le log
des différentes concentrations d’inhibiteur de 0 & 100 M. Les mesures ont été réalisées en triplet et les
valeurs d’IC50 sont les moyennes * I’écart type de deux séries de tests. Les valeurs ont été transformées
en pourcentage et normalisées par rapport aux contréles.

géne peptide | séquence | MM (g/mol) |ICso- APN (uM) + 1C50-NEP ( uM)
PROL1 Homo_sapiens Opio QRFSR 692 30 100
O like QRSFR 692 10,35 0,25 >200
PROL1_Pongo_abelii 01 QRFPR 702 3,85 1,65 >200
02 pyroQ-RFPR 684 46 0 > 200
03 pyroQ-RGPR 594 5,2

SMR3A_Homo_sapiens 04 QRGPR 612 3,51 0,19 > 200
05' VRFPR 673 3,9 2,1 >200
SMR1_Rattus_norvegicus 05 VRGPR 583 0,09 0,01 > 200
MSG3 Mus_musculus 06 HRGPR 621 9,5 0,5 > 200
Canis_lupus_familiaris 07 HSGPRR 708 10 2 >200
Canis_lupus_familiaris 08 HSGPR 552 14 1 >200
SMR2A_Mus_musculus 09 HRAPR 635 44,5 14,5 >200
SMR2_Mus_musculus 010 QRGFR 662 6,55 0,55 40
010like 1| VRFGR 634 7,5 0,5 > 200
010like 2 | VRGFR 634 4,2 0,3 > 200
010 like 3 QRFGR 662 37 3,05 >200
SMR1_Rattus_norvegicus O5+R+S |RGPRRQHNP] 1372 3 1 > 200
SMR1_Rattus_norvegicus Sialo QHNPR 650 44 0 100
SMR-L_Mus_musculus S1 GQRDPR 727 16 4,04 > 200
SMR-L_Mus_musculus S2 QRDPR 670 10,825 0,17 >200
S2 pyroQ-RDPR| 652 62 1 >200
SMR2A_Mus_musculus S3 GQHGPR 650 > 200
SMR2A_Mus_musculus S4 QHGPR 593 0,3 0 >200
SMR2_Mus_musculus S5 GQHDPTR 809 105 0 >200
SMR2_Mus_musculus S6 QHDPTR 752 3 0 >200
Equus_caballus_Opio pep 1 QRGLR 628 13,93 1,87 >200
Loxodonta_africana_Opio pep2 QRVAR 628 32,13 6,65 > 200
Callithrix_jacchus_PROL pep3 QRFPGR 759 6,56 1,23 > 200
Myotis_brandtii pep4 QRAPR 626 6,43 0,78 >200
Nomascus_leucogenys _Opio3 pep5 QGGPR 513 18,2 3,971 > 200
Rattus_norvegicus_SIALO4 pep6 QHNLR 666 136,83 27,66 > 200
Tupaia_chinensis_OPIO pep7 QRAPIR 739 39,25 6,75 140

Tableau 6 : 1Csq des peptides synthétiques vis-a-vis de I’ApN et la NEP
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Cependant, ce travail met en évidence [I’existence potentielle d’une nouvelle famille
d’inhibiteurs au moins de I’activité APN, il reste a démontrer que ces peptides sont bien

exprimés in vivo.

77



waédw% - Discussion
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Chez les Mammiféres, les enképhalines sont des neuromédiateurs peptidiques des voies
opioidergiques. Elles jouent un réle clé dans le contréle des réponses adaptatives de |’ organisme
a un stress physique ou émotionnel, notamment dans le contréle des voies de transmission de la
douleur. Apres sécrétion par des neurones spécifiques, les enképhalines sont trés rapidement
dégradées par 2 métall o-ectopeptidases membranaires, laNEP et I' APN. Ces ecto-enképhalinases
interrompent |’ action analgésique de ces peptides afin d éviter des dommages a |’ organisme et

jouent donc un réle crucial dans la modulation dynamique de la transmission douloureuse.

Une approche de physio-pharmaco-chimie post-génomique a permis d'identifier deux
pentapeptides inhibiteurs physiologiques des activités ecto-enképhalinases : la sialorphine
(QHNPR ; Rougeot et al., 2003), synthétisée mgjoritairement par les glandes sous-maxillaires et
prostatique de rat méle adulte ; I’opiorphine (QRFSR ; Wisner et a., 2006), un homologue
fonctionnel sécrété notamment dans la salive humaine. Ces deux peptides différent par leur
séquence, leur charge nette et leur hydrophobie, ils sont cependant issus de la maturation
sdlective de la région NH,-terminale de protéines des familles PROL1 (Proline-rich proteinl) et
SMR1 (Sub-mandibular rat protein 1). Certaines protéines de cette famille étaient jusqu’aors
connues pour inhiber la nucléation des sels de calcium et la formation de cristaux
d’ hydroxyapatite de la dent. In vitro, la sialorphine et I’ opiorphine sont des doubles inhibiteurs
compétitifs des activités NEP et APN. In vivo, ils sont capables dinduire une analgésie
équivalente a celle de la morphine, mais avec des effets secondaires bien moindres.

Le potentiel thérapeutique de telles molécules est évident, cependant leur mécanisme
d action reste mal connu car les études structure/fonction réalisées sur ces peptides sont peu
nombreuses. La premiére étude des relations structure-activité de I’ opiorphine a révélé que le
résidu Phe en position 3 (substitué par Asn dans la siaorphine) était crucial pour |’ activité
inhibitrice du peptide enverslaNEP et I’ APN (Rosaet a., 2012).

Des données supplémentaires sont donc nécessaires au développement d’ inhibiteurs plus
puissants que I’ opiorphine et la sialorphine. Ces peptides pouvant étre considérés comme «
orphelins », nous avons recherché des homologues dans les banques de données. Cette recherche
de séquences nous a permis d'identifier, chez les Mammiferes, des analogues positionnels de
I’ opiorphine, et de la sialorphine. Des tests ont montré que tous étaient capables d'inhiber I’ APN,

certains avec une efficacité 30 fois supérieure a celle de I’ opiorphine, mais un seul inhibiteur de
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la NEP a pu étre vraiment identifié. Nos résultats mettent cependant en évidence |’ existence
d’ une nouvelle famille d’inhibiteurs de I'’APN et un nouveau double inhibiteur qui reoindra
I’ opiorphine et la sialorphine. 1l reste a prouver leur existence in vivo. Il est remarquable de
constater qu’ une population de pentapeptides qui possedent jusgu’a 60 % de polymorphisme en

structure primaire puisse avoir un pouvoir inhibiteur comparable.

Dans notre cas, les résultats obtenus avec les peptides synthétiques, montrent que ces
relations structure/activité semblent plus complexes, puisque les peptides QRFPR (O1), VRFPR
(05'), VRFGR (010-likel), QRFGR (0O10-like 3) et QRFPGR (pep 3) ne provoquent pas
d’inhibition de I'activité NEP, bien que Phe3soit présente. Par contre dans le cas du peptide
QRFPR (0O5), lasubstitution de Gly en Phe, en position 3 ne serait pas responsable de la perte de
I"activité NEP puisque QRGPR (0O5) ne I'inhibe pas non plus, alors qu'il est le meilleur
inhibiteur de I’APN de tous les homologues synthétisés. Dans le cas du peptide QRFGR (0O10-
like 3), I'inversion de Gly en Phe, en position 3 serait responsable de la perte de I’ activité NEP.
Ceci peut étre confirmé par e peptide QRGFR (010), qui conserve un potentiel inhibiteur pour la
NEP en dépit d’ une double substitution par rapport ala séquence opiorphine (Phe3 -> Gly ; Serd
-> Phe). Nous avons synthétisés un hexa-peptide QRFPGR (pep 3) et un pentapeptide VRFGR
(O10-likel) mais ils ne provoquent pas d'inhibition de I’activité NEP, bien que Phe3 soit
présente. L’ activité inhibitrice de I’ opiorphine et de I’O10 ont été testées vis-a-vis de I’ Ap-B,
aucun d’entre eux n’inhibe cette aminopeptidase qui appartient également a la famille M1, tout
comme I’Ap-N. Cette observation reste logique dans la mesure ou I’ Ap-B semble appartenir
(avec la LTA4H) a une sous-famille au sein de la famille M1, avec une structure 3D en 3
domaines, versus 4 domaines pour les aminopeptidases comme I’APN et les ERAP 1 et 2. De
plus, les spécificités de substrats de ces enzymes sont différentes. |l existerait donc bien une
spécificité de I opiorphine et de la sialorphine pour I’ APN. Toutefois, le potentiel inhibiteur de
ces pentapeptides n’ a pas été testé sur d’ autres aminopeptidases de cette famille (LTA4H, Ap-A,
ERAPL et 2, etc.).

Afin de mieux comprendre comment ces peptides interagissent avec le substrat, il serait

préférable de cristalliser ces enzymes avec les peptides doubles inhibiteurs.

L es résultats des analyses de séquences mettent en évidence une conservation parfaite de

I’ opiorphine chez les Hominoides (Homme, Chimpanzé, Gorille, Orang-outan, Gibbon), cette
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identité parfaite disparait (< 80 %) chez les autres Primates et Mammiféres. La siaorphine
n’'existe que chez le rat et demeure indétectable dans toutes les autres especes, méme chez la
souris. Les processus évolutifs qui ont permis I’ apparition de tels peptides semblent donc trés

complexes (évolution convergente ?).

Dans notre cas, les résultats obtenus avec les homologues synthétiques de la sialorphine,
montrent que ces relations structure/activité semblent encore plus complexes, puisque les
peptides QHGPR ($4), et QHNLR (pep 6) ne provoquent pas d’inhibition de I’ activité NEP, rien
que par la substitution d’un seul résidu d’'acide aminé. Dans le cas du peptide QHGPR ($4), la
substitution d’Asn en Gly, en position 3 serait responsable de la perte de |’ activité NEP,par
contreil inhibe I’ APN 146 fois mieux que la sialorphine. Dans le cas du peptide QHNLR (pep 6),
la substitution de Pro en Leu, en position 4 serait responsable de la perte de |’ activité NEP et
d une moins bonne activité inhibitrice de I’APN. L’ hexapeptide QRAPIR (pep 7) conserve un
potentiel inhibiteur pour la NEP en s approchant de celui de la sialorphine, en dépit d’ une double
substitution et d’une insertion par rapport a la séquence de cette derniére (His2-> Arg ; Asn3 ->
Alaet lle entre Pro et Arg). C'est le seul homologue de la sialorphine double inhibiteur APN et
NEP.

Le nombre d' espéces dans lesquelles ces deux peptides ont été identifiés dans nos
analyses est faible et I’ensemble des séquences ne peut étre trouvé qu’en gjoutant du poids au
peptide signal de la séquence précurseur, en ne conservant que les 60 premiers acides aminés.
Cette séquence signal semble étre associée a un processus de sécrétion spécifique aux glandes
salivaires. Nous avons récemment utilisé cette séquence seule pour effectuer des recherches dans
les banques de données. L’ analyse taxonomique des homologues putatifs montre, qu’ en plus des
Mammiferes, de nombreuses séquences d’ Arthropodes sont détectées, dont celles de membres de
I’ ordre des Ixodida (tiques). Certaines de ces séquences ont été caractérisées a partir de glandes
salivaires d'Ixodes scapularis (tique du cerf en Amériquedu nord), seul génome de tique
ségquencé a ce jour. Nous pensons donc avoir identifié une séquence signal présente chez les
Arthropodes et qui pourrait étre spécifigue d’un meécanisme de sécrétion dans les glandes
salivaires. Cependant, dans les séquences analysées, nous n'avons pas trouvé de séquences
similaires a I’ opiorphine ou la sialorphine, ce qui pourrait étre lié a un polymorphisme encore
plus important de ces tickorphines. Des recherches in silico et des expériences complémentaires

doivent étre menées pour confirmer ces résultats encore préliminaires.
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Une seconde partie de mon travail de thése consistait a rechercher des peptides
antinociceptifs dans les glandes salivaires d'Ixodes ricinus, une tique de la famille des Ixodidae
appartenant au sous-ordre des Ixodina ou tiques dures. Cet Acarien semble constituer un modéle
de choix pour la mise en évidence d analogues de I’ opiorphine/siaorphine, car il ne déclenche
aucun mécanisme conduisant & la sensation de douleur lors de son repas sanguin chez I’ héte
vertébré. Beaucoup de facteurs anticoagulants et immunosuppresseurs ont été caractérisés dans la

salive destiques mais, al’ heure actuelle, aucune substance anti-nociceptive.

En collaboration avec Sarah Bonnet (USC INRA Bartonella-tiques, VECTOTIQ group,
Maison Alfort), nous avons collecté des tiques, puis disséqués des glandes salivaires d’ Ixodes
ricinus. Le protocole de prélevement des glandes salivaires d'I. ricinus sous loupe binoculaire a
été rapidement acquis, deméme que celui d’ extraction des peptides a partir des glandes salivaires.
Nous avons ainsi obtenu quelques milligrammes d’ extraitsbruts lyophilisés a partir de femelles
adultes.

Nous avons ensuite mis en oauvre un fractionnement bioguidé en réalisant principalement
des tests d'inhibition de I’ activité APN, mais également sur la NEP, avec un extrait peptidique de
glandes sdivaires. Le chromatogramme HPLC de |'extrait pré-purifié sur Sep-Pak C18 n'a
malheureusement pas révélé de matériel en quantité suffisante dans la zone d'éution de

I’ opiorphine et de la sialorphine, nos peptides de référence.

Quoi qu’il en soit, certaines fractions, obtenues aprés passage sur HPLC analytique, ont
montré une faible activité d'inhibition de la NEP, ce qui pourrait étre lié, entre autres, a un
manque de matériel biologique. Cette hypothese est consolidée par I'analyse de I’ extrait pré-
purifié par spectrométrie de masse MALDI-TOF qui a révélé des pics potentiellement
intéressants, qui par la suite ne sont pas analysables par spectrométrie de masse MALDI-
TOF/TOF.

D’ autres fractions n’ ont révél € aucune activité inhibitrice vis-a-vis des enképhalinases, ou
n’ont mis en évidence une activation inattendue de I’ APN.

Il nous semble aujourd hui évident gu’'une quantité plus importante de matériel est
nécessaire pour poursuivre ce projet. En effet, les éapes de purification ont probablement
entrainé une perte de matériel, de méme que le passage sur HPLC qui agjoute un facteur de

dilution important. Une autre hypothése serait que les molécules anti-nociceptives potentielles
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gue nous recherchons soient de nature non peptidigue et donc exclues de nos échantillons par les
techniques d’ extraction et de purification utilisées. Parmi les autres perspectives, nous espérons
beaucoup de I’ annotation compléte du génome d’ Ixodes scapularis qui a été séquencé, mais pour
lequel il reste encore beaucoup a faire et surtout de la détermination et de I'analyse du
transcriptome d’Ixodes ricinus qui vient de s achever dans le laboratoire de Sarah Bonnet. Ceci
pourrait grandement nous aider dans la recherche des Tickorphines sur le plan des analyses de
séquences, mais également sur celui des analyses en spectrométrie de masse. Nous pourrons
ensuite analyser, si cela est possible, plus finement les relations évolutives entre ces peptides de
tique et I’ opiorphine et la sialorphine des Mammiferes.

Le projet futur ne serait donc pas tres différent du projet actud, il viserait a:

» |soler par voie biochimique (chromatographie HPLC, fractionnement bioguidé, substrats
fluorescents, FRET) et caractériser au niveau moléculaire (séguencage d’Edman) les peptides
extraits de glandes salivaires ou de salive de I. ricinus ayant la capacité d'inhiber |’ activité des
deux ectopeptidases humaines (NEP et APN) impliquées dans I’inactivation physiologique des
enképhalines chez I homme.

o Evaluer leur potentiel inhibiteur in vitro vis-avis de la NEP et de I’APN. Une synthese
peptidique en phase solide serait réalisée afin de produire une grande quantité et de s assurer que
C’est une propriété intrinseque du peptide. Les paramétres cinétiques seraient déterminés (1C50 et
Ki), ainsi que la structure secondaire et tertiaire.

e Evaluer leur effet analgésique in vivo (tests de douleur mécanique et/ou thermique aprés

injection intra-cérébro-ventriculaire ou intraveineuse chez la souris.

* |dentifier les génes codant les précurseurs de ces séquences peptidiques afin de vérifier leur

parenté évolutive avec |’ opiorphine et la sialorphine des Mammifeéres.

* ldentifier, a I’aide de ce marqueur phylogénétique et par analyses bio-informatiques, de
nouveaux peptides « opiorphine-like » chez d autres Vertébrés et Invertébrés. Ces nouveaux

peptides seraient alors soumis au méme crible d’ analysesin vitro et in vivo que les Tickorphines.
Cette approche devrait :

i) valider I’ opiorphine comme membre générique d’ une nouvelle famille de médiateurs
peptidiques impliqués dans le contrdle de grandes fonctions physiologiques chez les

83



i)

Vertébrés;
augmenter le panel de peptides apparentés al’ opiorphine ;
permettre d’ éudier les relations structure-fonction d’ une famille naturelle de peptides

homologues dont I’ activité et I’ efficacité ont vraisemblablement été affutées au cours
del’évolution.

84



Autres L‘rmyd/tz@

85



l. Produits naturels et activité de I’Ap-B

Comme vu précédemment, I’ Ap-B appartient & la famille M1 des Zn**-aminopeptidases, enzymes
qui catalysent I'hydrolyse de la liaison peptidique du c6té carbonyle de I'acide aminé présent en
N-terminal du peptide. Cette fonction est essentielle pour des mécanismes tels que la maturation
ou la dégradation d’un peptide ou d’une protéine et dépend de la localisation subcellulaire de
I'enzyme. De plus, certaines de ces aminopeptidases indépendamment de leur activité
aminopeptidase sont des récepteurs membranaires. C’est le cas de I’APN qui est un récepteur du
coronavirus HCoV-229E (Chen et al., 2012) et méme de I’agent du paludisme, Plasmodium
falciparum (Atkinson et al., 2015). Ces enzymes sont particuliérement étudiées car elles jouent
des fonctions physiologiques importantes chez les mammiferes. La recherche se concentre donc
sur la conception d'inhibiteurs spécifiques de celles-ci puisque certaines de ces aminopeptidases
sont clairement identifiées comme des acteurs principaux impliqués dans des pathologies. C’est le
cas notamment de I’Ap-A dans I'hypertension (Yang et al., 2013), de la LTA4H dans
I'inflammation (Rinaldo-Matthis & Haeggstrom, 2010) et de I’APN dans le cancer (Sanz et al.,
2015). Quant a I’Ap-B, elle intervient dans la maturation protéolytique donnant le miniglucagon,
un peptide nécessaire pour maintenir I'noméostasie du glucose, dans la production de la
cholécystokinine-8, un neuropeptide pléiotropique et dans la dégradation cytoplasmique d'un
épitope du cytomégalovirus humain (Fontés et al., 2005, Beinfeld et al., 2009 ; Urban et al.,
2012). Ses propriétés catalytiques, son expression ubiquitaire et ses différentes localisations
subcellulaires offrent a I'Ap-B la possibilité de maturer ou de dégrader de nombreux substrats
peptidiques dans des cellules de mammiféeres, mais il est clair, qu’aujourd'hui encore, beaucoup
de ses fonctions physiologiques restent a découvrir.

Dans de cadre de la recherche de ses fonctions biologiques, la proximité phylogénétique de I’ Ap-
B avec la LTA4H nous encourage a tester certaines molécules reportées inhiber cette derniere.
Cette enzyme est, rappelons-le, impliquée dans la production du LTB4, un médiateur lipidique de
I'inflammation et, de ce fait, capable de stimuler la prolifération des cellules cancéreuses (Tong et
al., 2002). Ainsi, nous avons testé le resveratrol sur I’activité Ap-B, un polyphénol issu du vin
rouge reporté diminuer la prolifération et la croissance du cancer du pancréas en inhibant la
LTA4H (Oi et al., 2010).
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Nous avons également etudié I’effet sur I’activité Ap-B de différentes molécules naturelles issues
de végétaux qui s’apparentent plus ou moins au resvératrol par leur caractére polyphénolique,
telles que la curcumine ou la mangiférine. La curcumine est un composant issu du curcuma, lui-
méme isolé a partir du rhizome de la plante Curcuma longa. Elle est utilisée depuis plus de 4000
ans dans la médecine traditionnelle chinoise et dans la médecine Ayurvédique indienne. Cette
molécule a de nombreuses cibles cellulaires et joue de multiples roles dans la protection
cellulaire. Elle présente de nombreuses activités, principalement anti-inflammatoires, anti-
cancéreuses, anti-oxydantes et anti-diabétique (Heger et al., 2013 ; Ghosh et al., 2015). La
mangiférine, quant a elle, est une xanthone qui provient de nombreuses espéces de plantes et
principalement du manguier Mangifera indica. C’est également un pharmacophore avec
énormément d’activités biologiques, nous pouvons citer des effets protecteurs vis-a-vis des
maladies associées au stress oxydatif, antiseptique et contre le diabéte de type 2 (Sellés et al.,
2015). Ces molécules s’avérent donc des candidats intéressants a tester sur I’activité Ap-B
d’autant que cette enzyme peut avoir une implication dans le diabete de type 2 par son rdle dans

la production du miniglucagon au niveau des cellules alpha du pancréas.

I.  Matériels et Méthodes
1. Provenance des agents chimiques

Curcumine, mangiférine, trans-resvératrol et acide chlorogénique sont fournis par Sigma-Aldrich.
Les acides sinapique et férulique sont fournis par Fluka. Les substrats Arg-AMC (7-amino-4-
méthylcoumarine) et AMC proviennent de PeptaNova. L’ acide salicylique provient d’ Alfa Aesar.

2. Synthese et purification de peptides

Les substrats peptidiques Argy-Leus- et Leus-enképhaline ont été synthétisés sur la Plateforme de

syntheses peptidique de I'IBPS (FR3631 UPMC-CNRS, Paris) en utilisant une chimie de type
Fmoc et un synthétiseur automatique Applied Biosystems 433A. Les peptides ont été purifiés par
HPLC semi-préparative (colonne reverse-phase C18, module PrepLC 25 mm, 250 mm x 100
mm ; Waters, France) sur une HPLC Waters 1252 (débit de 8 ml/min avec un gradient linéaire de
0 460% d'ACN (0,07% de TFA ) dans 0,1% de TFA/H,0 (1% d'/ACN/min). L'homogénéité et
I'identité des peptides de synthese ont été évalués par spectrométrie de masse MALDI-TOF
(Voyager DE-P60, Applied Biosystems ; Plateforme de Spectrométrie de masse et protéomique,
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IBPS, FR3631 UPMC-CNRS, Paris) et RP-HPLC analytique sur une colonne C-18 (5 mm, 4,6
mm 9 250 mm ; Waters, France) en utilisant les conditions ci-dessus avec un débit de 0,75

ml/min.
3. Aminopeptidase B : expression et sécrétion dansle milieu de culture Sf9

L'expression et la purification de I’ Ap-B recombinante (étiquette Histidine en COOH-terminal)
exprimée dans un systéme de type Baculovirus est décrite dans Cadel et al., 2004. Briévement,
200 mL du milieu de culture de cellules Sf9 infectées par un baculovirus recombinant exprimant
I’ Ap-B de rat ont été concentrés et équilibrés dans du tampon Tris-HCl 20 mM, pH 8 en utilisant
une membrane Vivaflow (coupure 10 000 MWC, Sartorius SA). Ensuite, 40 mL des 120 mL du
milieu résultant ont été gjustés a 50 mL avec une concentration finale de 0,5 M NaCl et 20 mM
imidazole et appliqués sur une colonne de His-Trap 5 mL (GE Healthcare). L'expérience a été
réalisée trois fois. Les fractions éuées ayant une activité Ap-B ont été réunies, concentrées et
équilibrée dans un tampon 100 mM Tris-HCI, pH 7,4, 150 mM NaCl en utilisant une membrane
Amicon (Millipore). Deux mL de cette préparation concentrée ont été appliqués sur une
chromatographie d'exclusion (Hiload Superdex 200 16/60, GE Heathcare) équilibrée avec un
tampon 100 mM TrissHCI, pH 7,4, 150 mM de NaCl. Les fractions actives résultantes

correspondant a la protéine monomérique ont été rassemblées et concentrées a 500 pL (111
ng/pl).

4. Tests enzymatiques de I’ Ap-B vis-a-vis de I’Arg-AMC et tests d’inhibition in vitro

del’ Ap-B avec différentes molécules naturelles.

Les dosages ont été effectués dans un mélange réactionnel de 100 puL de tampon 100 mM Tris-
HCI, pH 7,4, 0,1% Tween 20. Pour la détermination des paramétres cinétiques, une gamme de 0 a
500 pM de concentration finale d'un substrat Arg-AMC (Peptanova, Japon) et 3, 9 ng d'enzyme
purifiée ont été utilisés par essai. La mesure de I'activité enzymatique a été réalisée sur un
spectrofluorimetre Fluostar Galaxy, a 28 °C, dans lequel les échantillons sont excités a 380 nm et
émettent & 460 nm. L’ émission de fluorescence est recueillie pendant 40 minutes. Une courbe
standard a été réalisée avec une gamme de 0 a 2,5 uM d’AMC. Le logiciel GraphPad Prism
(Ritme, France) permet le calcul de la vitesse enzymatique (pente/min) dans les conditions de
MichaelissMenten. Pour la détermination de l'effet inhibiteur de molécules naturelles, la

mangiférine et la curcumine ont éé solubilisées dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) a la
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concentration de 10 mM, ou dans du Tris-HCI 100 mM, pH 7,4, tampon avec 0,1% de Tween 20
pour les concentrations alant de 1 mM a 250 uM initial. Le mélange réactionnel de 100 pl est
constitué de 20 pl de curcumine ou mangiférine solubilisées a une concentration variant entre O et
1 mM, 70 puL avec 3,44 ng d'enzyme et 10 ul de d’ Arg-MCA dans un tampon 0,1 M Tris-HCI,
pH 7,4, 0,0,1% Tween 20. La concentration finale de I'inhibiteur varie entre O et 200 uM et la
concentration du substrat Arg-AMC est de 20, 40, 80 ou 120 pM. Une solution 10 mM,
solubilisée dans I'éhanol 100 %, a été utilisée pour les autres inhibiteurs. Les tests ont été
réalisés avec une concentration finale de 100, 200 et 400 uM d'inhibiteur, toujours dans un
tampon 0,1 M Tris-HCI, pH 7,4, 0,1% tween 20. Tous les tests réactionnels ont été réalises en

triple exemplaire et I’ erreur standard moyenne (SEM) a été calcul ée.

5. Analyse cinéique del’inhibition del’ activité Ap-B

Ladétermination de |’ 1Cx, concentration d’inhibiteur pour laquelle 50% d inhibition de I’ activité

enzymatigue est obtenue, a été déterminée avec le logiciel GraphPad Prism (Ritme, France). La
détermination de lavaleur de Ki a été obtenue a l'aide de la représentation de Dixon en utilisant le
logiciel Kaleidagraph (Ritme, France). La détermination du type d'inhibition de la curcumine et
de la mangiférine et celle des paramétres cinétiques ont été effectuées avec la représentation de
Hanes-Woolf, en utilisant le logiciel Kaeidagraph (Ritme, France).

6. Test del’activité Ap-B sur le peptide Argy-L eus-enképhaline

Les essais enzymatiques ont été réalisées en utilisant 900 ng d’ Ap-B purifiée, 10 ug de substrat
Argg-Leus-enképhaline (RLE) en absence ou en présence d'une concentration finale de

curcumine égale a 50 uM dans un volume total de 100 pL dans du tampon 0,1 M Tris-HCl,
pH 7,4. La réaction est arrétée apres 13 h par addition d'acide trifluoroacétique (TFA), 0, 3 %
final. Les échantillons ont été injectés sur une colonne C18 (5 um de diamétre; UPSWRP-25K
Interchrom; Interchim, France) en combinaison avec une HPLC (Waters, USA). Les peptides
sont élués avec un gradient d'acétonitrile (0,7 % de TFA) de 0 a 60 % dans I'eau (0,1 % de TFA)
aun débit de 1 mL par minute (temps total, 40 min).

7. Analyse en spectrométrie de masse

L’éluét des pics 1 et 2, correspondant théoriquement et respectivementaux peptides Argy-Leus-
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enképhaline et Leus-enképhaline (LE) a été récupéré, seché par centrifugation sous vide (Speed
Vac), repris dans 10 pL et dilué au 1/10°™ H,0-0,1 % acide trifluoroacétique (TFA). Pour chagque
peptide, un mélange 1:1 avec de la matrice HCCA a été effectué et analysé par spectrométrie de
masse MALDI-TOF (Voyager DE-P60, Applied Biosystems). Les masses monoisotopiques des
peptides RLE (pic 1; 712, 3508 Da) et LE (pic 2 ; 556, 2657) ont été confirmées (Plateforme de
Spectrométrie de masse et protéomique, IBPS, FR3631 UPMC-CNRS, Paris).

8. Analyse du positionnement du resvératrol dans le modéle de la structure 3D de
I’ Ap-B.

La molécule de resvératrol a été ancrée par superposition du modéele 3D de I’ Ap-B (Pham et al.,
2007) avec la structure cristallisée en présence de resvératrol de la LTA4H (pdb: 3FTS), al’aide
du logicielDaliLite (Groupe de recherche Thornton, EMBL-EBI). Les images des structures ont
été réalistes en utilisant le logiciel de visualisation Visua Molecular Dynamic (VMD ;

Theoritical and Computational Biophysics Group, University of Illinois, USA).

1. Résultats

1 Détermination des parametres cinétiques de I’ Ap-B vis-a-visdu substrat Arg-AMC.

Avant de tester différents inhibiteurs et pour mettre au point les tests enzymatiques, les paramétres

cinétiques del’ Ap-B ont &é déerminés vis-a-vis du substrat Arg-AMC (Figure 45-A).
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Figure 45: Détermination des parameétres cinétiques de I’ Ap-B vis-a-vis du substrat Arg-AMC. (A) Courbe de

Michaelis [(pente/min?)= f(Arg-AMC en uM)]. (B) Droite étalon montrant la correspondance entre la
concentration du produit AMC en uM et les unités de fluorescence.
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La constante de Michaelis (Km) obtenue estde 45, 2 uM. La vitesse maximum (Vmax)
déterminée par GraphPad Prism est de 1933 pente/min™ (Figure 45-A), ce qui peut étre converti
en une Vmax de 0,136 uM.min™*, grace a une courbe étalon mettant en relation la concentration
de produit obtenu apres hydrolyse et le nombre d’ unités de fluorescence (Figure 45-B). Sachant
gue nous avons 3, 9 ng d' enzyme dans le test enzymatique, nous en déduisons une constante

catalytique (K.,) de 4, 28 sec™.

2. Effet de différentes molécules naturelles sur |’ activité Ap-B

Les noms, formules et structures utilisés dans le cadre de ce travail ont éé regroupés dans le

Tableau 7, ci-apres.

HO ///\|'/OH

=

CH,0 = | = OCH,

I

Curcumine

(1E,6E)-1,7-bis(4-hydroxy-3-méthoxyphényl)-1,6-
heptadiéne-3,5-dione

%

Mangiférine
(19)-1,5-Anhydro-1-(1,3,6,7-tetrahydroxy-9-oxo-9H-
xanthen-2-yl)-D-glucitol

o}
Hﬁo;@/\/l\oﬂ
HO
Acideférulique
acide 3-(4-hydroxy-3-méthoxyphényl) prop-2-énoique

OH
HO\@/\/C/
OH

Transresveératrol
5-[(E)-2-(4-hydroxyphényl)-éthényl] benzéne-1,3-diol

OH

Cisresvératrol
5-[(E)-2-(4-hydroxyphényl)-éthényl] benzéne-1,3-diol

(0]

HO

HO

Acide caféique
acide (E) 3-(3,4-dihydroxyphényl)prop-2-énoique
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HO COOH
N/
COOH

]
HO/ ‘ O = é/ OH
OH OH
OH

Acide chlorogénique Acide salicylique

Acide 3-[ [3-(3,4-Dihydroxyphényl)-1-oxo-2- Acide 2-hydroxybenzoique
propényl]oxy]-1,4,5-trihydroxycyclohexanecarboxylique

o
CH3Z0 § |
o Tableau 7 : Noms, formules et structures des différentes
o molécules naturelles testées pour leurs effets sur I' activité
de |’ Ap-B (dessinées avec lelogiciel MolDraw?).

OCH;
Acide sinapique
Acide 3-(4-hydro-3,5-diméthoxyphényl)-prop-2-énoique

21 Tests effectués avec la curcumine

L’ activité de |’ Ap-B a été testée en présence d' une concentration finale de curcumine (Tableau 7)
allant de 2,5 a 200 uM dans un tampon 0,1 M Tris-HCI, pH 7,4, en présence de 0,1% Tween 20.
Le Tween 20 est un détergent non anionique qui permet, sans inhiber I'activité de I’Ap-B, la
solubilisation de la curcumine qui est insoluble dans I’ eau. Les tests permettant de déterminer les
ICy, ont été réalisés avec 4 concentrations différentes du substrat Arg-AMC : 20, 40, 80 et
120 uM (Figure 46). Nous constatons que les | C,, obtenus sont relativement proches et donnent
une 1C;, moyenne d'environ 44 uM. Le fait que I'lCy, ne varie pas en fonction de la
concentration de substrat suggére que la curcumine est un inhibiteur non compétitif. Pour le
vérifier, nous avons tracé les représentations linéaires de Dixon et d' Hanes-Woolf (Figure 47-A
et B). La représentation de Dixon suggére en effet qu’il s'agit d’une inhibition non compétitive,
puisque les 3 droites coupent |’ axe des abscisses en un seul point. Cette représentation permet de

déterminer le Ki de la curcumine qui est de 46,5 uM, relativement proche de I'1Cg,, ce qui

suggere également un caractere non compétitif. La représentation de Hanes-Woolf [S /v=f(S) ;
Figure 47-B) confirme également ce résultat, puisque les droites se rejoignent sur |’axe des
abscisses en un seul point. Ce point permet de déterminer le K., de I’ enzyme vis-a-vis du substrat
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qui est d’ environ 45 uM, en accord avec ce qui a été précédemment obtenu avec la représentation

de Michaelis (Figure 45).
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Figure 46 : Effet inhibiteur de la curcumine sur I’activité Ap-B. Les courbes représentent le rapport en % de la
vitesse en présence d'inhibiteur (curcumine) rapportée a la vitesse sans inhibiteur, en fonction du log de la
concentration d’inhibiteur en uM réalisées pour 4 concentrations différentes de substrat S. Cette courbe permet
de déterminer la concentration d’'inhibiteur donnant 50% d’inhibition.

D’autre part, un test enzymatique a été réalise en présence ou non d’ une concentration finale de

curcumine de 50 uM et d’un substrat peptidique Arg,-Leus-enképhaline (Arg-Tyr-Gly-Gly-Phe-

Leu). Ceci pour vérifier que I’ effet de la curcumine observé avec un substrat chromogeénique

(Arg-AMC) reste vrai avec un substrat peptidique comportant, ala différence de I’ Arg-AMC, une

extrémité COOH-terminale. Nous constatons d aprés le profil d’ élution du substrat (pic 1: Arg-
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Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu) et du produit (pic 2 : Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu) sur HPLC (Figure 48-A et B)

gue la curcumine inhibe bien I activité Ap-B a une concentration de 50 uM. De plus, une analyse

en spectrométrie de masse du contenu de ces pics montre bien gu’il s agit du substrat (pic 1) de

masse monoisotopique 712,35 Da et du produit (pic 2) de masse monoisotopique 556,26 Da

(Figure 49).
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Figure 47 : Détermination du Ki de la curcumine vis-a-vis de I'activité Ap-B. (A) Les représentations de Dixon
[/v=f(1)] sont montrées pour différentes concentration de substrat S permettant de déterminer la valeur du Ki.
(B) Représentation de Hanes-Woolf [(S)/v=f(S)] pour différentes concentration d’'inhibiteur en pM.
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Figure 48-A : Profil HPLC montrant |’ activité enzymatique de I’ Ap-B vis-a-vis du peptide Argy-L eus-enképhaline.
(A) Le gradient d acétonitrile est indiqué en %. Le pic 1 correspond au substrat Arg,-Leus-enképhaline et le pic 2

au produit Leus-enképhaline.
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Profil HPLC montrant I’ activité enzymatique de I’ Ap-B vis-a-vis du Arg,-L eus-enképhaline en présence de 50 pM

final de curcumine.
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Figure 49 : Analyse par spectrométrie de masse MALDI-TOF du contenu des pics 1 et 2. La présence du peptide
Argy-Leus-enképhaline a éé confirmée dans le pic 1 (Masse monoisotopique de 712, 3508 Da). De meme, la
présence du peptide Leus-enképhaline a été confirmée dans la fraction du pic 2 par la détection du pic de masse
monoisotopique 556, 2657 Da.

95



2.2  Test effectués avec la mangiférine

Les tests réalisés de la méme fagon que la curcumine, mais avec une autre molécule naturelle, la

mangiférine (Tableau 7) suggérent que cette derniére est également un inhibiteur non compétitif.
En effet, les 1Cgp, hormis la valeur obtenue avec S= 120 pM (1Cgy = 134 uM), sont pratiquement

identiques aux autres 1Cs (1Cgn = 123 uM) obtenues avec différentes concentrations de substrat

(Figure 50). La représentation de Dixon confirme le caractere non compétitif et permet de
caculer un Ki de 129 puM de I’ enzyme vis-a-vis de I'inhibiteur (Figure 51-A). La représentation
de HanessWoolf confirme le caractére non compétitif de cette inhibition et nous confirme la
valeur du K, de 45 uM environ (Figure 51-B).
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Figure 50 : Effet inhibiteur de la mangiférine sur I’ activité Ap-B. Les courbes représentant le rapport en % de la
vitesse en présence d'inhibiteur (mangiférine) rapportée a la vitesse sans inhibiteur, en fonction du log de la
concentration d'inhibiteur (uM). Ces courbes dose-réponse ont été réalisées avec 4 concentrations différentes de
substrat S.
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Figure51 : Détermination du Ki de la mangiférine vis-a-vis de I’ activité Ap-B. (A) Les représentations de Dixon
[/v=f(1)] sont montrées pour différentes concentration de substrat S permettant de déterminer la valeur du Ki.
(B) Représentation de Hanes-Woolf [(S)/v=f(S)] pour différentes concentration d'inhibiteur en pM.

2.3 Autres molécules testées.

Le resvératrol sous sa forme Trans (Tableau 7) a été la premiére molécule testée, mais son effet
inhibiteur est tres modeste puisque I’ I Csy est un peu supérieure 2400 UM, aussi nous N’ avons pas

déterminé sa valeur exacte. Nous avons également testé |e resvératrol sous forme Cis, mais|’ICx
est également supérieure a 400 uM. Parmi les autres molécules testées qui n’'inhibent pas a
200 uM, nous avons I’ acide férulique qui correspond a une forme tronquée de la curcumine, ainsi
gue d autres acides: les acides chlorogénique, salicilique, caféique et sinapique (Tableau 7 ;
résultats non présentés).

V. Conclusion - Discussion

A cejour, lesinhibiteurs les plus efficaces identifiés vis-a-vis de I’ activité de I'Ap-B sont
des analogues de dipeptides, les arphaménines A et B (Arg-Phe et Arg-Tyr, respectivement)
produites par la bactérie Chromobacterium violeceum (Umezawa et al., 1983). Ces molécules
inhibent I'activité Ap-B vis-a-vis de I’ Arg-p-naphtylamide avec une | C, d'environ 20 nM (Cadel
et al., 2014). lIs sont reportés spécifiques de I'Ap-B, en dépit du fait qu'ils inhibent également la
LTA,H (et d autres enzymes) mais avec une ICy, d environ 1000 fois supérieure (vis-avis du
Arg-paranitroanilide; Orning et a., 1994). Des éudes avec différentes lignées cellulaires
cancéreuses suggerent que les arphaménines n’inhibent pas la croissance de ces cellules (Site
Santa Cruz Biotechnology ; http://www.scbht.convfr/display.php?search_catalog=arphamenine).
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Cependant, des éudes in vivo sur des souris indiquent qu’'elles augmentent la réponse

immunitaire et donc pourraient avoir des effets anticancéreux (Umezawa et al, 1983).

Un de nos objectifs est de tester différentes molécules naturelles provenant de plantes sur
I’ activité Ap-B, molécules reportées avoir des effets biologiques importants. Nous avons testé en
premier, le resvératrol, une phytoalexine polyphénolique présente dans certains vins rouges qui a
des effets cardioprotecteurs et anti-vieillissement (Baur et Sinclair, 2006). Ce choix était dicté par
le fait que la LTA4H, proche phylogénétiquement de I’ Ap-B, est reportée étre inhibée par le
resvératrol, le résultat de cette inhibition provoquant une régression des tumeurs dans un modéle
murin avec un cancer pancréatique de type humain transplanté par xénogreffe (Oi et a. , 2010).
De plus, laLTA4H a été co-cristallisée avec le resvératrol sous forme trans (Fichier pdb : 3FTS;
Davieset al., 2009), ce qui permet de mieux comprendre son mode d’ interaction. Cependant, bien
que le resvératrol soit reporté étre un bon inhibiteur de la LTA4H, les ICy, déterminées sont
plutét modestes, puisqu’elles ont des valeurs de 366 et 212 UM pour les activités respectives
peptidase et hydrolase d’'époxyde de la LTA4H (Davies et a., 2009). Nos résultats obtenus
concernant |’ activité Ap-B vis-avis de I’ Arg-AMC et en présence de resvératrol, aussi bien de
configuration trans que cis, montrent une 1C, supérieure a 400 uM. Ceci suggére que I’ Ap-B est
moins bien inhibée par le resvératrol que la LTA4H. L'analyse du trans-resvératrol dans la
structure 3D de laLTA4H (pdb : 3FTS) permet d émettre une hypothése. En effet, une liaison
hydrogéne essentielle est établie entre le groupe hydroxyle du phénol appartenant a la tyrosine
267 de la LTA4H et le groupe hydroxyle du phénol appartenant au resvératrol (Figure 52-A ;
3,44 A dedistance ; Davies et a., 2009). Quant a1'Ap-B, laliaison hydrogéne correspondante ne
peut s établir car la structure présente un résidu Phe en position 297 a la place de la tyrosine
(Figure 52-B). Il est donc probable que le trans-resvératrol s'accommode différemment dans le

sitedel’ Ap-B, en relation avec un effet moindre de I’ inhibition.

Parmi les autres molécules issues de plantes, ayant une notoriété en tant que molécules
préservant le capital santé, se trouve la curcumine. Cette molécule polyphénoligue module une
multitude de cibles cellulaires incluant les facteurs de transcription, les enzymes, les protéines du
cycle cellulaire, les cytokines, les récepteurs etc... avec des effets activateurs ou inhibiteurs. Ceci
engendre de nombreuses répercussions hiologiques que cela soit anti-inflammatoires, anti-
cancéreuses ou anti-diabétiques (Heger et al., 2013 ; Ghosh et al., 2015). En utilisant un substrat
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de type Arg-AMC, nos résultats expérimentaux montrent que la curcumine inhibe de maniéere non
compétitive I’ Ap-B et que la constante d’inhibition Ki de I’ Ap-B vis-&vis de cette molécule est
de 45 uM. Utilisé a 50 uM, I'effet de la curcumine s observe également avec un substrat
peptidique. Nous retrouvons un autre exemple dans la littérature, en effet il est reporté que la

curcumine inhibe de maniere non compétitive la phosphorylase kinase avec un Ki de 75 uM
(Reddy et Aggrawal, 1994).

Figure52 : Représentation schématique de la structure 3D partielle de la LTA4H co-cristalisée en présence de
resvératrol et du modele de la structure 3D de I’ Ap-B en présence de resvératrol. (A) Représentation schématique
du resvératrol (indiqué par une fléche) localisé dans une poche de la LTA4H. Une interaction hydrogéne entre

Tyr,s; €t le groupe phénol du resvératrol est indiquée en pointillé (3,44 A de distance). (B) La molécule de
resvératrol a été ancrée dans I’ Ap-B par superposition de la structure modélisée de I’ Ap-B (Pham et al. 2007) et
celle cristallisée dela LTA4 hydrolase (pdb : 3FTS) grace au logiciel DaliLite (Thornton group, EMBL-EBI). Les
images des structures ont été obtenues par utilisation du logiciel Visual Molecular dynamics (VMD).

La curcumine apparait étre un inhibiteur modeste de I’ Ap-B, mais non négligeable si |’on
se réfere aux doses potentiellement utilisables dans les essais thérapeutiques (Phase clinique I,
3600 a 8000 mg/jour ; Hsu et Cheng, 2007). Cependant, un facteur limitant de sa délivrance est
sa faible solubilité dans I’ eau, ¢’ est pourquoi de nombreuses nanotechnologies sont développées
pour administrer la curcumine associé a des liposomes ou des nanoparticules (Ghalandarlaki et
al., 2014). Compte tenu de la ressemblance, due au caractere polyphénolique, entre la curcumine
et le resvératrol, il est possible que la curcumine s ancre en partie dans la méme poche que le
resvératrol au sein de I’Ap-B. La superposition avec le logiciel DaliLite des deux structures
cristallines 3B7S et 3FTS de la LTA4H (RMSD = root mean square déviation, déviation de la
racine de la moyenne des carrés égal a 0,2 A), I'une avec un substrat dans le site actif, le

tripeptide RSR (3B7S), et I'autre avec un inhibiteur, le resvératrol (3FTS), permet de vérifier si le
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resvératrol occupe le méme site que le substrat ¢’ est-a-dire le site actif (Figure 53). L’ observation
de la superposition de ces deux structures montre que le resvératrol n’est pas ancré dans le site
actif et valorise I’ hypothése d’ un positionnement de la curcumine au méme site que le resvératrol.
Cette observation étaye le fait que la curcumine inhibe I’ Ap-B de maniére non compétitive. Dans
ce sens, il serait donc intéressant de vérifier le mode d'inhibition de la LTA4H par le resvératrol.
D’ autre part, notons que pour I’ Ap-B, la valeur de la constante de dissociation Ki est proche de la
valeur du K,, (46,5 pM) de I'enzyme vis-avis du substrat Arg-AMC. Ne pourrait-on pas
supposer gue I’ affinité de I’enzyme pour I'inhibiteur soit dictée par I’ affinité de I’ enzyme pour le
substrat, c'est a dire que le mécanisme de fixation du substrat permettrait |I’accessibilité de

I’inhibiteur a un autre site ?

Figure 53 : Superposition des structures pdb 3F TS (en presence de resveratrol) et 3B7S (en presence du tripeptide
RSR) de la LTA4H (réalisée avec le logiciel Dalilite ; groupe de recherche Thornton). Le substrat tripeptidique
RSR est situé a proximité du cation Zn? catalytique (boule verte) dans le site actif. La molécule inhibitrice de
resvératrol est indiquée par une fléche.

Comparée a la curcumine, I'Ap-B a une afinité moindre vis-a-vis de la mangiférine
(environ 3 fois moins: Ki = 129 uM). Il s'agit d’'une molécule dont la structure dérive de la
xanthone avec des groupements phénol et un groupement glucose. Cette molécule est hydrophile,

a la différence de la curcumine et plus encombrante. La fixation de mangiférine sur I’enzyme
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Savere également non compétitive. La mangiférine présente de nombreuses propriétés
pharmacologiques et notamment en tant que drogue contre le diabéte (Miura et al., 2001).
L’ activité de I’ Ap-B, sécrétée par les cellules alpha du pancréas de rat, est impliguée dans la
production de miniglucagon (Fontes et al., 2005), une molécule encore peu connue. Le
miniglucagon (hypoglycémiant) régule finement les effets de son hormone mere, le glucagon
(hyperglycémiant). Ainsi, I’Ap-B pourrait constituer une cible dans la lutte contre le diabete de
type 2. Cependant, la mangiférine en tant que molécule inhibitrice ne semble pas étre une
mol écule de choix du fait de la valeur obtenue du Ki. Il serait intéressant de tester la mangiférine
(et aussi la curcumine) a des doses plus faibles sur I'activité Ap-B en présence du Arg-
miniglucagon. Un test a montré une activation de I’enzyme vis-&vis de ce dernier substrat

(2,5 uM fina de curcumine), mais ce résultat demande a étre confirmé.

En revanche, nous constatons que I’ acide férulique, une forme tronquée de la curcumine
(Tableau 7) n’inhibe pas |’ Ap-B dans |a gamme de concentration utilisée pour la curcumine. Il est
probable que le groupement COO™ avec sa charge négative géne cette fixation. Cette hypothese
est plausible du fait que la reconnaissance du substrat Arg-3-naphtylamide par |I’enzyme est
dictée par des interactions salines entre le groupement guanidinium de I’ arginine du substrat et
les Asp,gs €t 47 de I’enzyme, résidus a proximité du site de fixation de I’inhibiteur (résultats du
laboratoire non publiés). Nous n’observons pas non plus d’inhibition avec les acides caféique,
salicilique et sinapique.

Dans I’ avenir, il sera donc intéressant d’ explorer |a voie des molécules naturelles dans la
recherche de composés régulant I’ activité ou méme I’ expression de I’ Ap-B. Dans ce cadre, nous
pourrons approfondir notre étude avec des molécules dérivées de la curcumine. Cette étude nous
permettra de mieux comprendre leur mode d’interaction. Elle peut également nous aider dans la
compréhension du mécanisme catalytique de I’ Ap-B et de celui des autres aminopeptidases de la
famille M 1.
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Résumé

Chez les Mammiféres, les enképhalines sont des neuromédiateurs peptidiques qui jouent un réle clé dans le contrble des
voies de transmission de la douleur. Ces enképhalines sont trés rapidement dégradées par 2 métallopeptidases membranaires,
I’Endopeptidase neutre (NEP) et I’ Aminopeptidase neutre (APN). Ces enképhalinases interrompent I’action analgésique de
ces peptides et jouent un role crucial dans la modulation de la transmission douloureuse. Deux inhibiteurs physiologiques de
ces enképhalinases ont été identifiés : la sialorphine chez le rat (QHNPR) et I’opiorphine chez I’lhomme (QRFSR). In vivo, ces
pentapeptides sont capables d'induire une analgésie équivalente a celle de la morphine, sans ses effets secondaires.
L’importance des fonctions physiologiques régulées par ces deux médiateurs nécessite la connaissance de leur(s)
mécanisme(s) d’action afin de développer des molécules utiles au traitement des douleurs sévéres et chroniques. Cependant,
les connaissances actuelles sont limitées puisque la sialorphine et I’opiorphine demeurent des peptides singuliers. En effet, & ce
jour, aucun analogue ou homologue fonctionnel n’a été caractérisé dans d’autres espéces animales. Nous nous sommes donc
intéresses au modéle de la tique Ixodes ricinus, car sa morsure n’engendre pas de réactions nociceptives chez son héte, laissant
présager la sécrétion, via la salive, de substances anti-douleur puissantes. Ce modele semblait donc pertinent pour la mise en
évidence d’autres homologues de la super-famille de I’opiorphine et de la sialorphine. Les objectifs étaient : i) isoler et
caractériser des peptides extraits de la salive ayant la capacité d’inhiber I’activité NEP et APN ; ii) identifier les génes codant
les précurseurs de ces peptides pour analyser leur parenté avec ceux de I’opiorphine et la sialorphine ; iii) identifier, & I’aide de
ce marqueur phylogénétique, de nouveaux peptides « opiorphine-like » chez d’autres Invertébrés. A ce jour, aucun résultat
probant n’a été obtenu, probablement du fait de I’utilisation d’une quantité insuffisante de matériels biologiques en rapport
avec les techniques de fractionnement et d’analyses utilisées. En paralléle, nous avons recherché des homologues des
précurseurs de I’opiorphine et de la sialorphine dans les banques de données de séquences. Les objectifs étaient : i) identifier
l'ensemble de ces peptides ; ii) évaluer leur potentiel inhibiteur in vitro vis-a-vis de la NEP et de I’APN. Les analyses nous ont
permis d’identifier chez certains Mammifeéres des analogues positionnels de ces inhibiteurs. Des tests préliminaires ont montré
que la plupart d’entre eux étaient capables d’inhiber I’ APN, certains avec une efficacité supérieure a celle de I’opiorphine. En
revanche, un seul inhibiteur de la NEP a pu étre mis en évidence.

Dans le cadre de ma thése, nous avons également étudié I’effet de différentes molécules naturelles sur I’activité de
I’ Aminopeptidase B (Ap-B). Les résultats obtenus montrent que la curcumine et la mangiférine inhibent I’Ap-B de maniére
non-compétitive.

Summary

In mammals, enkephalins are peptide neurotransmitters that play a key role in the control of the routes of pain
transmission. These enkephalins are rapidly degraded by 2 membrane metallopeptidases, the neutral endopeptidase (NEP) and
the neutral aminopeptidase (APN). These enkephalinases interrupt the analgesic action of these peptides and play a crucial role
in modulating pain transmission. Two physiological inhibitors of these enkephalinases were identified: sialorphin in rats
(QHNPR) and opiorphin in humans (QRFSR). In vivo, these pentapeptides are capable of inducing analgesia similar to that of
morphine, without its side effects. The importance of physiological functions regulated by these two mediators requires
knowledge of their mechanism of action to develop molecules useful in treatment of severe and chronic pain. However,
current knowledge are limited, since sialorphin and opiorphin remain singular peptides. Indeed, to date, no similar or
functional homologue has been characterized in other animal species.We are therefore interested to the model of the tick
Ixodes ricinus, because its bite does not cause nociceptive responses in the host, suggesting secretion of powerful painkilling
substances via saliva. This model seemed to be relevant for the detection of other members of the superfamily of opiorphin
and sialorphin. The objectives were: i) isolate and characterize peptides extracted from saliva having the ability to inhibit the
NEP and APN activities; ii) identify the genes encoding the precursors of these peptides to analyze their relationship with
those of opiorphin and sialorphin; iii) identify, using this phylogenetic marker, new peptides "opiorphin-like" in other
invertebrates. To date, no conclusive result has been obtained, probably due to the use of an insufficient amount of biological
materials related to the techniques used. In parallel, we looked for homologs of opiorphin and sialorphin in sequence
databases. The objectives were: i) identify all of these peptides; ii) assess their inhibitory potential, in vitro, against the NEP
and APN. The analysis allowed us to identify in some mammals positional analogues of these inhibitors. Preliminary tests
have shown that most of them were able to inhibit the APN, some with upper efficacy to opiorphin. But, only one NEP
inhibitor has been highlighted.

As part of my thesis, we also studied the effect of different natural molecules on the activity of the aminopeptidase B (Ap-
B). The results obtained show that curcumin and mangiferine inhibit the Ap-B according to a non-competitive mechanism.

114



