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Au cours des années 60, on tenait pour acquis que seules sept à huit molécules 

assuraient le rôle de neuromédiateur dans l'organisme. Ces molécules étaient soit des amines 

comme la noradrénaline ou l'acétylcholine, soit des acides aminés comme l'acide glutamique, la 

glycine ou encore l'acide gamma amino butyrique. Mais depuisles années 70, on a pu mettre en 

évidence dans des circuits neuronaux, des molécules de poids moléculaires beaucoup plus 

importants (jusqu'à plus de 3000), et susceptibles de jouer un rôle de neurotransmetteur. Ces 

molécules sont des peptides qui ont tout d'abord été découverts dans différents organes sous la 

dépendance du système nerveux périphérique. On conçoit très bien aujourd'hui qu'il s'agit de 

neuropeptides ayant une activité de neuromodulation pour un nombre considérable de fonctions 

physiologiques. Ces peptides ont été plus ou moins regroupés en familles structuralement 

proches. Deux des plus importantes sont celles qui regroupent les neurokinines et les peptides 

apparentés à la secrétine. Cette dernière famille est composée de peptides composés en moyenne 

d'une trentaine d'acides aminés et qui, en majorité, ont la particularité de posséder une fonction 

amide C-terminale. Le peptide intestinal vasoactif (ou "Vasoactive Intestinal Peptide" :VIP dans 

sa terminologie anglosaxonne) est un des éléments de cette famille. 

Le VIP est un peptide amide de 28 acides aminés qui exerce des activités variées sur de 

nombreuses cibles cellulaires et tissulaires (Said S.l., 1984). La mise en évidence du VIP dans 

de nombreuses fibres nerveuses a permis de comprendre que ce peptide pouvait interagir avec 

d'autres neurotransmetteurs de nature peptidique ou non. On peut citer par exemple la 

coexistence du VIP et de l'acétylcholine dans des neurones innervant des glandes exocrines 

(Lund berg J.M., 1981 ), du VIP et du PHI dans de nombreux tissus normaux et tumoraux 

(Yanaihara N. et coll., 1983) ou encore du VIP, des enképhalines et des catécholamines dans 

les cellules chromaffines granulaires (Eiden L.E. et Hotchkiss A.J., 1983; Leboulenger F. et 

coll., 1983). Le VIP coexiste également avec des peptides tels que la substance P, la galanine et 

le neuropeptide Y dans des fibres nerveuses se projetant sur le poumon (Sundler F. et coll., 

1988). Cette dernière observation a suggéré aux chercheurs qu'il existait une voie dite non­

adrénergique, non-cholinergique (NANC) capable d'agir sur la relaxation des muscles lisses de 
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la trachée, des bronches et des artères pulmonaires (Diamond L. et coll., 1983; Hamasaki Y. et 

coll., 1983). D'autres activités inipliquant la voie NANC ont été observées telles que la 

stimulation du transport de l'eau et d'électrolytes à travers l'épithélium trachéal (Nathanson I. et 

coll., 1983). Ces différentes études ont ainsi permis de montrer que ce système nerveux 

spécifique au poumon était probablement la composante relaxante dominante des voies 

respiratoires dans de nombreuses espèces animales (Said S.I., 1982). 

Au niveau tissulaire, de nombreuses interactions entre le VIP et les différentes hormones 

ont été rapportées. Le VIP est capable d'induire à la fois la stimulation de la sécrétion de 

prolactine, d'ACTif, de LHRH ou de sérotonine et l'inhibition de la sécrétion de somatostatine, 

d'histamine ou de cholécystokinine (Said S.I., 1984). De même, le VIP est capable 

d'augmenter l'affinité de l'acétylcholine pour le récepteur muscarinique et de potentialiser ainsi 

la sécrétion cellulaire (Lundberg J.M. et coll., 1980). 

Pour assurer ces nombreuses activités, il semble évident que la régulation du VIP doive 

être finement contrôlée au sein de l'organisme. mais dans certains cas pathologiques, on a pu 

constater des modifications de la quantité de peptide dans différents tissus . Les deux exemples 

les plus souvent cités sont les suivants : 

(i). Lors de certaines bronchopathies chroniques, une dégradation enzymatique 
' 

excessive induite par les cellules de l'inflammation (mastocytes, neutrophiles, éosinophiles) 

conduit à une disparition presque totale du VIP (Ollerenshaw S. et coll., 1989). Certaines 

observations ont montré que l'activité peptidasique au niveau des voies respiratoires figurait 

parmi les plus importants déterminants d'une action pharmacologique (Barrowcliffe M.P. et 

coll., 1986). Actuellement on sait que les enképhalinases interviennent pour dégrader le VIP au 

niveau de la trachée (Liu L.W. et coll., 1987). La chymase et la tryptase ont aussi été mises en 

cause dans cette dégradation (Caughey G.H. et coll., 1988). 

(ii). Des tumeurs produisant du VIP ont été décrites toût d'abord au niveau du pancréas 

(Verner J.V. et Morrison A.B., 1958) mais également au niveau du jéjunum, de la thyroïde et 

du poumon (Said S.I. et Faloona G., 1975). Ce syndrome défini sous le terme "WDHA : 
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Watery Diarrhea Hypokalemia Achlorhydria" est associé à des taux plasmatiques de VIP 

pouvant être jusqu'à 10 fois supérieurs aux taux enregistrés chez des sujets témoins, ces 

concentrations induisant également des perturbations vasculaires. 

Il apparaît donc clairement que la conception de molécules analogues du VIP, pseudo­

voire non-peptidiques, non dégradables par les protéases, présenterait un intérêt thérapeutique 

particulièrement important. Les bases de la conception rationnelle de médicaments ("Drug 

Design") ont été élaborées depuis quelques années. Les recherches ont eu pour but d'obtenir 

des médicaments puissants présentant une meilleure sélectivité et une plus faible toxicité que les 

produits pharmaceutiques utilisés à l'heure actuelle (Fauchère J.L., 1986). Le problème 

complexe du "drug design" peptidique réside dans la grande flexibilité de ces molécules. 

La détermination de la conformation du peptide capable d'être reconnu par le récepteur 

est une étape cruciale pour concevoir un composé idéal. La prédiction conformationnelle ou des 

études spectroscopiques telles que le dichroïsme circulaire ou la RMN à haut champ voire 

l'analyse cristallographique constituent les premières investigations pour le "drug design". 

Néanmoins, la détermination précise de la conformation grâce à laquelle le peptide peut se lier 

spécifiquement au récepteur spécifique est à l'heure actuelle très difficile (Milner-White J., 

1989). L'application de contraintes conformationnelles à une structure peptidique semble 

constituer une des meilleures approches du problème. Les informations obtenues sur la liaison 

spécifique d'analogues plus rigides sont très intéressantes pour comprendre la conformation 

adoptée par le peptide parent. On a en effet pu constater une plus grande efficacité de liaison de 

certains composés de synthèse par rapport à la molécule naturelle. On peut citer par exemple le 

cas de la somatostatine (Veber D.F. et coll., 1979), de l'a-mélanotropine (Knittel J.J. et coll., 

1983) et aussi du VIP (Belin D.R. et coll., 1993). L'avantage de telles molécules réside dans 

une plus grande durée de vie du potentiel actif grâce à une meilleure résistance face à la 

protéolyse par rapport au peptide naturel. 
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Dans le cadre de cette étude qui avait pour objectif final l'élaboration et la réalisation de 

molécules analogues du VIP, nous avons suivi le raisonnement suivant: 

(i). Des modèles pharmacologiques ont été choisis en raison du rôle essentiel joué à leur 

niveau par le VIP. Il s'agit de la différenciation cellulaire neuronale et de la relaxation du muscle 

lisse de trachée. Ces deux modèles totalement différents pouvaient éventuellement nous 

permettre d'aborder l'hétérogénéité des récepteurs membranaires du peptide. Chaque modèle a 

été appréhendé par l'étude des activités en relation avec le VIP. Parmi celles-ci, l'activité 

adénylate cyclase reste la composante commune aux deux modèles retenus. 

(ii). Une approche moléculaire du ligand a été élaborée grâce à l'utilisation à la fois de 

techniques spectroscopiques et de l'outil informatique (modélisation moléculaire de SYBYL). 

Nous avons, dans le cadre de ce travail, plus particulièrement étudié la partie N-terminale du 

peptide constituée principalement d'une structure ordonnée en coudes ~. En raison de cette 

structure particulière qui a souvent été impliquée dans les mécanismes de reconnaissance 

moléculaire de peptides ou de protéines globulaires, nous pensons qu'elle pourrait constituer 

l'adresse du VIP. En effet, notre hypothèse de départ s'est basée sur une distinction 

empirique,au sein de la molécule peptidique, entre d'un côté une reconnaissance membranaire 

en terme d'affinité liée à une notion d'adresse du peptide et une reconnaissance de résidus 

appartenant au site récepteur capables d'activer un système de transduction, liée à une notion de 

message. 

(iii). A partir de ces données, notre travail a abouti à la synthèse de molécules 

pseudopeptidiques dont la séquence N-terminale était remplacée par des structures non 

peptidiques. Leurs activités potentielles nous ont permis de discuter de l'importance de certains 

groupements fonctionnels du fragment 1-10. 

Après une présentation du VIP, nous avons donc choisi d'élaborer le plan de cet exposé 

selon la même progression que celle réalisée lors de cette étude en insérant à chaque stade du 

développement les données bibiographiques et les résultats personnels directement en relation 

avec l'objectif de ce travail. 



I. LE V ASOACTIVE INTESTINAL PEPTIDE 
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1. LE VASOACTIVE INTESTINAL PEPTIDE. 

I.A. DECOUVERTE. 

Dans les années 70, de nombreuses recherches ont permis de mettre en évidence et 

d'isoler un certain nombre de structures peptidiques capables de jouer un rôle dans la 

modulation de différentes activités physiologiques. Parmi celles-ci, la substance P et le VIP ont 

été plus particulièrement étudiés par Chang M.M. et coll. (1971), Said S.I. et Mutt V. (1970) 

respectivement. Avant même l'isolement du VIP, les chercheurs connaissaient les propriétés 

d'une substance endogène dotée d'effet vasodilatateur. A partir d'extraits tissulaires de 

poumon, on a pu mettre en évidence la nature peptidique de cette substance; l'isolement du 

peptide a été réalisé à partir du duodénum de porc, par chromatographie d'échange de cations 

(Said S.I. et Mutt V., 1970). En raison de sa localisation première et de son activité, les auteurs 

ont nommé cette molécule: peptide intestinal vasoactif (ou "Vasoactive Intestinal Peptide" dans 

sa dénomination anglo-saxonne). 

Les années qui ont suivi n'ont pas permis de classer ce peptide parmi les hormones 

gastro-intestinales puisqu'aucune étude n'avait pu démontrer à l'époque sa présence au niveau 

sanguin. La "redécouverte" du VIP dans le cerveau et les nerfs centraux et périphériques 

(Besson J. et coll., 1979; Larsson L.l. et coll., 1976) a établi l'identité véritable du peptide en 

tant que neurotransmetteur possédant des propriétés de neuromodulation. 

C'est en 1974 que Mutt V. et Said S.I. ont publié la structure primaire du peptide: c'est 

un octacosapeptide possédant la particularité de présenter une fonction amide en C-terminal. 

D'autres neuropeptides, isolés pendant cette même période, ont des homologies de séquence 

avec le VIP et constituent ainsi la famille des peptides apparentés au VIP. Aujourd'hui sont 

inclus dans cette série: la sécrétine, le glucagon, le PHI, le PHM, le PACAP, le CRF, le GRF, 

la sauvagine, l'urotensine 1, l'hélodermine, l'hélospectine et le GIP (Figure 1). 

Le VIP a été mis en évidence dans de nombreuses espèces animales où on a pu noter 

une très faible variété de séquences primaires. Chez le cobaye (Du B.H. et coll., 1985) et le 
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H-~-0-~V-F-T-~-~~-~-R-L-~-~40-~-~-~-K-K-Y-L-~-S-~-!-~ 

H-~-0~-V-F-T-~-~-~-~-R-L-~~40-~-~-~-~-K-Y-L-~-S-~-!-~ 

H-!-0-~V-F-T-~-~Y-~-R-L-~-~-!-~-!-K-K-Y~L-~-S-~-!-~ 

H-~-0~-V-F-T-~-~-Y-~-R-L-~~40-!-~-~-K-K-Y-L-~-S-~-!~ 

H-~-0-~-V-F-T-~-~Y-~-R-L-~-~Q-!-~-~-K-K-Y-L-~-S-~-!-~!-~-!-~-~-~-!-~-~-~~-!-~-! 

H-~-0~-V-F-T-~-~-~-~-!-L-~~-Q-~-~-~-K-K-Y-L-~-S-~-~-~ 

H-!-0-~V-F-T-~-~~-~-!-L-~~-Q-~-~-!-K-K-Y-L-~-S-~-~-~!-!-!-~-~~!-~-~-~~-!-~-! 

H-S-0~-!-F-T-~-~-~-~-R-L-R-~-~-~-~-~~-~-~-L~~-~-~-~ 

H-5-D-~!-F-T-~-~-~-~-R-L-R-~~-~-!-~-gr~-~-L-gr~~-!-~(!-~) 

H-S-0~-!-F-T-~-~-~-~-R-L-R-~~-~-~-~~-~-~-L~~-~-~-~ 

H-S-0-~~F-T-~-~-~-~-R-L-Ç[~-~!-~-~-Ç[~-~-L-gr~~-!-~ 

H-S-0~-~-F~T-~-~-~-~-R-L-R-~-~-~-~-~~-~-~-L~~-~-~-~ 

H-S-0-~-!-~-T-~-~-~-~-R-L-R-~-~-~-!-~-Ç[!-~-L-gr~-~-L-~ 

H-S-0~-~-F-T-~-~-Y-~-!-~-R~-~-~~-V~-K-~-!~-~-~-~-~ 

H-S-0-~!-F-T-0-~-Y-~-R-!-R-K-Q-M-A-V-K-K-Y-L-!-~-!-L-~!-!-!-!:Q-!~-!-~!-~ 

H-S-0-A-!-F-T-~-~-Y-~-!-L-~-~-!-~-A-~~-K-Y-L-~-S-I-L~-~-~-~-~-~-~-~-~ 

H-S-0-A-!-F-T-!-~-Y-~-!-L-~-~-!-~-A-~-Ç[K-Y-L-~-S-I-L-~~-~-!-~-~-R-P-P-S-(S) 

45 

5 10 15 20 25 30 35 40 45 

Figure 1. Séquences en acides aminés des peptides de la famille du VIP. Espèces : b : bovin, c: poulet, do : chien, go : chèvre, gp : 

cobaye, h : homme, hh : lézard (heloderma horrid), hs : lézard (heloderma suspectum), o : ovin, p : porc, r : rat, ra : lapin. Les différences 

avec le VIP de bœuf sont soulignées. * = NH2, d'après Christophe 1. et coll., 1988. 
0\ 
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poulet (Nilsson A., 1974), le VIP possède quatre acides aminés différents par rapport à sa 

séquence chez le porc (Carlquist M.et JOrnvall H., 1982), le bœuf, le chien et l'homme (Mutt 

V., 1988). Il est de plus à noter que ces différences de composition ne concernent que des 

modifications mineures (c'est-à-dire sans changement au niveau des groupements 

fonctionnels). 

I.B. BIOSYNTHESE. 

I.B.1. Identification du gène. 

La séquence génomique codant pour le précurseur du VIP a été déterminée en 1983 à 

partir de cellules de neuroblastomes humains (lignée NB1) (Itoh N. et coll., 1983) et sa 

localisation sur le chromosome 6 (6 q 24) a été mise en évidence par Gozes I. (1988). La 

séquence en acides aminés déduite de la séquence nucléotidique indique que le précurseur 

protéique contient non seulement le VIP mais aussi le PHM. Ce gène possède 8837 paires de 

bases et s'organise en sept exons et six introns (Figure 2) : 

- l'exon 1 (165 paires de bases) code pour une région non traduite en 5' du gène (région 

flanquante en 5'); 

- l'exon 2 (117 paires de bases) code à la fois pour le reste de la région en 5' non traduite, pour 

le peptide signal et pour une partie de la région amino terminale du prépro VIP/PHM; 

- l'exon 3 (123 paires de bases) code pour la plus grande partie de la région Nt; 

- l'exon 4 (105 paires de bases) code pour la séquence du PHM et pour une partie de la région 

qui sépare la séquence du PHM et du VIP; 

- l'exon 5 (132 paires de bases) code à la fois pour le reste de la région de séparation entre le 

PHM et le VIP, pour la séquence du VIP et pour une partie de la région Ct du prépro 

VIP/PHM; 

- l'exon 6 (89 paires de bases) code pour la plus grande partie de la région Ct et pour une partie 

de la région flanquante en 3' du gène; 

- l'exon 7 (724 paires de bases) code pour le reste de la région en 3'. 
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PHM VIP 

Figure 2. Schéma du gène comportant le PHM et le VIP et de la protéine 

"préprovasoactive intestinal peptide". NFP : région flanquante amine-terminale. BP : région 

intermédiaire. CFP: région flanquante carboxy-terminale, d'après Yamagami T. et coll., 1988. 

La comparaison des séquences nucléotidiques du VIP et du PHM montre une homologie 

de séquence nucléotidique de 52%, ce qui correspond à 44% d'homologie en acides aminés. De 

plus, comme le VIP et le PHM sont codés par deux exons contigus, de nombreux auteurs ont 

émis l'hypothèse d'une duplication d'un gène ancestral. Cette remarque a également été faite 

pour d'autres gènes tels que glucagon et peptide glucagon-like ( Bell G.I. et coll., 1983) ou 

encore calcitonine et son peptide apparenté (Jonas V. et coll., 1985). Dans le cas du prépro 

VIP/PHM, la duplication du gène ancestral semble concerner une large séquence nucléotidique 

puisqu'à la fois les exons et les introns adjacents du PHM et du VIP sont très conservés 

(Figure 3). Par ailleurs, dans la région 5' du génome, quatre séquences TATA box 

(enchaînement caractéristique TATAAA T/A) ont été mises en évidence en amont du site 

d'initiation de la transcription (Itoh N. et coll., 1983). Mais seule la TATA box située 28 paires 

de base avant le site de fixation de l'ARN polymérase est le promoteur inductible du gène 

VIP/PHM. L'hypothèse selon laquelle les trois autres TATA box pourraient être fonctionnelles 

dans certaines conditions ou dans certains autres types cellulaires n'a, à ce jour, pas encore pu 

être démontrée. 
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Figure 3. Séquences nucléotidiques conservées autour des régions d'épissage. Les 

nucléotides encadrés sont identiques dans les introns IV et V. R :purine, Y: pyrimidine, N: 

nucléotide, d'après Yamagami T. et coll., 1988. 

LB.2. Régulation de l'expression du gène. 

Différents travaux portant soit sur la transcription ou l'expression du gène soit sur des 

modifications de cette transcription ont mis en évidence la complexité des processus de 

régulation. L'induction du gène peut être réalisée expérimentalement par le dibutyryl-AMPc ou 

par des esters de phorbol tels que le TPA sur les cellules NB 1. Ceci est à rapprocher de la mise 

en évidence dans ces mêmes cellules de séquences consensus de forte homologie avec les 

éléments de réponse à l'AMPc (CRE: "cAMP responsive element") (Short J.M. et coll., 1986) 

ou aux esters de phorbol (Comb M. et coll., 1986). D'autres auteurs ont pu démontrer la 

régulation de l'activité du gène par des stéroïdes tels que la corticostérone ou par la prolactine 

(Gozes I., 1988). De façon générale, une régulation de l'expression du gène a été mise en 

évidence au cours des processus de développement suggérant que le VIP pourrait avoir un rôle 

de facteur de différenciation (Gozes I., 1988). En effet, sur le chromosome 6, on peut trouver 

à proximité l'un de l'autre le gène du VIP et le gène codant pour une protéine nucléaire, le 

protooncogène c-myh, ce qui incite les auteurs à soupçonner une relation fonctionnelle entre 

VIP et le produit de c-myb. L'expression rapide au niveau du tissu neuronal post-natal montre 

qu'ils sont sans doute impliqués dans le développement du cerveau. 
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La régulation de l'expression du gène a également été étudiée au niveau post­

transcriptionnel, et de multiples formes d'ARN issues de la transcription du gène (précurseur de 

ARNm inclus) ont été détectées et caractérisées (Gozes I., 1988). Contrairement à la plupart des 

gènes, pour lesquels le transcrit primaire est labile, les précurseurs ARN (7000 bases) qui 

contiennent la séquence du VIP renferment des introns stables. Ceci suggère un mécanisme de 

régulation-par stockage des ARN comme cela a été démontré pour d'autres peptides tels que la 

calcitonine (Amara S.G. et coll., 1982) ou la vasopressine (Sausville E. et coll., 1985) qui, 

comme le VIP, sont des peptides impliqués dans des communications intercellulaires (Bloom 

F.E. et coll.; 1985). Au niveau post-traductionnel, la protéine précurseur du VIP (11000 

daltons), possède des sites de glycosylation suggérant également une possible régulation (Itoh 

N. et coll.,1983). 

Les études concernant la régulation de la biosynthèse du VIP en présence de certains 

composés endogènes et/ou exogènes ont été réal~sées sur différents types cellulaires de 

différentes espèces animales. La synthèse du VIP sur ces lignées cellulaires peut être modulée 

par différentes substances. Par exemple, des cellules humaines de phéochromocytome ou des 

cellules chromaffines (cellules tumorales ayant comme origine les glandes surrénales) ont une 

production en VIP qui peut être augmentée par le NGF (Nerve Growth Factor), alors que la 

dexaméthasone inhibe cet accroissement (Tischler A.S. et coll., 1984; Tischler A.S. et coll., 

1985). Par contre, des cellules chromaffines de bovins ne synthétisant pas des concentrations 

en VIP détectables, sont capables de produire et de stocker le peptide sous l'action de fortes 

concentrations en K+ ou d'agonistes cholinergiques. Par ailleurs, la libération du VIP dans le 

milieu extracellulaire est également dépendante du calcium. De plus, cette production peut être 

fortement accrue par l'action de composés capables d'activer l'adénylate cyclase tels que la 

forskoline (Eiden L.E. et Hotchkiss A.J., 1983). L'utilisation des esters de phorbol comme le 

TPA (composés capables d'activer directement la protéine kinase C) provoque également une 

élévation de la quantité de VIP dans le milieu extracellulaire. L'action combinée de ces deux 

types de composés (l'un activant PKA, l'autre PKC) conduit à un effet additif (Pruss R.M. et 

coll., 1985). Ceci se retrouve d'ailleurs sur une toute autre lignée cellulaire produisant du VIP : 
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les cellules humaines de neuroblastome où on observe une synergie d'action du TPA et du 

dibutyryl-AMPc (Ohsawa K. et coll., 1985). 

Un dernier type de régulation concerne le processus d'amidification de la fonction 

COOH terminale du peptide. En effet, la mise en évidence d'une enzyme spécifique suggère un 

possible mécanisme post-traductionnel (Bradbury A. F. et coll., 1982). Cette enzyme admet 

comme cofacteur l'ascorbate qui est capable d'augmenter la concentration en VIP du milieu 

extracellulaire de cellules murines de neuroblastome. De plus, un effet synergique est observé si 

les cellules sont incubées à la fois avec la forskoline et l'ascorbate (Brick P.L. et coll., 1985). ~ 

Ces différents exemples cités sont résumés dans le Tableau 1. 



Facteurs Cellules endocrines -- -Néuroblastomes Cellules Références 
humaines munns chromaffines 

bovines 
Agents augmentant - Î proVIP/PHMa Î VIP dans les Î VIP dans les (a) Obata K-I. et coll., 1981 

l'AMPc 
- Î VIP mRNAb cellules et dans le cellules et dans le (b) Hayakawa Y. et coll., 1984 

intracellulaire mi lieue milieud (C) Brick P.L. et coll., 1985 
(d) Eiden L.E. et Hotchkiss A.J., 1983 

Esters de phorbol - Î VIP mRNAe - Î VIP dans les (e) Ohsawa K. et coll., 1985 
- synergie avec 

? 
cellules et dans le (f) Pruss R.M. et coll., 1985 

l'AMPce milieuf (g) Beinfeld M.C. et coll. 1988 
- pas d'amplification - effet additif avec 
de gènee l'AMPcg 

Acide ascorbique - Î VIP dans les (C) Brick P.L. et coll., 1985 
? cellules et dans le (g) Beinfeld M.C. et coll. 1988 

? 
milieug 

-synergie avec 
l'AM Pcc 

NGF Î VIP accompagné (h) Tischler AS. et coll., 1984 
d'extension de ? ? (Ï) Tischler AS. et coll., 1985 
neuritesh,i 

Dexaméthasone t VIP accompagné <?) Tischler AS. et coll., 1984 
d'une inhibition de 

? ? 
( 1) Tischler AS. et coll., 1985 

l'extension de 
neuritesh,i 

Potassium, Î VIP dans les (j) Waschek J.A et coll., 1987 
Veratridine, ? ? cellules et dans le 

Nicotine 
milieuj 

........ 
N 

Tableau 1. Facteurs impliqués dans la modulation de la biosynthèse du VIP, d'après Beinfeld M.C. et coll., 1988. 
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I.C. DISTRffiUTION, ACTIVITES ET PATHOLOGIES ASSOCIEES AU 

VIP. 

La distribution du VIP est ubiquitaire et les effets physiologiques observés sont très 

variés. Bien que sa mise en évidence au niveau de l'intestin puisse le classer parmi les 

hormones gastro-intestinales comme la sécrétine et le glucagon, le VIP est un neuropeptide 

clairement localisé au niveau de neurones des systèmes nerveux central et périphérique. 

I.C.l. Système nerveux central. 

Par des techniques cl.assiques d'immunohistochimie, de nombreuses études ont montré 

sa présence au niveau du cortex cérébral (Morrison J.H. et coll., 19~4). Plus précisément, le 

VIP est localisé dans des neurones bipolaires orientés de façon radiale par rapport à la pie-mère 

(Connor J.R. et Peters A., 1984). L'arborisation de ces cellules neuronales est très spécifique. 

En effet, elle se situe au niveau des couches I et V, ce qui implique une libération du VIP dans 

des zones bien précises du cortex (Figure 4). Ces neurones intracorticaux ont des corps 

cellulaires répartis entre les couches II et IV avec une prédominance au niveau de cette dernière. 

La densité des neurones bipolaires a pu être déterminée au niveau du cortex visuel : elle est de 1 

cellule pour 27 J..Lm2 avec un diamètre de 3 J..Lm. Ces neurones représentent une sous-classe de 

cellules bipolaires décrite par Peters et Kimerer en 1981. Ainsi ce type cellulaire possède la 

particularité de transmettre une information entre la pie-mère et la couche V à travers ce que l'on 

définit comme étant une colonne radiale étroite (Figure 5). La libération du VIP intervient 

donc à des endroits bien localisés du cortex. On distingue différents modes de relargage, soit 

par l'intermédiaire de synapse lorsque la cible est un autre neurone, soit selon un mode non 

synaptique dans le cas de cellules gliales ou de cellules vasculaires (Magistretti P.J., 1986), ce 

deuxième mode intervenant surtout au niveau de la couche I (Edvinsson L. et coll., 1980). 

Cette organisation des neurones bipolaires contenant du VIP a été comparée au système 

noradrénergique en raison de l'effet similaire produit sur les différentes cellules cibles, c'est-à­

dire la production d'AMPc. Le système noradrénergique afférent est constitué de fibres 

nerveuses originaires du noyau du locus cœruleus (Morrison J.H. et coll., 1978). 
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Figure 4. Cellule bipolaire contenant du VIP. Ramification axo-dendritique dans les 

couches corticales I et V, d'après Morrison J.H. et coll, 1984. 

Figure S. Colonnes radiales étroites. VIP : cellules bipolaires contenant du VIP. NA : 

neurones afférents noradrénergiques. SA : afférents spécifiques provenant du thalamus. PYR : 

cellule pyramidale possédant de nombreuses projections afférentes. WM: substance blanche 

souscorticale. là VI :couches corticales, d'après Bouras C. et coll., 1987. 
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La trajectoire suivie reliant le pôle frontal au pôle occipital du cortex se fait 

principalement à travers la couche VI et se situe parallèlement à la surface de la pie-mère 

(Figure 5) (Bouras C. et coll., 1987). Contrairement aux cellules bipolaires, le système 

noradrénergique possède. une action globale au niveau du cortex (Foote S.L. et Morrison J.H., 

1987). Les rôles de régulation de chaque neurotransmetteur semblent donc indépendants; 

néanmoins certaines zones du cortex (couches IV et V) contiennent les deux types de 

terminaisons nerveuses. Ceci a suggéré une possible action commune des deux 

neurotransmetteurs. En effet, une synergie d'action sur la production d'AMPc a pu être 

démontrée au niveau de zones corticales appelées "points chauds" ("hot spot") (Magistre.tti P.J. 

et Schorderet M., 1984). 

La stimulation des neurones intracorticaux contenant du VIP n'est pas documentée. Par 

analogie avec d'autres neurones bipolaires (Morrison J.H. et coll., 1984), de nombreuses 

observations suggèrent que les neurones contenant du VIP pourraient être activés par des 

stimulations sensorielles relayées par des fibres afférentes originaires du thalamus (Peters A. et 

KimererL.M. 1981; Morrison J.H. et coll., 1984). Ainsi, cette activation pourrait constituer un 

processus de neuromodulation du système noradrénergique afférent dans le cortex sensoriel 

primaire (Magistretti P.J. et coll., 1981). 

I.C.2. Système nerveux périphérique. 

Des terminaisons nerveuses détectées par immunoréactivité ont pu être visualisées dans 

de nombreux tissus périphériques au sein desquels le VIP joue pleinement son rôle de 
l 
l 

neuromodulateur. Les exemples sont nombreux; nous nè citérons ici que les études réalisées sur 

les principaux organes cibles du peptide en distinguant plus particulièrement celles concernant 

l'influence du VIP-sur la différenciation neuronale et les voies respiratoires, dont l'importance a 

justifié notre choix pour l'approche pharmacologique de ce travail. 



I.C.2.1. Organes cibles du VIP. 

#·système gastrointestinal 
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Dans un premier temps, des études du système gastrointestinal de différentes 

espèces animales ont été rapportées. La grande majorité des neurones contenant le VIP ont une 

origine intrinsèque au tissu, avec des corps cellulaires se situant dans les ganglions sous­

muqueux et myentériques. Les fibres nerveuses se projetent sur les muscles circulaires et 

longitudinaux ou encore sur la sous-muqueuse. Ce réseau nerveux constitue le système moteur 

inhibiteur du tractus gastrointestinal (Figure 6) (inhibition de la contraction) (Costa M. et 

Furness J.B., 1983): Les cibles cellulaires du VIP sont de deux types au niveau de l'intestin; il 

s'agit d'une part des cellules musculaires lisses permettant de réguler la motilité intestinale 

(Gnider J.R. et coll., 1985) et d'autre part des cellules épithéliales responsables de la sécrétion 

d'eau et d'électrolytes comme notamment les ions chlorure (Dharmsathaphorn K. et coll., 

1985). La caractérisation de sites récepteurs spécifiques sur les cellules musculaires (Bitar K.N. 

et Jensen R.T., 1983; Power R.F. et coll., 1988) montre que le peptide agit directement sur la 

relaxation de la musculature gastrique et intestinale (Bitar K.N. et Maklouf G.M., 1982). 

D'autres récepteurs situés au niveau intestinal ont été localisés à la surface membranaire des 

cellules épithéliales (Izzo R.S. et coll., 1991). La fixation du VIP sur le récepteur épithélial 

produit une sécrétion d'ions CI- qui est dépendante d'un système de cotransport Na+, K+, CI-

à la surface basolatérale de la cellule (Dhannsathaphorn K. et coll., 1985). 

~ : ~ § 
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Figure 6. Schéma topographique des fibres nerveuses contenant du VIP ( ....... ) chez le 

rat au niveau (a) de l'estomac, (b) de l'intestin grêle, (c) du gros intestin. (0) : corps cellulaires 

des fibres nerveuses contenant du VIP. MG : ganglion myentérique. SG : ganglion sous­

muqueux. lm :muscle longitudinal. cm : muscle circulaire. d'après Sundler F. et coll., 1988. 
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Le VIP est présent au niveau du sphincter œsophagien (Biancini P. et coll., 1984) et du 

sphincter du colon (Biancini P. et coll., 1985). La relaxation de ces organes est assurée par le 

VIP qui est à ce niveau le principal médiateur des neurones appartenant au système inhibiteur 

non adrénergique non cholinergique (NANC) (Goyal R.K. et coll., 1980). Actuellement, une 

absence ou un dysfonctionnement des neurones contenant le VIP n'a pu être démontré comme 

étant la cause unique de désordre de la motilité. Néanmoins, la nette diminution voire l'absence 

de ces neurones a été observée pour certaines pathologies liées soit à l'ouverture du sphincter 

œsophagien (achalasie) soit à la propagation du péristaltisme de l'œsophage (spasme 

œsophagien) (Aggestrup S. et coll., 1983). Deux autres pathologies du tractus gastrointestinal 

semblent liées à une absence ou un dysfonctionnement de neurones VIPergiques. La maladie de 

Hirschsprung résulte de l'obstruction des portions distales de l'intestin due à une absence 

congénitale de cellules ganglionnaires dans cette zone du colon (Lavery I.C., 1984). Ainsi 

l'absence de toute structure neuronale implique que le segment intestinal est incapable de 

mouvement de relaxation (inhibition de la contraction). Une étude comparative de l'innervation 

chez l'homme a montré qu'un segment de colon déficient en structure ganglionnaire ne 

possédait aucun neurone VIPergique contrairement à une portion de colon sain (Tsuto T. et 

coll., 1982). 

La maladie de Chagas est une infection par le trypanosome Cruzi, ayant pour 

conséquence une dégénérescence neuronale intrinsèque du tractus gastrointestinal. Les 

neurones VIPergiques, comme beaucoup d'autres sont ainsi détruits (Long R.G. et coll., 

1980). 

#Foie. glandes exocrines et endocrines 

L'activité neuromodulatrice du VIP a également été étudiée sur des tissus en relation 

avec le tractus gastrointestinal. Le foie, le pancréas, les glandes salivaires sgnt des cibles du 

peptide. Tout d'abord, le foie semble être une cible très particulière pour le VIP. Le tractus 

gastrointestinal est la source quasi exclusive du VIP endogène présent au niveau de la 

circulation portale où des quantités détectables de peptide ont pu être dosées après stimulation 

vagale (Bloom S.R. et Edwards A. V., 1980). Des auteurs ont proposé que l'entrée d'aliment 
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dans l'intestin serait susceptible de provoquer une libération de VIP à partir des neurones 

inhibiteurs (Raid A.M. et coll., 1985). Le test du bol alimentaire montre, de plus, que la 

quantité de VIP augmente au niveau portal mais non dans la circulation systémique (Wolfe 

M.M. et coll., 1983). Des récepteurs spécifiques de haute affmité pour le VIP ont été mis en 

évidence à la surface membranaire des hépatocytes (Misbin R.I. et coll., 1982). La liaison du 

VIP au récepteur entraînerait une internalisation du complexe ligand-récepteur et une 

dégradation dans des lysosomes. Ainsi, dans des conditions normales, l'action du VIP 

s'exercerait localement au niveau intestinal et l'épuration du peptide serait réalisée par le foie 

(Wolfe M.M. et coll., 1983). 

Le pancréas est aussi une cible très importante du VIP dans ses fonctions de glande 

endocrine et exocrine. Des fibres nerveuses contenant le VIP ont été localisées à la fois à la 

périphérie des îlots de Langerhans (Schebalin M. et coll., 1977) et autour des acini et des 

vaisseaux sanguins (Larsson L.I. et coll., 1978). Des expériences sur des volontaires sains ont 

montré que l'infusion intraveineuse de grandes quantités de VIP provoquait une stimulation de 

la sécrétion d'insuline et de glucagon (Fahrenkrug J. et coll., 1987). Par ailleurs, le VIP agit 

sur le pancréas exocrine en stimulant la sécrétion de fluide et de bicarbonate (Holst J.J. et coll., 

1984). Cette action du VIP est en partie due à l'augmentation du flux sanguin et à l'effet direct 

sur les éléments sécrétoires. Cette observation se vérifie sur les glandes salivaires où le VIP 

stimule la sécrétion de l'amylase à partir des glandes parotides chez le rat (Dehaye J.P. et coll., 

1985). Le VIP potentialise l'action de l'acétylcholine sur la sécrétion salivaire, ceci étant facilité 

par la colocalisation des deux neurotransmetteurs dans des fibres cholinergiques (Lundberg 

J.M. et coll., 1982). On peut également citer des études qui ont permis de mettre en évidence la 

présence de terminaisons nerveuses et le rôle du VIP sur les glandes thyroïde (Ahren B. et 

coll., 1980) et surrénales (Alm P. et coll., 1980) ou encore au niveau de l'appareil génital de 

différents mammifères. En effet, le VIP est capable d'augmenter la sécrétion endocrine et de 

moduler soit la dilatation des tissus érectiles chez le mâle (vaisseaux sanguins et muscles lisses) . 
(Dail W.G. et coll., 1983) soit d'inhiber l'activité motrice du muscle lisse utérin (Ottesen B. et 

coll., 1981). 
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Un dysfonctionnement de la synthèse du VIP a été observé dans le cas de différentes 

pathologies du pancréas. Un excès de synthèse du VIP par les cellules pancréatiques a été 

évoqué dans le syndrome de Verner-Morrison (Verner J.V. et Morrison A.B., 1958). Cette 

pathologie du pancréas est un syndrome cholérique qui entraîne de fortes diarrhées 

accompagnées d'une hypokaliémie, d'une hypochlorhydrie et d'une acidose. Il s'agit d'une 

tumeur des cellules pancréatiques qui deviennent alors capables de synthétiser et de sécréter de 

grandes quantités de VIP que l'on retrouve dans le plasma (Unwin R.J. et coll.,1982). Ce type 

de dysfonctionnement appelé également VIPome, entraîne des effets périphériques néfastes sur 

différents tissus via la perte de contrôle de la synthèse du peptide. Néanmoins, certains auteurs 

semblent en désaccord avec cette relative évidence. En effet, d'une part certains patients atteints 

du syndrome de Verner-Morrison n'ont pas de taux plasmatiques élevés en VIP bien que tous 

les autres symptômes soient identiques chez la plupart des malades (Unwin R.J. et co11.,1982). 

D'autre part, chez des personnes saines, des taux élevés plasmatiques ont pu être décelés 

(Ginsberg A.L., 1978). De plus, la tumeur des îlots de Langerhans produit de nombreux 

peptides en forte quantité ce qui pourrait laisser supposer que le VIP ne serait pas le seul 

médiateur du syndrome cholérique. Néanmoins par infusion prolongée intestinale de VIP chez 

des sujets sains (10h) on peut reproduire les différentes caractéristiques rencontrées dans cette 

pathologie en amenant le taux plasmatique en VIP au niveau de celui des patients (150 pmol/1 

par rapport au taux normal de 10 pmol/1) (Krejs G.J., 1988). Ainsi, on a pu noter d'une part 

l'abolition de l'absorption d'eau du jéjunum, de l'iléon et du colon et d'autre part une 

modification des mouvements ioniques dans le sérum telle que l'augmentation d'ions chlorure 

et la diminution d'ions bicarbonate ce qui entraîne à la fois des symptômes de diarrhée et 

d'acidose métabolique (Krejs G.J., 1988). Cette étude est tout à fait en accord avec une 

implication du VIP dans les phénomènes liés au syndrome de Verner-Morrison. Des effets 

secondaires sont fréquemment observés pour certains VIPomes. Principalement des désordres 

cardiovasculaires tels que l'hypotension, la tachycardie ou encore l'apparition de rougeurs 

cutanées ("flush") sont enregistrés à la fois chez des patients atteints du syndrome pancréatique 

et chez des volontaires sains ayant reçu des infusions de VIP. Chez ces derniers, on a pu noter 

une baisse de 30% des résistances périphériques et une augmentation du flux sanguin de 270% 
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produisant des désordres du rythme cardiaque et une forte baisse de la pression artérielle (Krejs 

G.J. et coll., 1980). 

L'hypokaliémie varie très peu d'un patient à un autre mais peut devenir suffisamment 

sévère pour entraîner une tétraplégie temporaire. On a pu également observer des symptômes de 

douleurs abdominales ainsi qu'une perte de poids non liée à la déshydratation (Long R.G. et 

coll., 1981). 

# Systèmes cardiovasculaire et immunitaire. 

En raison de son activité vasodilatatrice, de nombreuses études ont montré un rôle 

physiologique important du VIP sur le système cardiovasculaire. L'innervation cardiaque 

montre clairement l'implication du peptide sur des régions fonctionnelles primordiales du cœur 

des mammifères (Della N.G. et coll., 1983) comme le plexus nerveux périvasculaire et le 

système coronarien (W eihe E. et coll., 1984) avec une prédominance dans les artères plutôt que 

dans les veines coronaires (Figure 7). L'influence du VIP sur l'innervation cardiaque 

intrinsèque n'est pas actuellement bien comprise mais son importance dans la régulation des 

paramètres cardiaques ne fait aucun doute puisqu'on décèle de fortes concentrations en peptide 

dans les centres vagals et dans le tissu nodal (noeud sino-auriculaire) (Forsman W.G. et coll., 

1988). Le rôle du VIP sur la régulation de la vasodilatation des artères coronaires est beaucoup 

plus clair. Plusieurs équipes ont pu observer sur différentes espèces animales (cobaye, rat, 

lapin, homme) des activités doses-dépendantes du VIP sur le tonus du muscle lisse des 

coronaires (Smitherman T.C. et coll., 1982; Brum J.M. et coll., 1986; Smitherman J.C. et 

coll., 1986). Parallèlement, des récepteurs spécifiques du VIP ont été caractérisés (Christophe 

J. et coll., 1984). D'une part l'action du peptide sur la relaxation des artères coronaires est 

beaucoup plus marquée que sur les artères de la circulation systématique. D'autre part, des 

études ont montré que cette régulation était indépendante de l'endothélium, impliquant une 

action directe du peptide sur le muscle lisse contrairement à la relaxation induite par le VIP sur 

aorte isolée de ces mêmes espèces animales (Forssman W.G. et coll., 1988; Brum J.M. et 

coll., 1985; Brum J.M. et coll., 1986). 
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Mésencéphale: NP: noyau parabranchial; LC: locus cœruleus; KF: noyau Koelliker-Fuse; 

AS : région AS; 

Moelle primaire : NX, N.d.n.v., N.s. : complexe nerf vague-solitaire; N.a. : noyau 

amiguus; A2 : formation réticulée latérale; 

Moelle fu>inière : C.d. : colonne dorsale; C.i. : substance latérale intermédiaire. 

Les fibres les plus denses sont des fibres contenant le VIP. 

Connections afférentes et efférentes entre le cœur et les centres primaires : G.c.s. : ganglion 

cervical supérieur; G.s. : ganglion stellaire; G.t. : ganglion thoracique paravertébrale; 

G.c.n.v. : ganglion nodal du nerl vague; N.c.c.t. : nerfs cardiaques cervical et thoracique; 

G.c. :ganglion intra-cardiaque; Th.: segment thoracique, 

d'après Forssmann W.G. et coll., 1988. 
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La mise en évidence de récepteurs membranaires spécifiques du VIP à la surface de 

lymphocytes (Danek A. et coll., 1983), de monocytes (Wiik P. et coll., 1985) et de plaquettes 

sanguines (Cox C.P. et coll., 1984) a suggéré à de nombreux auteurs une interaction entre le 

système nerveux et le système immunitaire. La modulation potentielle de la réponse 

immunitaire par différents neuropeptides semble être commnée par la présence des récepteurs à 

enképhaline (Wybran J. et coll., 1979), à somatostatine et à substance P (Payan D.B. et Goetzl 

E.J., 1985) à la surface de cellules du système immunitaire. Le VIP semble jouer un rôle 

modulateur prépondérant dans différentes fonctions immunitaires chez l'homme (Payan D.B. et 

coll., 1984) telles que la prolifération des lymphocytes T (Rola-Pleszczynski M. et coll., 1985; 

Drew P.A. et Shearman D.J., 1985), la synthèse d'immunoglobuline (Drew P.A. et Shearman 

D.J., 1985) ou encore la migration des lymphocytes T1 chez la souris. Le potentiel 

antiinflammatoire du VIP a été mis en évidence pour le poumon. En effet, le VIP est capable 

d'inhiber à la fois la prolifération de lymphocytes T et la libération de cytokines principalement 

l'Interleukine-2 (Ottaway C.A., 1985). ll intervient également dans l'inhibition du mécanisme 

impliquant des espèces radicalaires (ions superoxydes) synthétisées par les monocytes ou les 

macrophages (Wiik P., 1989). Son potentiel antiaggrégant plaquettaire a été observé chez le 

lapin, de même que l'inhibition de la sécrétion de sérotonine induite par le Facteur d'Activation 

Plaquettaire (Pf\F') (Cox C.P. et coll., 1984). Ainsi sur le plan expérimental in vivo, le VIP est 

capable de prévenir ou d'atténuer fortement les effets produits par des substances telles que 

l'acide chlorhydrique, le PAF, la xanthine ou la xanthine oxydase (Berisha H. et coll., 1990). 

Dans le cadre de ces interactions existant entre le VIP et le système immunitaire, il faut 

également signaler des travaux relatant l'homologie de séquence entre l'enveloppe du virus du 

syndrome d'immunodéficience acquise (SIDA) et la partie N-terminale du peptide. Le virus du 

SIDA pénètre la surface de cellules lymphocytaires via un mécanisme d'absorption; plus 

précisément, une glycoprotéine externe du virus (GP120) semble capable de reconnaître un site 
. 

récepteur de la cellule immunitaire (Pert C.B. et coll., 1986). La caractérisation de la séquence 

peptidique indispensable à la reconnaissance montre qu'il s'agit d'une séquence riche en résidu 

thréonine dénommée peptide T (A-S-T-T-T-N-Y-T) (Pert C.B. et coll., 1986). Par ailleurs, le 



23 

récepteur membranaire impliqué a été localisé à la fois au niveau du cerveau, des macrophages 

et des lymphocytes T (récepteur CD4 ou T4) (Hill J.M. et coll., 1986). L'octapeptide seul 

semble être capable de prévenir l'infection de cellules T par le virus Vlli (Pert C.B. et coll., 

1986). L'homologie de séquence avec la partie Nt du VIP (A-V-F-T-D-N-Y-T) a suggéré que le 

neuropeptide pouvait être un ligand endogène du récepteur T4 (Sacerdote P. et coll., 1988). 

Ainsi, le VIP tout comme le "peptide T" induit le chimiotactisme de monocytes en culture (Ruff 

M.R. et coll., 1987). Des fragments de VIP ont également été testés sur ce même modèle :la 

séquence comprenant les acides aminés 1 à 12 possède une activité très proche de celle du VIP 

alors que le fragment 10 à 28 est très peu actif. Cet effet peut être inhibé par un anticorps 

antirécepteur T4 : OKT4, ce qui démontre l'importance du CD4 dans le mécanisme de 

chimiotactisme. L'anticorps n'est pas actif sur le chimiotactisme induit par un tout autre 

composé le FMLP. 

De nombreuses analogies ont pu être relevées entre des dysfonctionnements 

immunologiques liés au SIDA et certains effets connus du VIP sur le système immunitaire. En 

effet, chez les malades, les lymphocytes T deviennent beaucoup moins sensibles aux agents 

mitogènes comme la concanavaline A ou le PHA, le taux d'immunoglobulines produit par les 

lymphocytes B est fortement augmenté et on a également noté une diminution de l'activité des 

cellules "tueuses" induites par le virus (Lane M.C. et Fauci A.S., 1985). De façon similaire, 

des études ont montré que le VIP était capable d'inhiber la prolifération de lymphocytes T 

induite par le PHA (Stanisz A.M. et coll., 1986), d'augmenter la synthèse 

d'immunoglobulines IgG, IgM et lgA (Ottaway C.A. et Greenberg G.R., 1984) ou encore 

d'inhiber l'activité des cellules "tueuses" (Drew P.A. et Shearman J.C.,l985). 

I.C.2.2. VIP et différenciation neuronale. 

Le nombre important de tissus cible du VIP montre bien que le peptide se trouve localisé 

dans une grande quantité de neurones pouvant parcourir des distances plus ou moins longues 

(cf. Figure 7). On peut, de plus, observer de nombreuses synapses VIPergiques démontrant 

ainsi qu'une des cibles potentielles du peptide peut être une cellule nerveuse. 
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Le rôle des différents neuromédiateurs peptidiques, rapidement synthétisés dès les 

premiers jours de la vie de l'embryon et impliqués dans le développement du sytème nerveux 

central et périphérique, a fait l'objet de nombreuses recherches. 

Ces neuropeptides sont capables de réguler différents processus rieùronaux comme par 

exemple l'expression phénotypique, c'est-à-dire la croissance de neurites (Lipton S.A. et Kater 

S.B., 1989). En particulier, le VIP semble avoir un rôle physiologique important puisqu'il est 

capable de réguler d'une part la mitose de neuroblastes dans la lignée sympathique 

embryonnaire et d'autre part de moduler la croissance, le nombre et la complexité de neurites 

provenant d'un neuroblaste (Pincus D.W. et coll., 1990). D'autres neuropeptides apparentés au 

VIP tels que la sécrétine, le Pill ou le GRF ne montrent pas ce même potentiel à promouvoir à 

la fois la mitose et la différenciation des cellules neuronales. 

A l'échelle cellulaire, le VIP semble être un facteur de croissance pouvant agir selon un 

mécanisme autocrine. Ceci a été démontré sur une lignée cellulaire tumorale : le neuroblastome 

(Tumilowicz J.J. et coll., 1970). Différents travaux ont montré que des récepteurs spécifiques 

du VIP se trouvaient à la surface membranaire de cellules issues de cette affection cancéreuse 

(Muller J.M. et coll., 1989; Olasmara M. et coll., 1987; O'Dorisio M.S. et coll., 1992). Il 

s'agit d'une tumeur solide du système nerveux sympathique ayant pour origine la crête neurale 

et qui est la plus répandue en dehors du système nerveux central chez l'enfant de moins de cinq 

ans. Le même type de tumeur se retrouve chez la souris avec des propriétés tout à fait 

semblables à ce que l'on rencontre chez l'homme (Glaser T. et coll., 1983). On y trouve 

principalement des neuroblastes et des cellules gliales ou des cellules de Schwann qui dérivent 

d'une même lignée précurseur (Tumilowicz J.J. et coll., 1970; Glaser T. et coll., 1983). 

Certaines de ces lignées synthétisent elles-mêmes du VIP et la faible quantité produite peut être 

augmentée par la présence de différents agents comme la forskoline ou le dibutyryl-AMPc. Des 

modifications morphologiques, et notamment l'accroissement de neurites, peuvent être 

visualisées en présence de ces agents de différenciation. Une relation entre l'état de 

différenciation du neuroblastome et la quantité de VIP intracellulaire semble clairement établie 
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(Beinfeld et coll., 1988). Réciproquement, pour la lignée murine, Beinfeld et coll. ont réalisé 

des injections de cellules de neuroblastome dans des souris immunodéprimées (souris "nude"). 

Le développement rapide de ces cellules en tumeur solide a été corrélé avec l'absence de 

quantité détectable de VIP. En ce qui concerne la lignée humaine, la différenciation de ces 

cellules peut être observée sous l'action de l'acide rétinoïque, composé très étudié dans les 

processus de maturation de différents types cellulaires (Sidell N., 1982; Lacroix A. et Liggman 

M.E., 1980; Honma Y. et coll., 1980). Dans ce cas, aucune augmentation de synthèse de VIP 

intracellulaire n'a pu être observée. Par contre, une étude a montré sur cellules de 
.. 

neuroblastome un net accroissement de la quantité de récepteurs spécifiques du VIP à la surface 

membranaire de cellules différenciées par l'acide rétinoïque (Waschek J.A. et coll., 1989). La 

lignée murine de neuroblastome possède la particularité d'exprimer à sa surface membranaire 

des récepteurs capables de reconnaître à la fois le VIP et la sécrétine (Roth B.L. et coll., 1984). 

Ainsi, l'action combinée de la sécrétine et du dibutyryl-AMPc augmente très fortement la 

concentration en VIP extracellulaire. Un effet synergique identique peut être observé par 

Paction simultanée de la forskoline et de l'ascorbate (Brick P.L. et coll., 1985). Ceci s'explique 

par l'impact différent des deux molécules; la forskoline agissant via la voie AMPc sur 

l'augmentation de l'ARNm codant pour le VIP, l'ascorbate étant lié au mécanisme post­

traductionnel par son rôle de cofacteur dans le processus d'amidification du C-terminal du 

peptide. 

La physiopathologie du neuroblastome est encore assez peu connue actuellement; c'est 

pourquoi, le pronostic de guérison demeure en général peu favorable (D'Angie G.J., 1987). 

Néanmoins, des maturations spontanées ont été observées in vivo, mais le mécanisme reste 

actuellement encore inconnu. Des observations cliniques montrent une possible corrélation entre 

l'état de différenciation et la forte quantité sérique en VIP (Lacey S.R. et coll., 1989). Tout 

comme d'autres agents de différenciation cités précédemment (acide rétinoïque, forskoline et 

dbAMPc), le VIP est lui aussi capable de différencier des cellules de neuroblastome en culture 

(Pence J.C. et Shorter N.A., 1990). Des changements morphologiques observés ont été plus 

ou moins corrélés avec différents indicateurs de différenciation tels que la synthèse de différents 
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neurotransmetteurs (Abemayor E. et Sidell N., 1989), l'augmentation d'activité enzymatique 

comme l'acétyl cholinestérase (Sidell N. et Hom R., 1985), l'expression de protooncogènes 

(Thiele C.J. et coll., 1988) et la baisse de la tumorigénicité chez la souris "nude" (Abemayor E. 

et Sidell N., 1989). 

ll ressort de toutes ces études que le VIP joue sans doute un rôle essentiel dans la 

différenciation neuronale et ODorisio M.S. et ses collaborateurs (1992) ont émis l'hypothèse 

selon laquelle une dérégu1ation de la synthèse (mutations du gène, mauvaise expression) ou de 

l'activité du peptide (dégradation enzymatique excessive) pouvait être à l'origine d'un 

dysfonctionnement de la voie de prolifération et/ou de maturation des cellules nerveuses. 

I.C.2.3. Tractus respiratoire. 

Parmi les cibles du VIP, le système respiratoire semble être une des plus importantes. 

En effet, en ce qui concerne le poumon, la prédominance de fibres nerveuses contenant du VIP 

a été démontrée pour de nombreuses espèces animales et en particulier chez l'homme (Dey R.D. 

et coll., 1981). L'existence d'une innervation NANC a été très étudiée (Richardson J.B., 1981; 

Barnes P.J., 1986a). La faible densité de fibres appartenant à tout autre système neuronal chez 

l'homme a même été suggérée (Barnes P.J., 1987), alors que chez les autres espèces animales, 

l'effet NANC peut être remplacé par les systèmes sympathique et parasympathique (Barnes 

P.J., 1987; Richardson J.B., 1979). Chez l'homme, le VIP est le peptide le plus abondamment 

trouvé dans le poumon, la densité des terminaisons nerveuses diminuant avec le calibre des 

voies respiratoires (Barnes P.J., 1987); plus précisément les fibres nerveuses ont été localisées 

sur la surface épithéliale, autour des muscles lisses ainsi qu'autour des glandes de la sous­

muqueuse (Dey R.D. et coll., 1981). L'effet de la bronchodilatation résultant de la libération de 

médiateurs issus de la voie NANC a suscité de nombreuses recherches surtout depuis la mise 

en évidence d'un neuromédiateur non peptidique : l'oxyde nitrique NO· (Culotta E. et Koshland 

D.E., 1992). Cette molécule que l'on connaît depuis relativement longt~mps, a souvent été 

considérée comme néfaste pour l'organisme en raison de sa nature radicalaire. Actuellement, il 

est tout à fait clair que cette molécule participe à la modulation de la neurotransmission 



27 

cholinergique via la voie NANC chez différentes espèces animales (Belvisi M.G. et coll., 1992; 

Belvisi M.G. et coll., 1993; Fisher J.T. et coll., 1993). D'autres activités du No· sont 

également très étudiées parmi lesquelles on peut citer ses propriétés antibactériennes ou son 

action de neurotransmetteur du cortex cérébral (Culotta E. et Koshland D.E., 1992). Les 

relations entre No· et VIP ne sont pas encore tout à fait élucidées et selon l'espèce animale 

considérée des résultats différents ont été publiés (Belvisi M.G. et coll., 1992; Belvisi M.G. et 

coll., 1993). 

Des sites récepteurs spécifiques du VIP ont été mis en évidence dans le poumon 

(Robberecht P. et coll., 1981). Par des techniques précises d'autoradiographie et 

d'immunocytochimie, la distribution des récepteurs VIP a été observée sur le muscle lisse, 

l'épithélium et les glandes de la sous-muqueuse (Carstairs J.R. et Barnes P.J., 1986; Lazarus 

S.C. et coll., 1986) démontrant ainsi une très bonne corrélation entre la présence du peptide et 

l'existence de sites récepteurs à des endroits bien localisés des voies respiratoires. L'action du 

VIP sur la dilatation des bronches humaines isolées es~ cinquante à cent fois plus forte que celle 

de l'isoprotérénol mais elle diminue en fonction du rétrécissement du calibre des voies 

respiratoires alors que l'effet agoniste J3 adrénergique reste identique (Palmer J.B. et coll., 

1986a). Des études in vivo réalisées sur différentes espèces animales ont montré que le VIP 

avait un effet protecteur contre une bronchoconstricion provoquée par l'histamine ou par la 

prostaglandine PGF2a (Said S.I., 1982). Par contre, chez l'homme, l'inhalation de VIP n'a 

aucun effet de bronchodilatation et l'effet protecteur est très faible par rapport à celui de 

l'agoniste J3 (Barnes P.J. et Dixon C.M.S., 1984). Le VIP a été localisé dans des terminaisons 

nerveuses de fibres parasympathiques pulmonaires. Chez le bœuf, le VIP est colocalisé avec 

l'acétylcholine. n peut être libéré dans le cas de fortes sécrétions d'acétylcholine et ainsi réguler 

le tonus du muscle lisse bronchique (Palmer J.B. et coll., 1985). 

La stimulation de la sécrétion peut être induite par le VIP et particulièrement la sécrétion 

de mucus à partir des glandes de la sous-muqueuse. Ici encore, le peptide possède un potentiel 

de stimulation bien supérieur à l'isoprotérénol in vitro (Peatfield A.C. et coll., 1983). Des 

études ont rapporté que le peptide était capable d'augmenter le transport d'ions chlorure ainsi 

que les mouvements d'eau dans l'épithélium de trachée de chien (Nathanson I. et coll., 1983). 
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Cette activité de sécrétion semble particulièrement importante puisque le peptide pourrait être 

modulateur de la clairance mucociliaire. Cette hypothèse peut être transposée chez l'homme 

puisque des récepteurs VIP de forte affinité ont été localisés sur les cellules épithéliales de 

trachée (Lazarus s.e. et coll., 1986). Le rôle de l'épithélium est en fait très important dans le 

contrôle du tonus musculaire lisse bronchique. Des études ont montré que l'absence de couches 

épithéliales était susceptible d'augmenter la réactivité du muscle lisse bronchique en réponse à 

différents agonistes contracturant chez le chien (Flavahan N.A. et coll., 1985). Par un 

mécanisme encore actuellement assez mal connu, l'épithélium serait capable de sécréter un ou 

plusieurs facteurs relaxants (EpDRF: Epithelium Derivated Relaxing Factor) réduisant la 

sensibilité du muscle lisse de différentes espèces animales aux agents bronchocontracturants 

(Goldie R.G. et coll., 1986, Reaburn D. et coll., 1986). Ainsi, l'effet du VIP sur la sécrétion 

produite par les cellules épithéliales pourrait compléter son mode d'action direct sur le muscle 

lisse bronchique. TI faut d'ailleurs remarquer que tout comme pour le VIP, l'effet inhibiteur de 

l'épithélium bronchique décroît parallèlement à la réduction du diamètre des bronches (Stuart­

Smith K et Vanhoutte P.M., 1987). 

La troisième composante constituant l'activité du peptide au niveau des poumons 

concerne l'effet vasodilatateur du peptide. En fait, le VIP agit sur le muscle lisse avec un 

potentiel dix fois plus important au niveau des vaisseaux pulmonaires qu' au niveau des voies 

respiratoires (Lazarus S.C. et coll., 1986), ceci pouvant s'expliquer par la plus grande densité 

de récepteurs sur le muscle lisse des artères pulmonaires. Contrairement aux voies respiratoires 

où l'épithélium joue un rôle dans le phénomène de relaxation, l'endothélium pulmonaire ne 

semble pas posséder de récepteurs VIP spécifiques (Greenberg B. et coll., 1987), l'action du 

VIP se faisant de façon directe sur le muscle lisse vasculaire. 

D'un point de vue physiologique, le rôle du VIP ne peut pas être dissocié de la 

régulation induite par le système NANC. Le rôle du système NANC est primordial chez 

l'homme en raison du contrôle qu'il exerce sur de nombreux aspects de la fonction pulmonaire : 

tonus musculaire lisse, sécrétion de mucus, transport de fluide, perméabilité des vaisseaux 

sanguins, libération de différents médiateurs de l'inflammation (Nadel J.A. et Harnes P.J., 

1984). En fait, celui-ci peut être divisé en deux sous-systèmes: le système dit excitateur dont 
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les neuromédiateurs sont la substance P et les tachykinines et le système inhibiteur 

principalement représenté par le VIP et le PHM. Ainsi, dans des conditions "normales", un 

équilibre très précis fait interagir des neurones excitateurs (cholinergiques muscariniques et non 

cholinergiques) (Figure 8) et inhibiteurs (principalement non adrénergiques avec une faible 

composante J3 adrénergique) (Barnes P.J., 1986b) (Figure 9). Un dysfonctionnement de cette 

balance peut entraîner des conséquences dramatiques. 

Dans le cas de l'asthme, la faible densité voire l'absence de fibres nerveuses contenant 

du VIP a été rapportée chez différents patients (Ollenrenshaw S. et coll., 1989). Les auteurs 

concluent leurs observations en suggérant que le déficit en VIP peut être la cause de 

l'hyperréactivité des voies pulmonaires. Le second composant majeur de la voie NANC est lui 

aussi inhibé dans cette pathologie. Le mécanisme d'inhibition ferait intervenir d'autres radicaux 

oxygénés (02-·) libérés par les cellules de l'inflammation : mastocytes, eosinophiles, 

basophiles (Barnes P.J., 1992). Ainsi, dans le cas de l'asthme, la neuromodulation réalisée par 

le VIP et NO" serait inactivée notamment en ce qui concerne la bronchoconstriction du muscle 

lisse induite par l'acétylcholine. D'autres facteurs sont impliqués dans la pathologie 

asthmatique. En effet, on note une forte dégradation de la couche épithéliale sous l'action de 

médiateurs de l'inflammation (bradykinine) issus des mastocytes, des neutrophiles et des 

éosinophiles (Figure 10). 
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Figure 8. Innervation cholinergique des voies respiratoires. M · récepteurs 

muscariniques, d'après Barnes P.J., 1986b. 
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Figure 9. Déséquilibre observé dans la pathologie inflammatoire, d'après Barnes P.J. 
1986c. 
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Figure 10. Médiateurs de l'inflammation : (1) : levée de l'inhibition sympathique; 

(2) : stimulation de la libération de l'acétyl-choline; (3) : action positive directe ou indirecte sur 

les récepteurs muscatiniques (système de couplage), d'après Barnes P.J., 1986c). 
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Un mécanisme de réflexe axenique via la stimulation des fibres afférentes (fibres C 

stimulées par la bradykinine, les prostaglandines ou l'histamine ... ) a été suggéré par différents 

auteurs (Bames P.J., 1986c; Laitinen L.A. et coll., 1985). ll s'agit d'un réflexe cholinergique 

provoquant une bronchoconstriction mais surtout d'une activation des ganglions locaux qui 

stimulent à leur tour des fibres contenant différents neuropeptides, principalement la SP, les 
1 

neurokinines NKA, NKB et le CGRP (Fewtrell C.M.S. et coll., 1982) (Figure 11). La 

libération de ces neuromédiateurs excitateurs provoque d'une part une hypersécrétion de mucus 

à partir des glandes de la sous-muqueuse et d'autre part une extravasation plasmatique pouvant 

entraîner la formation d'oedème pulmonaire renforçant la réaction inflammatoire. 

ETAT NORMAL 

ETAT 
ASTHMATIQUE 

cellules de l'inflammation 

CONTRACI'ION 

Figure 11. Réflexe axenique, d'après Fewtrell C.M.S. et coll., 1982. 

Ses propriétés de bronchorelaxation (Palmer J.B. et coll., 1986b) et son action 

antiinflammatoire (Said S.l., 1989) font du VIP un excellent candidat pour une thérapie 

antiasthmatique. Néanmoins, des études ont clairement montré que le peptide inhalé ne produit 
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pas d'effet protecteur contre une hyperréactivité bronchique chez l'homme (Barnes P.J. et 

Dixon C.M.S., 1984). De plus, chez des patients asthmatiques, l'effet bronchodilatateur est 

très faible même en injection intraveineuse alors qu'un agoniste P chez les mêmes sujets 

provoque une bronchorelaxation (Morice A. et coll., 1983; Palmer J.B. et coll., 1986b). Pour 

des doses relativement élevées, l'effet bronchodilatateur du VIP peut être observé. L'injection 

intraveineuse de VIP à raison de 6pmol/kg/mn produit l'effet attendu mais provoque également 

des effets marqués sur le tonus du système cardiovasculaire tels que tachycardie, hypotension et 

sensation de chaleur accompagnée de rougeurs cutanées (Morice A. et coll., 1983; Palmer J.B. 

et coll., 1986b). Ces effets secondaires limitent donc la dose d'administration d'autant plus que 

le potentiel du VIP est plus important sur les cellules musculaires lisses des vaisseaux sanguins 

que sur les cellules musculaires lisses des voies respiratoires (Barnes P.J., 1987). La 

connaissance du processus physiologique normal et pathologique de dégradation du peptide 

peut apporter une autre explication au faible potentiel bronchodilatateur du VIP endogène ou 

exogène (Figure 12). En effet, des études ont pu mettre en évidence sur le tissu pulmonaire 

du cobaye et de l'homme, une modulation de l'activité du peptide par des inhibiteurs 

enzymatiques (Tarn E.K. et coll., 1990; Farmer S.G. et Togo J., 1990; Hachisu M. et coll., 

1991). Le système enzymatique responsable de la biodégradation du peptide n'a pas encore pu 

être identifié clairement. In vitro, sur un système isolé de poumon de cobaye, l'endopeptidase 

neutre (EC 3.4.24.11.) (NEP) et des protéases sécrétées par les mastocytes semblent être les 

enzymes qui amènent à une cinétique de dégradation du VIP la plus proche de celle induite par 

les activités protéolytiques dans des conditions physiologiques (Goetzl E.J. et coll., 1989; 

Caughey G.H. et coll., 1988). D'autre part, une étude récente sur organe perfusé chez le 

cobaye montre que l'activité bronchorelaxante du VIP est limitée par la NEP et par une autre 

enzyme dont le profil d'hydrolyse est de type "Sérine protéase" (Lilly C.M. et coll., 1993). 

Ainsi, la mobilisation de cellules impliquées dans des processus inflammatoires, principalement 

les mastocytes, conduit à une concentration excessive en enzymes sécrétées. Le faible potentiel 

du peptide peut donc s'expliquer en grande partie par une forte dégradation du VIP exogène. 



33 

Normal 

Figure 12. Processus de dégradation du VIP/PHM, d'après Barnes P.J., 1987. 

I.D. CONCLUSION 

L'implication du VIP dans de nombreuses activités régulatrices et la mise en évidence de 

différentes pathologies pour lesquelles un déficit en VIP semble jouer un rôle important, nous a 

conduit à rechercher des molécules susceptibles de mimer l'action du peptide. L'intérêt de telles 

molécules agonistes serait de remplacer le VIP par des structures capables de résister à la 

dégradation enzymatique et de servir de modèles en vue d'une simplification ultérieure. Ces 

molécules constitueraient donc à la fois un outil pharmacologique très intéressant qui nous 

permettrait de mieux comprendre la spécificité de réponse vis-à-vis des différentes cibles du 

VIP et un objectif thérapeutique non négligeable. Néanmoins, il est clair que des molécules 

· ·capables de mimer le VIP (peptide de 28 acides aminés) ne peuvent se concevoir que par une 

~émarche rationnelle pas-à-pas, c'est-à-dire en tentant de remplacer petit à petit des parties 
! 

peptidiques essentielles à l'activité du VIP. Par des techniques de synthèse chimique, nous 

nous sommes donc tout d'abord attachés à élaborer différentes structures pseudopeptidiques. 

Les modèles de différenciation cellulaire neuronale d'une part et de relaxation du muscle 

lisse des voies respiratoires d'autre part nous ont semblé être deux modèles pharmacologiques 

particulièrement importants. Notre premier objectif a été de mieux comprendre le modèle de 

neuroblastome et le modèle concernant les processus inflammatoires ainsi que les réponses de 

ces deux systèmes en présence de VIP. 
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II. MODELES PHARMACOLOGIQUES ETUDIES. 

II.A. LE NEUROBLASTOME. 

Les lignées de neuroblastome sont nombreuses; elles sont composées de populations 

cellulaires plus ou moins homogènes dont certaines synthétisent du VIP et expriment le 

récepteur VIP, suggérant un rôle autocrine du peptide (O'Dorisio M.S. et coll., 1992; Pence 

J.C. et Shorter N.A., 1993). Les lignées de neuroblastome humain constituent des modèles 

pharmacologiques qui ont permis d'étudier d'une part la biosynthèse et les mécanismes de 

régulation de l'expression du peptide (Gozes I., 1988), d'autre part les différents systèmes de 

transduction activés à la fois par le VIP (Müller J.M. et coll., 1989; Oettling G. et coll. 1990) et 

par d'autres peptides appartenant à la famille du VIP tel que le PACAP (Cauvin A. et coll., 

1990). Elles ont également permis de comprendre le rôle du VIP dans la survie et la 

différenciation de neuroblastes en culture (Pincus D.W. et coll., 1990). De nombreuses études 

ont tenté de corréler la différenciation morphologique de ces cellules (critère difficilement 

quantifiable) avec différentes activités pharmacologiques telles que l'activité de la 

transglutaminase de tissu (Melino G. et coll., 1988), celle de la choline acétyl transférase 

(Haussier M. et coll., 1983) ou encore l'expression de différents protooncogènes (c-src, mdr 1) 

(Matsunaga T. et coll., 1991; Bates S.E. et coll., 1989) ou oncogènes (N-myc, N-ras) 

(Matsunaga T. et coll., 1991). 

Nous avons retenu pour notre étude deux lignées de neuroblastome, les cellules SK-N­

SH et LA-N-2 qui nous ont semblé représentatives des différents types de lignées de 

neuroblastome comme nous le verrons ci-après. 

II.A.l. Lignées SK-N-SH et LA-N :caractéristiques générales. 

II.A.l.l. La lignée SK-N-SH. 

La lignée cellulaire SK-N-SH a été obtenue par Biedler J.L. et coll. (1973) avec trois 

autres lignées continues, à partir de seize prélévements biopsiques de moelle osseuse réalisés 

chez treize patients présentant un neuroblastome. Au sein de cette lignée, deux types cellulaires 
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ont été distingués selon des critères à la fois morphologiques et biochimiques (Ciccarone V. et 

coll., 1989; Thiele C.J. et coll., 1985; Abemayor E. et coll., 1989). Le type N prédomine; il est 

caractérisé par une population de petites cellules, denses aux électrons, avec un cytoplasme peu 

abondant et des prolongements courts (neurites) pouvant néanmoins atteindre des longueurs de 

l'ordre de 100 ~m ressemblant à un type neuronal. Le type dénommé S est une cellule plus 

grande et de type épithéloïde ou pseudogliale. Les cellules SK-N-SH présentent entre autres 

une activité dopamine hydroxylase élevée, enzyme issue du système sympathique et présente 

dans les cellules du type neuronal (N) (Biedler J.L. et coll., 1973). Cette lignée cellulaire est 

une exception parmi les différentes lignées de neuroblastome car elle ne présente pas de 

surexpression de l'oncogène N-myc. Dans les autres lignées de neuroblastome une diminution 

de la quantité de cette protéine a pu être corrélée avec la différenciation cellulaire induite par 

l'acide rétinoïque (Thiele C.J. et coll., 1985). La lignée SK-N-SH contient par contre un autre 

oncogène, N-ras, rencontré dans d'autres lignées comme la lignée cellulaire LA-N-5. Les 

différents types cellulaires de cette lignée ont été clonés en lignées cellulaires pures sur le plan 

phénotypique exprimant des propriétés électriques, morphologiques et enzymatiques identiques 

(Haffke S.C. et Seads N.W., 1975; Prasad K.N., 1975) mais aussi des différences internes 

notamment sur le plan morphologique (de type S ou de type N comme le sous clone 

SK-SY-5Y). 

II.A.l.2. La lignée LA-N. 

La lignée LA-N a été établie en 1977 par l'équipe de Seeger R.C .. Deux sous-clones ont 

été isolés à partir de la moelle osseuse et de la tumeur primaire de deux enfants au stade clinique 

type IV. Les cellules LA-N-1 et LA-N-2 ont été étudiées sur le plan morphologique et 

ultrastructural d'une part, sur le plan biochimique d'autre part. En plus des caractéristiques de 

cellules malignes, les deux types cellulaires possèdent des propriétés neurochimiques de 

tumeurs neuronales. Les cellules LA-N-1 possédent de multiples vésicules cytoplasmiques que 

l'on retrouve fréquemment dans les neurones du système nerveux sympathique. De plus, la 

lignée LA-N-1 exprime un marqueur adrénergique: la tyrosine hydroxylase. La lignée LA-N-2 

quant à elle synthétise de l'acétylcholine par l'intermédiaire de l'acétylcholine estérase. 
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La différenciation morphologique des deux types cellulaires induites par l'acide 

rétinoïque a été étudiée parallèlement aux activités enzymatiques caractéristiques de chaque 

lignée (Singh LN. et coll., 1990). La tyrosine hydroxylase contenue dans la lignée 

catécholaminergique LA-N -1 a une activité qui augmente lors du traitement par l'acide 

rétinoïque. Dans la lignée LA-N-2, l'activité acétylcholine transférase s'accroît au cours de la 

différenciation alors que l'activité acétylcholine estérase diminue fortement (73%) dans le même 

temps. 

A notre connaissance, peu d'études ont été réalisées sur la lignée LA-N en ce qui 

concerne la différenciation induite par le VIP. 

Nous avons choisi d'étudier la lignée cholinergique LA-N-2 car la culture in vitro ne 

nous a pas posé de problèmes alors que les cellules LA-N-1 sont beaucoup plus difficiles à 

cultiver. Les cellules SK-N-SH qui appartiennent au groupe des lignées catécholaminergiques 

ont permis de comparer les deux types de lignée cellulaire. 

II.A.2. Différenciation cellulaire et marqueurs biochimiques. 

Dès 1927, Cushing H. et Wollbach S.B. ont rapporté que les neuroblastomes étaient 

capables de se différencier spontanément en ganglioneurones bénins. Cette observation a 

suscité un certain intérêt et a amené de nombreux chercheurs à utiliser des lignées cellulaires de 

neuroblastomes comme modèles pour l'étude des processus généraux de différenciation 

cellulaire des tumeurs. Ainsi, la différenciation de cellules de neuroblastome a été étudiée sous 

l'action de différents agents tels que le facteur de croissance neuronal (NGF) sur le sous clone 

SK-SY-5Y de la lignée SK-N-SH d'une part (Perez-Polo J.R. et coll., 1982) et sur la lignée 

LA-N d'autre part (Pavelic K. et Spaventi S., 1987), l'acide rétinoïque (Pahlman S. et coll., 

1984; Pence J.C. et Shorter N.A., 1990), les esters de phorbol (Pahlman S., 1981; Pahlman 

S., 1984), les analogues de l'AMPc ou des agents activant l'adénylate cyclase ou inhibant la 

phosphodiestérase (Prasad K.N. et Kumar S., 1975; Lando M. et coll., 1989). 
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Il existe de nombreuses modifications intracellulaires pendant la différenciation cellulaire 

des cellules de neuroblastome. Par exemple, le traitement des cellules SK-N-SH par l'acide 

rétinoïque pendant 24 à 72 heures provoque une élévation de trois à vingt fois de l'expression 

de l' ARN messager de mdr 1 ("multidrug resistance gene") détecté dès la 6ème heure et 

exprimé exclusivement dans les cellules N (Bates S.E. et coll., 1989). Dans le sous-:-clone 

cellulaire SK-SY-5Y, une augmentation frappante de l'expression du récepteur VIP a été 

observée avec une potentialisation parallèle de la stimulation de l'adényl-cyclase par le VIP 

(Waschek J.A. et coll., 1989). Enfin, dans une lignée proche de la lignée SK-N-BE, une 

augmentation parallèle de l'expression de la transglutaminase de tissu avait pu être observée au 

cours de la différenciation cellulaire induite par l'acide rétinoïque (Melino G. et coll., 1988). 

Actuellement, les recherches tendent plutôt à montrer une relation étroite entre l'expression de 

cette enzyme et la mort cellulaire programmée (apoptose) (Piacentini M. et coll., 1991). En 

effet, la transglutaminase de tissu est impliquée dans la formation de structures constituées par 

des protéines liées de façon covalente par des ponts entre des résidus de lysine et de glutamine, 

structures caractéristiques des corps apoptotiques. 

En ce qui concerne la lignée LA-N, des études ont montré une corrélation entre 

l'élévation de l'AMPc intracellulaire et l'état de différenciation de la cellule estimé par une baisse 

de la prolifération cellulaire accompagnée d'une croissance des neurites (Lando M. et coll., 

1990). Le dibutyryl-AMPc, le 8-bromo AMPc, la toxine du choléra et la forskoline provoquent 

de tels effets. L'acide rétinoïque est capable également de différencier les cellules LA-N-1 et 

LA-N-5 mais sans augmenter la concentration intracellula~re d'AMPc (Haussier M. et coll., 

1983). L'effet combiné du dibutyrylAMPc et de l'acide rétinoïque montre un meilleur degré de 

différenciation que celui observé pour les deux agents utilisés séparément (Pence J.C. et 

Shorter N.A., 1990). Le VIP a également été testé en raison de sa capacité à augmenter l'AMPc 

intracellulaire. Les résultats ont mis en évidence une nette diminution de la prolifération 

cellulaire (baisse d'incorporation de thymidine tritiée), corrélée avec une différenciation 

morphologique tout à fait comparable à celle induite par l'acide rétinoïque (Pence J.C. et 

Shorter N .A., 1990). 
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Il faut enfin souligner plus particulièrement une activité enzymatique qui a beaucoup été 

étudiée dans le tissu neuronal (Brugge J.S. et coll., 1985). Cette protéine membranaire est le 

produit du protooncogène c-src appartenant à la famille des tyrosine kinases (Hunter T. et 

Sefton B., 1978). Bien que le rôle de cette protéine n'ait pas encore été bien élucidé, des taux 

importants ont été décelés dans des neurones différenciés ou en cours de différenciation 

(Brugge J.S. et coll., 1985). Par ailleurs, la stimulation de la phosphorylation de molécules de 

haut poids moléculaire induite par le VIP a été étudiée dans des cellules embryonnaires 

épithéliales de la rétine de poulet (Koh S.W.M., 1989). Ces premiers résultats ont été suivis 

d'une étude plus précise concernant le mécanisme de phosphorylation. Enfin, la mise en 

évidence d'une modulation de l'activité de SRC par le VIP a été corrélée avec une stimulation de 

la différenciation de l'épithélium de la rétine (Koh S.W.M. et Kane G.J., 1992). De plus, ces 

auteurs ont suggéré que cette stimulation constitue, en fait, une voie de transduction parallèle à 

la voie classique utilisant l'adénylate cyclase (Koh S.W.M., 1991; Koh S.W.M., 1992). Cette 

suggestion qu'un signal de transduction serait un système enzymatique à activité tyrosine kinase 

avait d'ailleurs déjà été énoncée pour différents couples peptide extracellulaire/protéine tyrosine 

kinase (TPK) tels que l'interleukine 2/LCK, IgE/L YN ou YES (pour revue: Bolen J.B., 1991; 

Cantley L.C. et coll., 1991). Afin de comprendre la stimulation de SRC par le VIP, il nous a 

semblé important de rappeler quelques informations sur la structure et le fonctionnement de la 

TPK. SRC est une protéine de 60 kD que l'on trouve de façon ubiquitaire dans l'organisme 

mais qui est surexprimée dans les neurones différenciés et les plaquettes sanguines. La structure 

de cette protéine composée d'environ 300 acides aminés s'organise en différents domaines 

distincts sur le plan fonctionnel (Figure 13) : 

- Un domaine N-terminal spécifique de chaque TPK contient une glycine terminale 

myristylée qui permet l'association de la molécule à la membrane. 

-Un domaine catalytique (ou domaine SHl pour "SRC homology domain") comprend 

un site de fixation de l'ATP et un site de phosphorylation. L'association des TPK avec le 

récepteur membranaire pourrait se faire directement par l'intermédiaire du segment N-terminal 
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de ce domaine. Cela a en effet été montré pour l'association de la p56lck et le récepteur de 

· l'interleukine 2 (Hatakeyama M. et coll., 1991). 

-Un domaine régulateur en C-terminal possédant un site de phosphorylation. 

- Deux domaines sont également conservés : SH2 et SH3. Le domaine SH2 est retrouvé 

dans toutes les TPK de la famille de SRC. Ce domaine a sans doute un rôle régulateur 

important puisqu'il confère aux protéines la capacité de se fixer sur les phosphotyrosines 

(Matsuda M. et coll., 1990). Cette séquence SH2 permettrait l'interaction entre le TPK et son 

substrat. La fonction des domaines SH3 est peu claire. Ils pourraient être impliqués dans 

l'interaction avec le cytosquelette. 
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Figure 13. Domaines des TPK. Les sites représentés sont ceux de pp60c-src, d'après 

Bolen J.B., 1991. 

Des études ont montré que la protéine SRC tout comme les autres TPK était capable de 

s'autophosphoryler sur une tyrosine du site catalytique (Tyr-416). La phosphorylation de ce site 

est corrélée avec la capacité à phosphoryler un substrat exogène (Golden A. et Brugge J.S., 

1988). Le domaine régulateur possède également une tyrosine (Tyr527) qui, lorsqu'elle est 

phosphorylée, exerce une action inhibitrice de l'activité kinase (Amrein K.E. et Sefton B.M., 

1988). Ainsi l'activité kinase est régulée par le degré de phosphorylation de deux résidus Tyr 

importants (Figure 14) .• 
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Figure 14. Modèle d'activation des TPK, d'après Bolen J.B., 1991. 
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L'enzyme responsable de la phosphorylation du résidu Tyr en 

C-terminal (inhibiteur de l'activité) a été tout récemment identifiée, il s'agit de la CSK (kinase 

cellulaire : "cellular SRC kinase"). D'autres sites phosphorylés sont importants pour la 

régulation de ces kinases : le pp6Qc-src possède des sites de phosphorylation pour la PKC et la 

PKA (Ser12 et Ser17 respectivement). Les cibles de pp6oc-src ne semblent pas avoir toutes été 

élucidées. On peut néanmoins signaler l'homologue viral du protooncogène (pp6Qc-src) qui 

phosphoryle une protéine à activité GTPasique (GAP: ras-GTPase activating protein) (Cantley 

L.C. et coll., 1991). Récemment, une étude a permis d'identifier et de caractériser un substrat 

de pp6Qc-src dans des cellules embryonnaires (Wu H. et coll., 1991). La détermination de la 

structure des deux protéines cibles de 80 et 85 kD (p80/85) et leur colocalisation dans des fibres 

d'actine suggèrent que ces molécules sont associées avec des composants du cytosquelette et 

contribuent à l'organisation structurale de la cellule. 

L'implication démontrée du VIP dans la différenciation cellulaire et à la fois dans la 

modulation de l'adénylate cyclase, de pp6oc-src et des protéines associées aux microtubules 

(MAP) (Koh S.W.M., 1989) nous a donc orienté dans le choix des paramètres majeurs à suivre 

dans le cadre de notre étude. Les critères de différenciation suivants : morphologie cellulaire, 

induction de la transglutaminase de tissu et inhibition de l'incorporation de thymidine tritiée, 

nous ont permis d'évaluer le potentiel de différenciation du VIP par rapport à l'acide rétinoïque. 

Des mesures d'AMPc et d'activité TPK (pp6QC-src) ont constitué nos marqueurs quantitatifs des 

effets intracellulaires induits par le peptide. 

II.A.3. Résultats personnels sur l'effet de différenciation induit par le VIP. 

Les travaux qui sont exposés tout au long de ce manuscrit ont été détaillés d'un point de 

vue technique dans une partie expérimentale afin d'alléger le compte-rendu de nos résultats. 

Pour chaque paragraphe de résultats personnels, un numéro de page indiquera l'endroit où le 

lecteur pourra trouver les détails expérimentaux. 
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II.A.3.1. Différenciation morphologique (voir p.137 ) 

La différenciation morphologique des cellules SK-N-SH et du sous-clone LA-N-2 a été 

observée après des incubations de 48 heures. L'extension des neurites (prolongements dont la 

taille est supérieure à deux fois celle du corps cellulaire) a été mise en évidence après traitement 

par l'acide rétinoïque, le dibutyrylAMPc ou le VIP (Figure 15). L'action combinée de 

l'AR/VIP ou AR/dbAMPc montre d'un point de vue morphologique une nette augmentation de 

l'état de différenciation cellulaire avec la formation d'un réseau neuronal. 

II.A.3.2. Expression de la transglutaminase de tissu (SK-N-SH) et 

incorporation de thymidine tritiée (LA-N-2). 

#Expression de la transglutaminase de tissu. (voir p. 137) 

L'activité de la transglutaminase de tissu a été mesurée dans les cellules SK-N-SH 

(Goossens J.F. et coll., 1993). L'induction de l'enzyme par l'acide rétinoïque avait déjà été 

signalée dans une autre lignée cellulaire de neuroblastome, la lignée SK-N-BE (Melino G. et 

coll., 1988; Piacentini M. et coll., 1991). Le taux de base de l'activité de la transglutaminase 

(TG) de tissu est relativement élevé dans la lignée SK-N-SH par rapport à d'autres lignées telles 

que les lignées lll...-60 (cellules de leucémie aiguë myéloblastique et promyélocytaire humaine), 

HEL (cellules d'érythroleucémie humaine). Nous avons pu mettre en évidence que 

contrairement au dbAMPc et à l'acide rétinoïque, le VIP seul ne semble pas induire une 

augmentation de l'activité transglutaminase basale. Par contre, à la fois le dbAMPc et le VIP 

sont capables de potentialiser l'activité TG induite par l'acide rétinoïque (Figure 16). 
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Figure 15B. Observation morphologique des cellules de neuroblastome LA-N-2 par 

m1croscop1e en contraste de phase (grossissement 400). (a), cellules témoins, ou après 

traitement par (b), VIP 111-M; (c), AR 111-M ou (d), dbAMPc lmM. 
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Figure 16. Induction de l'activité transglutaminase dans les cellules SK-N-SH. 

Potentialisation de l'effet de l'acide rétinoïque par le VIP ou le dbAMPc (*, p<0,05; n=5). 

Cette synergie d'effet entre l'acide rétinoïque et un agent capable d'augmenter la 

concentration intracellulaire d'AMPc est à comparer avec l'observation morphologique. En 

effet, la différenciation morphologique des cellules SK-N-SH a été observée avec le VIP seul 

sans provoquer de modification de l'activité TG suggérant ainsi que l'activité de l'enzyme ne 

peut être, dans tous les cas, corrélée à un état de différenciation cellulaire. Ceci rejoint les 

résultats rapportés par Piacentini M. et coll. (1991) sur les sous-populations de la lignée SK-N-

SH. En effet, la transglutaminase de tissu a été mise en évidence dans les cellules S (cellules 

gliales ou cellules de Schwann) mais non dans les cellules N (cellules neuroblastiques), alors 

que seul le type N présente une différenciation morphologique par accroissement des neurites. 
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#Incorporation de thymidine tritiée. (voir p. 139) 

La croissance des cellules LA-N-2 a été suivie en présence de concentrations croissantes d'acide 

rétinoïque ou de VIP afin de mesurer l'incorporation de thymidine tritiée. Les résultats obtenus 

permettent de montrer que, tout comme l'acide rétinoïque (agent de différenciation de 

référence), le VIP est capable d'inhiber l'incorporation de thymidine tritiée de façon dose 

dépendante (Figure 17). En raison de la faible cytotoxicité de l'acide rétinoïque ou du VIP 

(concen_trations inférieures à 1~), ces résultats suggèrent une inhibition de la synthèse d'ADN 

indiquant ainsi un arrêt de la prolifération cellulaire. 
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Figure 17. Incorporation de thymidine tritiée (n=4). 
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II.A.3.3. Systèmes de transduction activés par le VIP. 

La transmission du message peptidique qui se traduit par l'interaction VIP-récepteur­

protéine G est très souvent la cause d'une activation d'adénylate cyclase. Néanmoins, dans le 

cas du neuroblastome, il nous a semblé intéressant d'étudier également les effets du VIP sur 

l'activité tyrosine kinase (pp6QSrC) qui pourrait être considérée comme une voie de transduction 

potentielle. 

ll.A.3.3.1. Mesure de la concentration intracellulaire en AMPc (voir 

p,]4J). 

Ces expériences ont été réalisées sur les deux lignées cellulaires de neuroblastome. Tout 

d'abord, nous avons mis au point un dosage de l'AMPc intracellulaire par chromatographie 

liquide haute performance (CLHP) associée à une détection par fluorescence (Goossens J.F. et 

coll., 1993). Les cellules à confluence sont placées dans un milieu dépourvu de sérum et 

supplémenté par 1% de sérum albumine bovine. La présence d'un inhibiteur de 

phosphodiestérases est nécessaire afin d'empêcher la dégradation de l'AMPc intracellulaire 

formé lors de l'incubation. Après extraction, l'AMPc est dérivé par le chloroacétaldéhyde afin 

d'obtenir un composé doué d'une propriété de fluorescence. Une courbe d'étalonnage réalisée à 

l'aide de quantité d'AMPc connue, nous a permis de déduire les concentrations intracellulaires 

des différents échantillons. Cette méthode analytique a été comparée à la méthode utilisant la 

technique radioimmunologique courante. Les résultats comparatifs sont tout à fait satisfaisants 

en ce qui concerne la sensibilité et la spécificité de la méthode. 

Nous avons mesuré le taux d'AMPc intracellulaire sous l'effet de concentrations 

croissantes en VIP. La stimulation de l'adénylate cyclase observée de façon indirecte est 

dépendante de la concentration en peptide. La Figure 18 montre que l'augmentation de la 

quantité d'AMPc intracellulaire n'est observable que pour des concentrations supérieures à 

I0-9 M dans le cas des cellules SK-N-SH alors qu'il faut une concentration dix fois supérieure 

dans le cas des cellules LA-N-2. Les valeurs de EC50 sont respectivement de l.IQ-8 Met 

8.10-8 M pour les cellules SK-N-SH et LA-N-2. L'analyse de ces courbes dose-réponse met en 
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évidence dans les deux lignées cellulaires un même effet vis-à-vis des fortes concentrations en 

peptide. En effet, dans les deux cas une diminution de la production d'AMPc s'observe pour 

des concentrations supérieures à 1Q-6M. Ce phénomène de saturation puis de diminution de la 

réponse pourrait suggérer une désensibilisation du récepteur VIP. 

Sur la lignée LA-N-2, nous avons pu montrer que la production d'AMPc intracellulaire 

induite par le VIP est dépendante de la présence de GTP dans le milieu. Ces résultats présentés 

sur la Figurel9 montrent l'influence du système de couplage (protéine G) sur l'efficacité de 

l'adénylate cyclase. Le GTP agirait ainsi comme un cofacteur capable de moduler positivement 

l'interaction entre la sous-unité Us de la protéine G et l'enzyme. 
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Figure 18. Production d'AMPc par les cellules SK-N-SH et LA-N-2 en fonction de la 

concentration en VIP (n=5). 
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Figure 19. Effet du GTP sur la production d'AMPc induite par le VIP sur les cellules 

LA-N-2. 

II.A.3.3.2. Modulation de l'activité TPK .· rzp6Qc-src. (voir p. 143) 

Cette partie du travail nous a permis tout d'abord de mettre en évidence la présence de 

pp6oc-src dans les deux lignées cellulaires de neuroblastome (Goossens J.F., 1991). La lignée 

SK-N-SH tout comme la lignée LA-N-2 expriment des quantités détectables de protéine 

pp60c-src. A l'aide d'un anticorps dirigé spécifiquement contre la protéine (anti-pp60c-src), nous 

avons pu mettre en évidence une bande protéique dont la position électrophorétique relative a pu 

être mesurée à l'aide de marqueurs de taille (Figure 20). Nous avons ainsi obtenu des valeurs 

précises de 57,74 et de 58,03 kD pour la TPK révélée respectivement dans le cytosol des SK­

N-SH et des LA-N-2. L'incubation des cellules de neuroblastomes avec le VIP (10-6 M) ou le 

dbAMPc (l0-3 M) a montré de façon significative une augmentation de la quantité de protéines 

pp6oc-src. Dans les deux lignées, nous observons la même stimulation de l'expression du taux 

de pp6oc-src parallèlement à une différenciation morphologique dans les mêmes conditions 

expérimentales (cf§ II.A.3.1. Différenciation morphologique). 
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Figure 20. "Immunoblotting" de pp6oc-src sur le cytosol préparé à partir des cellules 

SK-N-SH et LA-N2. 
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Deux remarques peuvent être faites et commentées. 

(i). La présence de pp6oc-src n'a pu être détectée que dans le cytosol des deux types 

cellulaires et non dans la fraction membranaire. Bien que pp6oc-src soit une protéine 

juxtamembranaire (attachement à la membrane par sa partie myristylée), il n'est pas surprenant 

de le retrouver dans la fraction cytoplasmique en raison des conditions de lyse des cellules. Les 

détergents utilisés sont en général trop agressifs et ne permettent pas de conserver la partie 

N-terminale de la protéine (partie myristylée), l'activité kinase n'étant pas altérée. Néanmoins, il 

existe des détergents permettant l'extraction de la protéine entière (Levinson A.D. et coll., 

1981) que nous pourrions utiliser par la suite. 

(ii). La position électrophorétique apparente de la bande immunodétectée ne se trouve 

pas à 60 kD. Cette constatation se conçoit très bien en raison du clivage N-terminal de la 

protéine. Nous avons pu révéler une autre bande mineure dans le cas des protéines cytosoliques 

des SK-N-SH. La position électrophorétique de celle-ci se situe à 52,71 kD. De nombreux 

auteurs ont en effet rapporté la présence d'une bande mineure qui résulte d'un second clivage de 

pp60c-src qui peut être phosphorylée in vitro (Koh S.W.M.,l991; Levinson A.D. et coll., 

1981 ). 

Dans un second temps, la stimulation de la phosphorylation de pp6QC-src par le VIP a pu 

être étudiée par incubation des fractions cytosoliques en présence d'ATP[y32P]. Les résultats 

présentés sur les Figures 21 et 22 permettent de noter différentes remarques sur chaque 

lignée cellulaire. 

# Li~née SK-N-SH. 

La lignée SK-N-SH a été incubée par des concentrations croissantes en VIP (10-7M et 

1 o-6M). Les résultats présentés montrent que le VIP est capable de phosphoryler de 

nombreuses protéines intracellulaires. Nous avons pu analyser leur poids moléculaires 

apparents respectifs ainsi que leurs degrés de phosphorylation relatifs (analyse de la densité) par 

l'utilisation d'un logiciel de traitement d'image. La Figure 21 permet de dénombrer onze 

protéines phosphorylées dont les poids moléculaires (PM) sont les suivants : 130, 115, 103, 
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88, 80, 58, 54, 47, 39, 31, 21kD. La stimulation par le VIP induit la phosphorylation 

spécifique de deux protéines de PM 130 et 47kD. La comparaison avec la stimulation induite 

par le dbAMPc montre un profil identique à celui du VIP avec néanmoins une phosphorylation 

plus importante de la protéine de PM 31kD. La phosphorylation de la protéine située à 58kD ne 

semble pas augmenter mais on peut néanmoins noter sa présence qui correspond exactement à 

la protéine révélée par un anti-pp6oc-src. Un antagoniste commercialisé du VIP: le [pDC1Phe6, 

Leu 17]-VIP a été incubé avec le peptide pendant les 48 heures de traitement. La Figure 21 

montre clairement que parallèlement à l'augmentation de la quantité d'antagoniste dans le milieu 

d'incubation, les effets du VIP sur la phosphorylation cellulaire sont inhibés. Les protéines de 

PM 130 et 47kD ont des intensités beaucoup plus faibles. 

# Li~née LA-N-2. 

Le traitement des cellules LA-N-2 par le VIP ou le dbAMPc a été réalisé dans des 

conditions identiques à celles utilisées pour les SK-N-SH. Le VIP est capable de stimuler la 

phosphorylation de onze protéines dans la fraction cytosolique (Figure 22). Les PM sont les 

suivants : 128, 117, 96, 94, 89, 73, 58, 49, 42, 35, 29kD. Dans ce profil, nous avons repéré 

la présence de deux protéines de PM 128 et 42kD qui ont des intensités de phosphorylation 

augmentées par rapport aux protéines de cellules témoins. 

La phosphorylation des protéines induite par le dbAMPc n'est pas très différente de celle 

observée pour le VIP. Néanmoins, l'intensité relative du marquage n'est pas aussi importante 

que pour l'induction réalisée par le neuropeptide. 

Les deux lignées cellulaires de neuroblastome ont des comportements tout à fait voisins 

vis-à-vis du VIP. Nous avons pu constater une augmentation de la quantité de pp60c-src 

corrélée avec une stimulation de la phosphorylation de certaines protéines cytosoliques. Le 

dbAMPc qui n'augmente pas de façon quantitative la TPK induit des effets proches du VIP via 

la voie de la PKA. Ces résultats suggèrent donc que le VIP est capable de stimuler la 

phosphorylation cellulaire par l'induction probable de différents systèmes enzymatiques. La 

stimulation spécifique sur ce modèle cellulaire de l'activité pp60c-src semble tout à fait corrélée 

avec l'état de différenciation des cellules de neuroblastome. 
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Figure 21. Phosphorylation des protéines cytosoliques dans les cellules SK-N-SH. 
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Figure 22. Phosphorylation des protéines cytosoliques dans les cellules LA-N-2. 
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II.B. LE MUSCLE LISSE DE TRACHEE DE COBAYE. 

II.B.l. Rôles respectifs des cellules épithéliales et des cellules musculaires lisses. 

Le tonus des muscles lisses est bien évidemment sous la dépendance des cellules 

musculaires qui répondent à des stimulis tels que les neuromédiateurs, mais il faut également 

tenir compte du rôle de l'épithélium qui n'est pas une composante négligeable. 

L'épithélium des voies aériennes pulmonaires est un épithélium pseudopavimenteux, 

composé d'au moins huit types cellulaires (Figure 23), dont la répartition est évolutive tout au 

long de l'arbre trachéo-bronchique (Tschirhart E. et Bertrand C., 1988). 
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Figure 23. Représentation schématique de la couche cellulaire épithéliale humaine dans 

les bronches principales, d'après Tschirhart E. et Bertrand C., 1988. 

Des jonctions serrées ("tight-junctions") assurent la cohésion ainsi que la relative 

étanchéité de la couche cellulaire aux agents chimiques et physiques de l'environnement. Des 

études récentes au niveau de l'arbre trachéo-bronchique ont pu montrer que l'épithélium des 

voies aériennes pulmonaires pouvait également moduler directement le tonus du muscle lisse, 

bronchique ou trachéal sous-jacent. En effet, les premières observations in vitro montrent que 

l'absence de la couche épithéliale est susceptible d'augmenter la réactivité du muscle lisse 

bronchique à différents agonistes contracturants au niveau de la bronche du chien (Flavahan 
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N.A. et coll.,1985). L'ensemble des résultats obtenus avec ces préparations intactes ou 

dépourvues d'épithélium suggère que les cellules épithéliales pourraient sécréter un (ou 

plusieurs) facteur(s) relaxant(s) : EpDRF ("Epithelium-Derivated Relaxing Factor") 

susceptible(s) de réduire la sensibilité du muscle lisse à des agents bronchocontracturants. Ceci 

a pu être mis en évidence chez. différentes espèces animales comme le lapin (Butler G.B. et 

coll., 1987), le rat (Frossart N. et Muller F., 1986), le cobaye (Goldie R.G. et coll., 1986) et 

chez l'homme (Raeburn D. et coll., 1986). La nature du facteur relaxant épithélial n'est pas 

clairement connue. Il pourrait agir par une voie de régulation locale (paracrine) du tonus 

musculaire lisse et comprendre plusieurs composantes variant suivant les espèces. Différentes 

études ont pu montrer que, chez le cobaye et le chien, certains effets de la suppression de 

l'épithélium bronchique peuvent être reproduits par l'indométhacine, un inhibiteur sélectif de la 

cyclooxygénase. Les prostaglandines (spécialement la PGE2) interviendraient donc sur la 

synthèse, le mode d'action, ou seraient un constituant du facteur relaxant épithélial (Tschirhart 

E. et coll., 1987; Butler G.B. et coll., 1987; Braunstein G. et coll., 1988). On sait toutefois 

que la PGE2 agit en inhibant la libération de neuromédiateurs du nerf vague, mais également par 

un effet direct sur le muscle lisse (Walters E.H. et coll., 1984). 

Par ailleurs, les cellules épithéliales de trachée de chien produisent des leucotriènes B4 

(LTB4) et certains HETEs (produits de la 5-lipoxygénase). Les cellules épithéliales de trachée 

humaine produisent plutôt du 15-HETE (produit de la 15-lipoxygénase) et du 8-15 HETE 

(Hunter J.A. et coll., 1985). Les 15-HETEs peuvent être convertis en lipoxines (lipoxine A par 

exemple) capables de provoquer la contraction du muscle bronchique (Dahlen S.E. et coll., 
1 

' 
1987). Ainsi l'épithélium peut également être la source de facteurs contracturants, dérivés de 

l'acide arachidonique. Aussi, par sa capacité de synthèse de substances contracturantes et 

relaxantes néoformées, dérivées de l'acide arachidonique, l'épithélium pourrait exercer un 

contrôle bidirectionnel sur le tonus du muscle lisse. 



57 

II.B.2. Résultats personnels. 

Notre approche du modèle a été double comme dans le cas du neuroblastome: 

(i) Observation de la relaxation du muscle lisse de trachée : réponse globale de l'organe 

isolé à l'ajout de VIP. 

(ii) Suivi du principal système de transduction du VIP : mesure de l'AMPc intracellulaire 

produit par les cellules épithéliales. 

#Relaxation du muscle lisse de trachée. Modulation par l'épithélium. (voir p. 140) 

L'étude de la relaxation d'anneaux de trachée de cobaye a permis tout d'abord de mettre 

en évidence une bronchorelaxation induite par le VIP, que la trachée soit précontractée ou non 

par la carbamylcholine, contrairement à ce qui a pu être rapporté sur d'autres modèles (Webber 

S.E. et Widdicombe J.G., 1987; Tschirhart E. et coll., 1987). Ces auteurs montrent, chez le 

furet, qu'une contraction du muscle lisse de trachée induite par la méthacholine ou la 

phényléphrine peut être réduite par le VIP. La Figure 24 montre une relaxation dose 

dépendante induite par le VIP. La concentration produisant 50% de la réponse maximale du 

muscle lisse de trachée (ECso) est de 16,25 ± 5,35 nM (Goossens J.F., 1990). Une seconde 

série d'expériences a montré l'importance de l'épithélium trachéal. L'abrasion légère de la 

surface luminale d'un fragment de trachée suffit à supprimer les cellules épithéliales sans que le 

tissu sous-jacent ne soit altéré. Ainsi, il est possible d'étudier, in vitro, sur des fragments de 

voies aériennes, le rôle modulateur de l'épithélium trachéal et bronchique. Nos résultats 

montrent de façon significative une courbe dose-réponse déplacée vers la gauche avec une 

valeur de ECso égale à 3,83 ± 1,05 nM. Ceci se traduit par la nécessité d'augmenter les doses 

de peptide pour obtenir les mêmes effets qu'au niveau des fragments de trachée dépourvus 

d'épithélium sans qu'il y ait de modifications de la réponse maximale à l'agoniste (l0-6 M). 
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Figure 24. Courbes de relaxation du muscle lisse en présence (D) ou en absence (+) 

d'épithélium sur trachée de cobaye précontractée par la carbamylcholine 1 0-7M (*, p<0,02; 

**, p<O,Ol; n=8). 

#Mesure de l'AMPc intracellulaire. (voir p. 141) 

La production d'AMPc intracellulaire a été étudiée sur les cellules épithéliales de trachée 

en culture primaire. Les conditions expérimentales sont identiques à celles utilisées sur le 

modèle du neuroblastome (Figure 25). L'analyse des résultats montre tout d'abord que 

contrairement aux lignées cancéreuses, le taux d'AMPc basal est relativement important 

puisqu'on détecte 5,10 ± 0,20 pmol/cm2 alors qu'il n'est que de 0,02 ± 0,001 pmol/cm2 pour 

les cellules LA-N-2. Ensuite, l'au&mentation de la quantité d'AMPc est dépendante de la 

concentration en VIP présent dans le milieu d'incubation. La valeur de ECso (concentration 

correspondant à 50% de la production maximale d'AMPc) est de 2,90 ± 0,52 nM. De la même 
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façon que pour les cellules de neuroblastome, les expériences répétées montrent une 

désensibilisation du récepteur pour des valeurs supérieures à 0,30 JlM. 
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Figure 25. Production d'AMPc dans les cellules épithéliales en fonction de la 

concentration en VIP (n=3). 
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III. APPROCHE MOLECULAIRE : LIGAND-RECEPTEUR. 

Les deux modèles pharmacologiques retenus nous ont donc servi de point de départ 

pour une étude plus approfondie focalisée sur une approche moléculaire intéressant d'une part 

le ligand et ses sites de liaison et d'autre part les systèmes de transduction potentiels, 

spécifiques ou non de la réponse cellulaire. 

III.A. LIGAND : VASOACTIVE INTESTINAL PEPTIDE. 

III.A.l.Analyse conformationnelle : revue bibliographigue. 

La conformation adoptée par les polypeptides est responsable à la fois de la haute 

spécificité pour leurs récepteurs respectifs et de l'expression de leur activité biologique. Ainsi, 

l'analyse conformationnelle et l'étude des relations structure-activité sont toutes deux des 

méthodes indispensables pour tenter de corréler l'activité biologique et la structure 

tridimensionnelle des molécules. Des expériences classiques de dénaturation/renaturation des 

peptides (Anfinsen C.B. et coll., 1961; Wetlaufer D.B. et Ristow S., 1973) ont montré que 

pour la plupart de ces molécules, l'information requise pour produire la structure finale se 

trouve contenue en totalité dans la séquence en acides aminés. Il est donc possible, à partir 

d'une analyse théorique de la structure primaire d'un peptide, d'évaluer le potentiel structural de 

chaque segment peptidique et de prédire l'arrangement spatial de toute la molécule. Parmi les 

algorithmes permettant d'évaluer de façon empirique la structure secondaire d'un peptide, la 

méthode de Chou et Fasman (1978) a été la plus utilisée en raison de sa facilité d'emploi et des 

résultats satisfaisants obtenus sur différentes molécules testées. 

Parallèlement, des études spectroscopiques utilisant les techniques de dichroïsme 

circulaire et de résonance magnétique nucléaire (RMN) à haute résolution peuvent apporter une 

grande quantité d'information sur la structure secondaire des peptides. Le dichroïsme circulaire 

est particulièrement utilisé afin d'estimer la présence éventuelle de structure en hélice. La RMN 

à haute résolution demeure quant à elle la technique indispensable pour l'étude 
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conformationnelle de peptides en solution. En effet, des interactions précises entre différents 

groupements fonctionnels des acides aminés peuvent ainsi être visualisées. 

III.A.1.1. Prédictions conformationnelles. 

Le calcul des probabilités concernant différentes parties du VIP, réalisé en utilisant les 

paramètres de Chou et Fasman, a permis de définir au sein du peptide deux régions ordonnées. 

L'une N-terminale, posséderait deux coudes B composés des segments 1-4 et 7-10 de la 

molécule, l'autre C-terminale (segment 14-28) serait plutôt dans une conformation hélicoïdale 

(Fournier A. et coll., 1988). 

III.A.1.2. Dichroïsme circulaire. 

Les études spectroscopiques par dichroïsme circulaire (DC) ont été réalisées sur 

différents fragments N-terminaux etC-terminaux. Contrairement à d'autres peptides linéaires, 

ces molécules n'adoptent pas de structure définie en solution aqueuse (Roques B.P. et coll., 

1980). L'addition d'un solvant organique miscible à l'eau : le 1,1, 1 ,3,3,3-hexafluoro-2-

propanol (HFIP) permet d'observer une structure ordonnée pour ces différents fragments 

peptidiques. Les études réalisées par DC sur les fragments peptidiques du VIP et sur la 

molécule entière permettent de dégager certains points conformationnels importants. La 

présence d'une structure hélicoïdale a été détectée pour l'octacosapeptide mais également pour 

des fragments C-terminaux (14-28 : segment minimal pour obtenir un spectre caractéristique 

d'une hélice) (Fournier A. et coll., 1988; Bodanszky M. et coll., 1974; Fry D.C. et coll., 

1989). 

Des études comparatives entre le VIP et le fragment 2-28 suggèrent l'importance d'Hisl 

dans la conformation globale de la molécule. En effet, la propension à former une hélice est 

significativement plus importante pour le segment 2-28 que pour la molécule entière. Cette 

observation conforte l'hypothèse selon laquelle Hisl influencerait fortement la formation d'un 

ou de plusieurs coudes 13 potentiels situés en N-terminal. Ainsi, dans le peptide 2-28 la structure 

en hélice serait plus étendue (Fournier A. et coll., 1988). 
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L'influence du pH a été évaluée sur le peptide entier. Aucun effet sur la modification de 

la structure secondaire du VIP n'a pu être constaté pour une échelle de pH comprise entre 2,8 et 

11,7 dans un mélange HFIP/H20 (40/60; VN) (Fournier A. et coll., 1988). Par contre, dans 

un mélange MeOH!H20 (50/50; V N), une faible augmentation du pourcentage en hélice a été 

observée parallèlement à une élévation de la valeur du pH (pH 4 à 6) (Fry D.C. et coll., 1989). 

III.A.l.3. Résonance Magnétique Nucléaire. 

Des études de RMN à haute résolution, à une dimension et à deux dimensions, ont été 

reportées dans la littérature. Tout d'abord, Fournier A. et coll.(1988) ont souligné l'importance 

de l'histidine en position 1. En effet, dans leur conclusion, les auteurs proposent une interaction 

probable entre le noyau imidazole et la tyrosine en position 10 (groupement phénolique) 

signifiant un repliement global de la partie N-terrninale sur elle-même. De plus, ils notent 

également un effet NOE (Nuclear Overhauser Effect) entre les protons aromatiques de la 

phénylalanine en positon 6 et l'asparagine en position 9 et proposent l'hypothèse selon laquelle 

la partie 7-10 du peptide pourrait servir d'inducteur de l'hélice a comprise dans la partie C-

terminale. 

Deux études RMN à deux dimensions ont ensuite été réalisées. L'une, réalisée dans un 

mélange MeOH!H20 (50/50; V N), conclut à une structure secondaire composée de coudes Ben 

4-7 et 25-28 et d'une hélice a formée par les résidus 10 à 25 (Fry D.C. et coll., 1989). L'autre, 

réalisée dans un mélange TFE/H20 (40/60; V/V), propose l'existence de deux segments 

hélicoïdaux 7-15 et 19-27 séparés par une séquence conférant une mobilité à la molécule. Enfin, 

des fragments N-terminaux etC-terminaux du peptide ont été étudiés afin de mieux affiner la 

connaissance de la structure ordonnée potentielle de ces zones non hélicoïdales du VIP. 

L'étude RMN du peptide T (ASTTTNYT) dont la séquence peptidique présente une 

forte homologie avec le fragment du VIP (A VFTDNYT) a été réalisée par différentes équipes 

(Picone D. et coll., 1988) et dans notre laboratoire (Cotelle N. et coll., 1990). Les expériences 

d'élévation de température ont montré la présence d'un coude f3 formé par l'existence d'une 

liaison hydrogène intramoléculaire entre le CO de Thr5 et le NH de Thr8. De plus, une seconde 



63 

liaison hydrogène a été mise en évidence entre le CO de Tht4 et le NH de Tyr7. Ainsi une 

structure secondaire a pu être proposée. En raison d'une similitude entre les structures primaires 

et d'un potentiel de reconnaissance du récepteur CD4 , on peut tout à fait envisager la même 

structure secondaire pour la partie N -terminale du peptide. 

La partie C-terminale 21-28 (KYLNSll...N) a fait l'objet d'une étude RMN démontrant la 

présence d'une structure ordonnée (Fournier A. et coll., 1982). Plus précisément, la présence 

de liaisons hydrogène intramoléculaires a été mise en évidence par l'observation de la variation 

du déplacement chimique des protons en fonction de la température. Il apparaît ainsi que le 

proton en cis de la fonction amide sur la chaîne latérale d'Asn28 en C-terminal puisse interagir 

avec l'oxygène porté par le groupement phénolique de Tyr22 dans le fragment peptidique. Ce 

résultat est d'ailleurs tout à fait en accord avec une prédiction conformationnelle par la méthode 

de Chou et Fasman (1978) qui suggère l'existence d'une structure ordonnée de type feuillet B 

entre les résidus 22 à 25. Pour conclure, les auteurs de cette étude postulent d'une part que cette 

structure est l?robablement présente dans le VIP entier et d'autre part que la partie C-terminale 

du VIP pourrait être associée à la même séquence d'une autre molécule pour former un 

arrangement de type feuillet plissé f3 intermoléculaire (Fournier A. et coll., 1982). 



III.A.2.Résultats personnels. 

Les différentes techniques citées précédemment ont été utilisées pour préciser la 

conformation du VIP mais aussi celle des séquences peptidiques dont la synthèse s'est avérée 

essentielle pour notre recherche de molécules "VIP-like". 

ill.A.2.1. Analyses conformationnelles théoriques. 
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Différents algorithmes dérivés ou non de la méthode de Chou et Fasman ont été utilisés 

afin de vérifier les différentes hypothèses soulignées dans la littérature. 

lll.A.2.1.1. Méthode de Chou et Fasrnan. 

Les prédictions conformationnelles utilisant cet algorithme ont permis de décrire pour la 

première fois une structure ordonnée du peptide. Les résultats sont les suivants : 

(i) La partie N-terminale de la molécule est une structure ordonnée possédant une 

organisation comprenant deux coudes f3. Ainsi, les paramètres de Chou et Fasman pour le 

segment du VIP (1-4) et le segment du VIP (7-10) sont respectivement <pt>= 1,13 (<Pt>= 

2,02.10-4) et <pt>= 1,28 (<Pt>= 2,26.104 ). 

<pa>, <pj3>, <pt> sont les probabilités d'avoir une structure respectivement en hélice a, en 

feuillet ~ ou en coude ~ pour la séquence considérée. 

<Pa>. <Pj3> ou <Pt> sont des moyennes conformationnelles d'une séquence possédant 

respectivement un potentiel en hélice a, en feuillet f3 ou en coude f3. 

(ii) En ce qui concerne l'arrangement hélicoïdal de la partie médiane du peptide, la 

meilleure probabilité est obtenue pour la séquence 12-23 pour laquelle la probabilité de présence 

d'une hélice a (<pa>= 1,13) est supérieure aux autres structures potentielles (<pj3> =1,02 et 

<pt> =0,79). 
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lll.A.2.1.2. Méthode de Novotny et Auffray 

Cet algorithme offre un intérêt considérable compte tenu de sa capacité à utiliser à la fois 

les informations de charge et de profil hydrophile-hydrophobe des acides aminés composant 

une séquence peptidique (Novotny J. et Auffray C., 1984). Plus précisément pour le VIP, le 

profil de charges du VIP ainsi que le profil hydrophobe montrent clairement différents points 

importants à souligner : 

(i) Deux résidus chargés négativement dans la partie N-terminale sont situés 1:un du côté 

amino terminal et l'autre au centre d'une structure potentiellement en coude~ : la séquence 6-9. 

(ii) Une alternance de résidus chargés positivement se trouve insérée dans la structure 

composée des acides aminés Il à 21 formant une hélice a. Ceci est d'ailleurs tout à fait en 

accord avec des résultats publiés sur le potentiel amphiphile de cette hélice qui, d'après certains 

auteurs, serait plutôt une hélice de type 1t (Musso G.F. et coll., 1988) (Figure 26). 

(iii) Enfin, la partie C-terminale serait quant à elle une structure neutre électriquement et 

plutôt insérée dans une conformation de type feuillet plissé ~ intra- ou intermoléculaire. 

10 

Figure 26. Représentation axiale du segment 11-28 du VIP (en clair, acides aminés 

hydrophiles; en sombre, acides aminés hydrophobes). D'après Musso G.F. et coll., 1988. 
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lll.A.2 .1.3. Méthode d'analvse des zones hydroahobes fHCA .· 

"Hydroahobic cluster analysis "). 

Cette méthode décrite par l'équipe de J.P. Mornon (Gaboriaud C. et coll., 1987; 

Lemesle-V arloot L. et coll., 1990) a été utilisée pour notre étude de la structure secondaire du 

VIP. Cet algorithme possède la particularité de déterminer, dans une structure protéique 

globulaire, les différentes-zones en hélice a et/ou en structure J3. A partir d'une représentation 

en deux dimensions d'une séquence peptidique, les différents acides aminés hydrophobes sont 

reliés entre eux et forment ainsi des zones de "cluster" hydrophobes (Figure 27). Par 

comparaison à d'autres zones caractéristiques rencontrées dans des structures ordonnées 

établies, on peut prédire une homologie de structure secondaire. 

c 

A B 
c 

1 1 

-G2<6 E26<-
\ A E2s1 
N \ \\ 

\ Q 

\G\ 
\ 

\\ \\ p \H, 
\ F \ K 

L 0 \ 
T \ L 

\E2&<--G246-'---f2SJ \ 

G2<6 E 257 
E26< 

A 
N L Q 

G 

A p H 
K 

0 L 
T L 

G2<6 f2SJ E26< 
A E257 

Q 
N 

G 

\A 
p H 

F K 
0 L 

T 
G2<6 f253 L E26< 

Figure 27. (A) Représentation schématique d'un domaine protéique globulaire. 

Structures fréquemment observées : (1) feuillet J3 en surface composé de (•, résidus 

hydrophobes; ..~.. ,résidus hydrophiles); (2) feuillet J3 interne; (3) hélice a amphiphile en surface; 

(4) hélice a amphi ph ile interne (rare); (L 1) boucle contenant des résidus hydrophobes; (L2) 

boucle contenant des résidus hydrophiles pouvant inclure des coudes J3. La cavité hydrophobe 

est délimité par les pointillés. (B) Exemple d'analyse de zones hydrophobes. Séquence 

GNATAIFFLPDEGKLQHLE de l'ai-antitrypsine, d'après Gaboriaud C. et coll., 1987. 
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Cette méthode a été appliquée pour le VIP. La Figure 28 montre tout à fait clairement 

la présence d'un "nuage" à caractère hydrophobe que nous avons pu comparer à des structures 

de type hélicoïdal comme par exemple celles rencontrées dans l'a 1-antitrypsine, dans les 

récepteurs aux œstrogènes ou aux minéralocorticoïdes (Lemesle-Varloot L. et coll., 1990). Il en 

résulte, que d'après cette méthode, le segment 5-27 pourrait former une hélice a. 

D 

D 
A D T K v K 

y 

Figure 28. Représentation du VIP selon la méthode de l'analyse HCA 

En résumé, ces différents algorithmes nous ont permis de dégager de nombreuses 

informations quant à la structure secondaire probable du peptide. Il semble se dégager une 

structure rigide composée par l'hélice amphiphile (partie médiane du VIP) flanquée de deux 

régions plus courtes en N-terminal et en C-terminal ayant un caractère plus souple. La présence 

de résidus chargés surtout en N-terminallaisse supposer un repliement de ces chaînes afin de 

masquer la face hydrophobe de l'hélice et de permettre une meilleure solvatation de la molécule. 

Cette première approche conformationnelle théorique a été suivie d'une étude pratique 

visant à confirmer une partie de ces résultats. Nous avons délibérément choisi de nous 

intéresser plus particulièrement à la partie N-terminale du peptide qui n'avait jusqu'ici soulevé 

que très peu d'intérêt et suscité peu de publications (Bodanszky M. et coll., 1977). Cette 

séquence nous a semblé néanmoins intéressante sur le plan structural puisque capable de 

reconnaître le site récepteur CD4 (Ruff M.R. et coll., 1987), ceci s'expliquant par une grande 

analogie structurale avec le peptide T. 
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III.A.2.2. Etudes spectroscopiques du VIP( 1-11 ). 

IIJ.A.2 .2 .1. Dichroïsme circulaire. (voir p. 144) 

Les spectres dichroïques montrent, pour la partie 1-11 du peptide, la présence d'une 

structure ordonnée qui n'est ni une hélice a, ni une conformation en feuillet ~ (Goossens J.F. 

et coll., 1992). Plus précisément, le spectre reflète la présence de plusieurs structures 

ordonnées incluant probablement le type coude ~ (I, II ou III) (Figure 29). Par ailleurs, un 

dichroïsme fortement négatif dans la région UV de 250 à 300 nm a été observé pour le peptide 

1-11 alors que cela n'est pas observé pour le peptide 2-11. Ceci suggère une possible 

interaction entre Hisl et TyrlO qui se trouvent sans doute très proches l'un de l'autre. 
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Figure 29. Spectres dichroïques des fragments 7-11 (---)et 1-11 (-)dans le DMSO 

(C= 0,165 mg/ml, d= 0,1 cm) 
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Parallèlement à cette première étude spectroscopique, nous avons réalisé une étude en 

RMN capable de préciser ces différents éléments structuraux. 

lll.A.2.2.2. Résonance ma~nétique nucléaire. (voir p. 144) 

La structure du VIP (1-11) a été étudiée par la technique RMN à haut champ et à deux 

dimensions. Par COSY (Correlated spectroscopy analysis), nous avons pu attribuer chaque 

proton de chaque résidu d'acides aminés de la molécule (Figure 30). Dans un second temps, 

par élévation de la température, la variation des glissements chimiques a été déterminée pour 

chaque groupement NHa (Tableau 2). Cette fonction est linéaire et le calcul de la pente 

détermine la plus ou moins grande variation du déplacement chimique. Ainsi, les groupements 

NH2 de Ala4, ValS et TyrlO ont des déplacements chimiques qui varient faiblement en fonction 

de la température (valeur< -3.10-3 ppm/°C) ce qui indique la présence de liaisons hydrogène 

intra-moléculaires. Ces résultats révèlent une interaction entre ces trois résidus conférant ainsi 

une conformation semi-rigide à la molécule. L'existence de coudes p de type I et III peut être 

envisagée car stabilisée d'une part par une liaison hydrogène entre le proton amide de ValS et le 

CO du résidu Ser2 et d'autre part une liaison H supplémentaire entre le NH de Ala4 et l'oxygène 

de la fonction alcool situé sur la chaîne latérale de Ser2. Ce type de liaison H particulière entre la 

chaîne latérale d'un résidu en position i qui peut être Ser, Thr, Asp ou Asn et la position amide 

d'un résidu en position i+2 a été mis en évidence pour différents peptides tels que la séquence 

S-P-K-K (Suzuki M., 1989; Bailly F., 1992; Bailly F. et coll., 1992) (Figure 31). C'est 

pourquoi cette structure secondaire a été dénommée "Asx turn". Le second coude p de type II 

est stabilisé par une liaison H entre le NH de TyrlO et le CO de la Thr7. 

Figure 31. Structure SPKK, d'après Bailly F., 1992. 
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Figure 30. Spectre du fragment 1-11 dissous dans le DMSO obtenu par RMN du 

proton (400MHz), type COSY. 



71 

Déplacements chimiques 

Résidus 31NHCaHa ô8/ôT 

NH Ha HPP' autres 

8ppm Hz ppbfC 

His b 4.65 2.80 7.34 

6.91 

Ser 8.67 4.30 3.63 b -5.2 

Asp 8.10 4.57 2.69 5.60 -3.8 

2.52 

A1a 7.75 4.27 1.14 6.05 -2.7 

Val 7.65 4.06 1.88 0.75 b -0.6 

Phe 8.03 4.65 3.07 7.15 8.10 -4.4 

2.79 

Thr 7.86 4.09 4.09 1.07 7.85 -5.2 

Asp 8.07 4.63 2.70 b -8.8 

2.51 

A sn 7.97 4.48 2.51 7.50 -3.8 

2.33 

Tyr 7.84 4.43 2.96 7.03 7.45 -3.4 

2.70 6.62 

Thr 7.65 4.20 4.00 1.02 b -4.4 

a Les constantes de couplage sont données en valeur absolue. b signal atténué. 

Tableau 2. Déplacements chimiques, constantes de couplage, coefficients de 

température des protons amides et constantes de couplage 3JNHCa.H de l'undécapeptide . 
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L'étude spectroscopique de la structure secondaire de la partie N-tenninale du VIP nous 

a donc permis de préciser différentes hypothèses issues des calculs conformationnels 

théoriques. Une structure semi-rigide a pu être ainsi établie et un modèle moléculaire a été 

envisagé. 

Ill.A.2.2.3. Modélisation moléculaire. 

Afin d'accéder à notre objectif principal qui est de concevoir des molécules capables de 

mimer l'action du VIP, nous avons fait appel à l'outil informatique. L'analyse 

conformationnelle en relation avec nos résultats expérimentaux de RMN a été élaborée selon 

une procédure permettant de trouver les mir_ùma énergétiques de la molécule. 

Il existe différentes méthodes de calcul de l'énergie employées en analyse 

conformationnelle. Elles consistent à calculer à priori l'énergie de conformation d'une molécule, 

cette valeur étant reliée à la géométrie ainsi qu'à d'autres paramètres comme les charges 

partielles de la molécule. Ces méthodes sont divisées en deux groupes. Le premier, faisant 

appel aux méthodes quantiques, s'appuie sur la mécanique quantique (méthodes ab initia ou 

semi-empiriques), le second comprend les méthodes empiriques relevant de la mécanique 

moléculaire. En raison de la taille de nos molécules, nous avons préféré mener nos premières 

approches en utilisant la mécanique moléculaire. 

# Mécanique moléculaire. 

Cette technique empirique permet d'optimiser les géométries et de calculer différentes 

propriétés (enthalpie et propriétés vibrationnelles) pour des molécules de tailles très variables. 

L'idée de base! est que l'énergie potentielle d'une molécule peut être décrite comme une fonction 

de déformations d'une géométrie d'équilibre idéale. 

Les principes de la mécanique moléculaire postulent que l'énergie de conformation totale 

d'une molécule est la somme de termes indépendants à caractère géométrique explicite ou 

implicite. Chaque terme est décrit comme une fonction de potentiel (fonction énergétique du 

champ de force) pour lequel tout écart par rapport à une position optimale se traduit par un 

accroissement de l'énergie. 
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Nous avons construit la partie N-terminale du VIP (HSDAVFTDNY) en utilisant le 

programme SYBYL (TRIPOS ASSOCIATES). Dans un premier temps, la géométrie de la 

molécule a été optimisée par le champ de force Maximin 2 de façon à obtenir un point de départ 

raisonnable pour l'étude conformationnelle. Les paramètres -utilisés sont les suivants : 5000 

itérations avec une convergence sur le gradient à I0-3. Nous avons ensuite élaboré une stratégie 

de dynamique moléculaire afin de bien explorer l'espace conformationnel accessible à cette 

molécule et repérer les différents conformères d'énergie minimum. 

# Dynamique moléculaire (recuit simulé). 

Le principe de cette technique est relativement simple. Une molécule se trouvant dans un 

minimum énergétique ne peut "franchir" une barrière énergétique qu'en "absorbant" 

suffisamment d'énergie. Celle-ci peut lui être apportée artificiellement sous forme d'énergie 

calorifique. Lorsque la barrière est franchie, il suffit de redescendre la température de la 

molécule pour retrouver un autre minimum énergétique qui peut être, dans le cas favorable, plus 

faible que le précédent. Cette suite d'opérations (montée en température-plateau-redescente­

stabilisation) est répétée 200 fois et, à chaque terme, le conformère est enregistré pour fournir 

un lot représentatif de l'espace conformationnel global. On peut ainsi identifier une 

conformation d'énergie minimum globale pour une molécule donnée et connaître les différentes 

conformations de basse énergie. 

Le segment 1-10 du VIP a été modélisé selon ces différents critères (Figure 32). Les 

paramètres utilisés pour le recuit simulé sont : 

(i). Palier de haute température: 1400°C pendant 1000 fsec. 

(ii). Temps de refroidissement: 1500 fsec. 

(iii). Palier de basse température: 50°C pendant 500 fsec. 

(iiii). 200 cycles avec enregistrement d'un conformère toutes les 3000 fsec. 

Chaque conformation obtenue a été minimisée par le champ de force Maximin 2 avec les 

paramètres cités précédemment. 



Figure 32. Espace conformationnel du fragment 1-10 du VIP (modélisé avec le logiciel SYBYU. 
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La structure ordonnée de la molécule obtenue dans un minimum global énergétique 

confirme les mesures de RMN, c'est-à-dire la présence du premier coude ~ formé par une 

liaison hydrogène entre le CO de Ser2 et le NH de Val5. Le second coude~ ne semble pas 

exister dans la structure de basse énergie. Néanmoins, comme le montre la Figure 33, la partie 

7-10 est clairement impliquée dans la formation d'une hélice a. Ceci est tout à fait en accord 

avec l'hypothèse de Fournier A. et coll. (1988) selon laquelle ce segment peptidique serait 

indispensable pour la formation de l'hélice a composant la partie médiane du VIP. 



Figure 33. Conformère du VIP(l-10) de plus basse énergie. (angle de rotation de 90° entre les représentations A et B). La partie 

colorée en vert est en hélice a.; la liaison hydrogéne est représentée en pointillés d'après SYBYL. Les acides aminés sont numérotés de 0 à 9. 
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111.8. RECEPTEUR(S) MEMBRANAIRE(S) DU VIP. 

III.B.l. Connaissances bibliographigues. 

III.B.l.l. Présentation du récepteur VIP. 

Depuis sa découverte en 1970 en tant que molécule endogène, le VIP a été beaucoup 

étudié quant à sa cible cellulaire, un récepteur membranaire possible. Il est maintenant 

clairement établi que, comme tout ligand, le VIP se lie à son récepteur spécifique (R) et de cette 

"collision" bimoléculaire résulte un complexe VIP-R qui engendre un certain nombre de 

modifications. Tout d'abord, au niveau de la membrane cellulaire, ce complexe est capable 

d'interagir avec une protéine G (car lie le GTP/GDP) qui est composée d'un hétérotrimère (3 

sous-unités : as.~ et y). La sous-unité as lie le GTP ou le GDP et, de plus, est douée d'activité 

d'hydrolyse du GTP en GDP. Lors de la formation du complexe ternaire réunissant le VIP, le 

récepteur et la sous-unité as ( +GDP), il s'opère un changement conformationnel lent du 

premier ordre qui accélère l'échange de GDP en GTP au niveau de la sous-unité a. Une 

cascade d'événements se produit ensuite; il y a dissociation de as vis-à-vis de~ et y, le GTP est 

hydrolysé en GDP au sein même de as ce qui place le récepteur dans un état de faible affinité 

pour le VIP (Christophe J. et coll., 1988) (Figure 34). 

0 
(a) 

r~~~ 

~ 
~GTP 

Figure 34. Schéma d'interaction entre un agoniste (A) et un récepteur couplé à une 

protéine G. (RL : récepteur de faible affinité; RH : récepteur de forte affinité; G : protéine G), 

d'après Taylor C.W., 1990. 
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Cette figure permet d'expliquer des liaisons spécifiques de faible affinité qui sont en 

général obtenues si on se trouve en présence de GTP dans le milieu. Dans ce cas, une rapide 

dissociation du complexe [1251]-VIP-récepteur est induite par la faible affinité du récepteur pour 

le radioligand à l'équilibre (Christophe J., 1988; Amiranoff B.et coll., 1980). Possédant ce 

système de couplage, le récepteur du VIP a été classé a priori parmi les récepteurs à sept 

segments transmembranaires. La vérification de cette hypothèse a pu être apportée par le 

clonage du gène du récepteur (Ishihara T. et coll., 1992; Sreedharan S.P. et coll., 1993).La 

séquence génomique analysée a été traduite en séquence peptidique et cela a permis de mettre en 

évidence la présence de sept zones à caractère hydrophobe capables de former sept hélices 

transmembranaires. Ces structures ordonnées participent à la fois à la liaison spécifique et à 

l'activation du récepteur c'est-à-dire au changement conformationnel qui induit l'interaction 

avec la protéine G. 

Cet aspect moléculaire concourant à l'activité du peptide sera repris au cours de l'exposé 

de ce travail. La libération de la sous-unité a permet à cette dernière d'activer une enzyme 

membranaire effectrice qui est principalement dans le cas du VIP, une adénylate cyclase. 

D'autres études relevées dans la littérature font état de l'activation d'un autre effecteur : la 

phospholipase C qui possède la propriété de dégrader le phosphoinositoldiphosphate (PIP2) en 

inositol triphosphate (IP3) d'une part et en diacylglycérol (DAO) d'autre part (Malhotra R.K. et 

coll., 1989). Cette stimulation peut induire une mobilisation de calcium intracellulaire (Oettling 

G. et coll., 1990). 

Différentes études ont eu comme stratégie d'extraire le réceptbur de la membrane 

cellulaire afin de mieux le décrire. Les nombreuses localisations du récepteur VIP ont conduit 

les chercheurs à caractériser le récepteur sur différents types cellulaires; les principaux résultats, 

relativement proches, sont réunis sur le Tableau 3. Ces caractérisations utilisent différents 

agents d'extraction qui sont en fait des molécules ("cross-linkers") capables de fixer le 

complexe ligand-récepteur en utilisant leurs propriétés chimiques bifonctionnelles. 



Tissus 

Epithélium intestinal 

(membranes) 

Epithélium du colon 

(membranes) 

Foie (membranes) 

Cerveau 

(membranes) 

Lymphoblaste 

(Molt 4bT) (cellules) 

cellules HT-29 

(membranes) 

cellules pituitaires 

GH3 

Poumon 

(membranes) 

Poids moléculaires 

Espèces "Cross-linker" Majeur Mineur Références 

rat 

humain 

rat 

rat 

rat 

rat 

humain 

humain 

rat 

humain 

rat 

lapin 

cobaye 

DTSP 

DTSP 

DTSP 

DTSP, DSS, HSAB 

DTSP 

DSS 

DSS, EGS 

SAN AH 

DTSP 

DTSP 

DSS, EGS 

DSS 

73 (haute affinité) 33 (basse affinité) Laburthe M. et coll. (1984) 

63 (haute affinité) 30 (basse affinité) Couvineau A. et Laburthe M. ( 1985a) 

48 

53 

46 

47 

47 

63 

64 

47 

62 

53 

61 

63;57 

86 

77 

57 

72 

117;31 

Couvineau A. et Laburthe M. (1985b) 

Nguyen T.D. et coll. (1986) 

Couvineau A. et coll. (1986a) 

Vasiloff J. et coll. (1986) 

Wood C.L. et O'Dorisio M.S., (1985) 

Couvin eau A. et coll. ( 1985) 

Muller J.M. et coll. (1985) 

Wood C.L. et coll. (1985) 

Dickinson K.E. et coll. (1986) 

Tableau 3. Caractéristiques moléculaires des récepteurs VIP. Différents cross-linkers utilisés : DTSP, dithiobis(succinimidyl 

propionate); DSS, dissuccinimidyl suberate; HSAB, N-hydroxysuccinimidyl 4-azidobenzoate; EGS, ethylene glycol bis(succinimidyl 

succinate; SANAH, N-succinimidyl6-(4'-azido-2'-nitrophenylamino)hexanoate, d'après Laburthe M. et Couvineau A., 1988. 

-....) 
\0 
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La caractérisation du récepteur s'est faite en plusieurs étapes, l'une des premières a été 

de démontrer la présence de structures glycanniques comme partie intégrante du site reconnu 

par le VIP (Nguyen T.D. et coll., 1986). Une étude du récepteur hépatique chez le rat a permis 

d'affiner cette observation par l'utilisation de chromatographie d'affinité réalisée avec 

différentes lectines (Couvineau A. et coll., 1986b). Plus précisément, l'élution spécifique de 

complexes VIP-R radiomarqués par différents sucres a permis aux auteurs de démontrer que le 

récepteur VIP possédait des structures glycanniques (reconnues par les lectines) composées de 

glucose, de mannose et de N-acétyl glucosamine. La particularité de ce dernier sucre cité laisse 

supposer deux hypothèses qui sont les suivantes. D'une part, il suggère que la liaison entre la 

structure protéique et glycannique se fasse via des liaisons de type N-glycosidique, la détection 

de mannose renforçant cette hypothèse. D'autre part, il est généralement accepté que dans le cas 

de la lectine (WGA : "wheat germ agglutinin") la N-acétyl glucosamine est capable de déplacer 

des sialoprotéines suggérant ainsi que le récepteur VIP posséderait des résidus d'acide sialique 

(Bhavanandan V.P. et Katlic A.W., 1979). Ceci a pu être vérifié en utilisant différentes 

enzymes spécifiques, d'une part une neuraminidase (Dickinson K.E.J. et coll., 1986) et d'autre 

part une N-glycosidase (El Battari A. et coll., 1987). Dans les deux cas, les auteurs ont pu 

démontrer une mobilité électrophorétique modifiée. L'absence de N-acétyl galactosamine laisse 

par ailleurs supposer qu'aucune liaison de nature 0-glycosidique n'existe entre la protéine et la 

structure glycannique. Ceci a pu être démontré par l'utilisation d'endo H qui ne produit aucune 

modification de mobilité électrophorétique (Nguyen T.D. et coll., 1986). 

Ces études ont donc permis, dans un premier temps, de déterminer la nature de la 

structure glycannique du récepteur VIP et de mettre au point une technique de purification de la 

protéine tout en conservant son caractère fonctionnel. 

Dans un second temps, l'analyse sur gel de polyacrylamide a révélé dans de nombreux 

cas, la présence à la fois d'une bande majeure et d'une bande mineure correspondant au 

complexe [ 125Ij-VIP-protéine. Les' poids moléculaires des protéines majeures décrites 

s'échelonnent entre 46 kDa et 73 kDa et elles correspondent généralement au récepteur ayant 

une forte affinité et une grande spécificité pour le peptide. Les composés mineurs sont tout à fait 
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différents selon le modèle étudié. Dans le cas de l'épithélium intestinal, les auteurs démontrent 

que la protéine de liaison mineure est un site de faible affinité (Laburthe M. et coll., 1984; 

Couvineau A. et Laburthe M., 1985a). Par ailleurs, les récepteurs caractérisés au niveau du foie 

de rat seraient, dans le cas de la fraction mineure, associés à une sous-unité de la protéine G 

alors que la fraction majeure serait composée du récepteur seul (Nguyen T.D. et coll., 1986; 

Couvineau A. et Laburthe M., 1985b). 

Les différences de poids moléculaire observées dans ces résultats peuvent être 

expliquées par des conditions expérimentales différentes en ce qui concerne notamment: 

(i) La protéolyse partielle ou la déglycosylation du récepteur au cours de la préparation 

et/ou de l'extraction membranaire. (Nguyen T.D. et coll., 1986). 

(ii) L'utilisation de "cross-linkers" variés possédant des caractéristiques différentes 

comme par exemple leur réactivité vis-à-vis du ligand et /ou du récepteur, ou leur capacité à 

pénétrer la membrane. 

(iii) Dans le cas où différents résultats ont été obtenus avec les mêmes "cross-linkers", 

on peut envisager que selon le type de préparation (membranes isolées ou cellules entières) 

l'environnement du récepteur et l'accessibilité pour les réactions de pontage sont modifiés 

(Marvaldi J. et coll., 1986). 

Néanmoins, de nombreux résultats obtenus avec beaucoup de rigueur ont montré une 

réelle hétérogénéité des récepteurs VIP et ceci pour deux raisons principales : 

(i) Différentes formes glycosylées peuvent coexister in situ . En effet, le traitement des 

récepteurs membranaires du poumon par une neuraminidase a permis de ne détecter qu'une 

seule forme protéique homogène alors que deux fractions sont visualisées lorsque la même 

expérience est réalisée sans traitement (Dickinson K.E.J. et coll., 1986). 

(ii) La mobilité du complexe VIP-R peut être influencée par l'état de phosphorylation du 

récepteur. Une régulation par la protéine kinase Ca été mise en évidence dans des conditions 

physiologiques (Bozou J.C. et coll., 1987). 
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Enfin, il convient d'ajouter de nombreuses études qui ont souligné cette hétérogénéité en 

utilisant des analogues du VIP différemment reconnus selon les tissus considérés. Par exemple, 

chez l'homme, le fragment 10-28 du VIP est un antagoniste sur les cellules intestinales (HT29) 

(Turner J.T. et coll., 1986) ou encore vis-à-vis des récepteurs situés dans le système nerveux 

central (Brenneman D.E. et Eiden L.E., 1986), mais il s'avère incapable de lier le récepteur VIP 

situé au niveau du système immunitaire (Gozes Y. et coll., 1991). Chez le rat, les récepteurs 

vasculaires possèdent des propriétés de reconnaissance qui sont distinctes de celles retrouvées 

au niveau du foie, de la glande thyroïde, de la glande pituitaire ou du cerveau (Rorstad O.P. et 

coll., 1990; Michalkiewicz M. et coll., 1991). De même, un hybride de la neurotensine et du 

VIP est un antagoniste reconnu par les cellules de la moelle épinière d'origine humaine (affinité 

dix fois supérieure à celle du VIP) mais reste totalement inactif sur les lymphocytes humain 

(Gozes Y. et coll., 1991). 

III.B .1.2. Régulation du récepteur VIP. 

L'effet du peptide via le récepteur est sous la dépendance de différents paramètres. Tout 

d'abord, une modulation de la stimulation de l'adénylate cyclase (AC) induite par le récepteur 

peut être due à l'activation de récepteurs adjacents. Par ailleurs, une régulation cellulaire globale 

peut intervenir via l'expression des sites de liaison à la surface membranaire (Rosselin G. et 

coll., 1988). 

11/.B.I .2.1. Modulation du site de liaison et de l'activité de l'adénylate 

cyclase. 

Mise à part la régulation de l'effet du VIP par des molécules analogues des peptides, 

agonistes ou antagonistes, la modulation du mécanisme de transduction est un facteur important 

dans le processus de régulation. En effet, la stimulation de l'adénylate cyclase conduit à une 

augmentation de la quantité d'AMPc intracellulaire qui peut être régulée par d'autres 

neurotransmetteurs agissant sur leur propre récepteur. La somatostatine (Arilla E. et coll., 1981; 

Chneiweiss H. et coll., 1984) ou la dopamine via le récepteur D2 (Oliva D. et coll., 1984; 

Weiss S. et coll., 1985) sont capables d'inhiber la stimulation de l'adénylate cyclase par un 
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mécanisme faisant intervenir une protéine G possédant une sous-unité a inhibitrice (ai). Par 

contre, sur un modèle de rétine de lapin, une action synergique entre des récepteurs D1 et une 

partie des récepteurs VIP a pu être démontrée vis-à-vis de la stimulation de l'adénylate cyclase 

(Pachter J.A. et Man-Kit Lam D., 1986). De même, d'autres composés tels que la 

noradrénaline agissent de façon synergique avec le VIP sur des cellules du cortex cérébral 

(Magistretti P.J. et Schorderet M., 1984). Par contre, des composés agonistes a2 sont capables 

d'inhiber partiellement l'action du VIP sur des cellules du côlon (Boige N. et coll., 1984). Une 

diminution de la production d'AMPc induite par le VIP a également été obtenue par l'utilisation 

d'esters de phorbol capables d'activer la PKC (Quilliam L.A. et coll., 1985). Ceci est tout à fait 

similaire à l'inhibition par un ester de phorbol de la stimulation de l'adénylate cyclase induite 

par un agoniste ~· Dans ces expériences, le mécanisme d'action conduisant à l'inhibition du 

récepteur aboutit à une phosphorylation de celui-ci (Sibley D.R. et Lefk:owitz R.J., 1985). Ces 

mécanismes de régulation du récepteur rendent compte de la complexité dans l'intégration de 

l'information extracellulaire. De nombreux paramètres entrent en jeu afin de pouvoir finement 

réguler l'activité cellulaire. La cellule est capable en réponse à des stimulations de tout ordre 

d'exprimer un nombre de sites récepteurs pouvant varier de façon très significative (Washeck 

J.A. et coll., 1989). 

lll.B.l.2.2. Régulation cellulaire du réceoteur VIP. 

Le trafic cellulaire du récepteur représente un système très important de régulation de la 

glycoprotéine membranaire. Des traitements chroniques par le VIP provoquent dans de 

nombreuses conditions expérimentales des effets biologiques réfractaires (Boissard C. et coll., 

1986; Gespach C. et coll., 1984). Ces observations ont été reliées au phénomène de 

désensibilisation du récepteur puisqu'aucune liaison spécifique ne peut être observée après des 

traitements répétés au VIP (Staun-Olsen P. et coll., 1982). Les caractéristiques de ce processus 

de désensibilisation ont été explicitées par une étude réalisée sur des cellules épithéliales de 

côlon. Tout d'abord, les conséquences de l'addition répétée de VIP dépendent du temps 

d'exposition et de la concentration en peptide. De plus, la désensibilisation peut être corrélée à 

la disparition de récepteurs à la surface cellulaire, celle-ci étant tout à fait réversible (Boissard C. 
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et coll., 1986). Le processus d'internalisation du complexe VIP-R a pu être examiné 

précisément à l'aide du peptide radiomarqué (Luis J. et coll., 1986). Le schéma général peut 

être décrit par les étapes successives suivantes (Figure 35). Premièrement, après activation de 

l'adénylate cyclase, le complexe ligand-récepteur est internalisé dans des vésicules : les 

endosomes. Le temps de demi-vie du complexe à la surface membranaire est de trois minutes. 

Puis, dans un second temps, le récepteur, toujours fonctionnel, est progressivement libéré du 

VIP. Le "pool" de récepteurs est alors recyclé en partie à la surface membranaire tandis que le 

peptide est expulsé dans le milieu extracellulaire sous forme dégradée. Le temps de demi-vie d~ 

cette étape a pu être évalué à dix minutes. Néanmoins, une partie des récepteurs est directement 

transférée dans des structures lysosomales qui dégradent complètement la protéine. Cette 

dégradation n'excède pas 30% des récepteurs après trois heures de traitement. Ce processus 

"normal" de recyclage peut être modulé sous l'action de composés chimiques tels les esters de 

phorbol comme cela a été démontré pour des récepteurs de catécholamines (Quilliam L.A. et 

coll., 1985). La destruction des récepteurs VIP dans le compartiment lysosomal peut induire à 

long terme un effet prononcé de "down regulation". La réversibilité du processus peut 

également s'expliquer par une biosynthèse de novo du récepteur et son expression à la surface 

membranaire. 

ACTIVATION • J 
DESENSlBILISATION 

endosomale 

lysosome 

RECEPTEUR DEGRADE (régulation lente) 

Figure 35. Reconnaissance et processus d'internalisation. (R, récepteur; G, protéine 

G; C, adénylate cyclase; V, vésicules; MYE : endosome multivésiculaire; MVB : corps 

multivésiculaires), d'après Rosselin G. et coll., 1988. 
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La régulation de la biosynthèse du récepteur VIP n'est pas actuellement connue de façon 

précise. Néanmoins, des modèles existent où la densité et/ou l'activité de liaison des récepteurs 

est en relation avec les processus de maturation des cellules. L'augmentation de récepteurs VIP 

à la membrane cellulaire a pu être corrélée avec la différenciation de cellules cancéreuses 

d'adénocarcinome ou de neuroblastome humains induite par l'acide rétinoïque (Estival A. et 

coll., 1983; Waschek J.A. et coll., 1989) mais aussi par le VIP lui même. De même, on a pu 

noter que les effets du VIP étaient augmentés parallèlement à la maturation des cellules 

neuronales (Roth L.B. et Beinfeld M.B., 1985). Par contre, une diminution de l'effet du VIP a 

été observée dans le ~as de la différenciation de cellules cancéreuses du côlon (HT 29) et durant 

la maturation de cellules intestinales prélevées chez le fœtus (Chastre E. et coll., 1985). 

III.B.2. Résultats personnels: mise en évidence de récepteurs VIP. 

Etant donné l'hétérogénéité des résultats décrits par différents auteurs, nous avons voulu 

caractériser les récepteurs VIP dans les deux modéles cellulaires retenus. 

III.B.2.l.Cellules de neuroblastome. (voir p. 144) 

Les deux lignées cellulaires ont été incubées à confluence avec des quantités croissantes 

en 125J-VIP dans un milieu dépourvu de sérum. Nous avons tout d'abord observé que la liaison 

était saturable et spécifique. La liaison spécifique a été calculée par différence entre la liaison 

totale (125J-VIP seul) et la liaison non spécifique (125J-VIP+ 1j.!M VIP). La cinétique de liaison 

montre que l'équilibre est atteint au bout de trois heures à 4°C et demeure constante au moins 

pendant cinq heures. La liaison spécifique représente 85 à 95% du 125J_ VIP total fixé, ce qui 

représente 2,5 à 4% de la radioactivité totale. 

La représentation de Scatchard (1949) nous a permis de déterminer les paramètres de la 

liaison spécifique pour les deux lignées (Figure 36). 
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Figure 36. Représentation de Scatchard de la liaison spécifique du 1251-VIP. 
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Pour chaque lignée, nous obtenons un alignement des différentes valeurs permettant de 

déterminer une équation de droite de type B/F = -1/K.o B + Bmax/Ko (B : radioligand lié; F : 

radioligand libre) qui est extrapolée afin de déterminer le nombre maximum de sites présents par 

milligramme de protéine (Bmax). La pente de cette droite fournit la constante de dissociation du 

complexe ligand-récepteur à l'équilibre (Ko) qui représente l'affinité du ligand pour le 

récepteur. Ces résultats obtenus pour les deux lignées sont réunis dans le Tableau suivant : 

Lignée cellulaire 

SK-N-SH 

LA-N-2 

B max (fmol/mg de protéine) 

64 

210 

Ko (nM) 

0,23 

0,17 

Les valeurs de Ko et de Bmax sont du même ordre de grandeur pour les deux lignées 

cellulaires. Elles caractérisent un récepteur spécifique du VIP de forte affinité. 

Des expériences de compétition ont ensuite été menées avec les fragments peptidiques 

du VIP. Les résultats sont tout à fait comparables sur les deux lignées cellulaires. D'une part, le 

fragment 1-11 n'est pas capable de déplacer le 125J-VIP de son récepteur. D'autre part, le 

fragment 10-28 semble être reconnu par le récepteur puisqu'il déplace le 125J_ VIP de son site de 

liaison Gusqu'à 50% des sites pour la lignée SK-N-SH et jusqu'à 65% pour la lignée LA-N-2) 

(Figure 37) 



1 SK-N-SH 

B/Bo 
(%) 

1 LAN-2 1 

B/Bo 
(%) 
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88 

1 o-8 1 o-7 10-6 1o-s 

Peptides (M) 

10-8 10-7 10-6 1Q-5 

Peptides (M) 

Figure 37. Courbes de déplacement du 125J-VIP par le VIP (D) et les fragments 

1-11 (tl) et 10-28 (+). 
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III.B.2.2. Cellules épithéliales de trachée de cobaye. (voir p. 145) 

La culture primaire de cellules épithéliales a été obtenue après digestion de la trachée de 

cobaye par la pronase à 4°C (Wu R., 1986). Les cellules ainsi obtenues ont été placées dans des 

puits permettant la croissance cellulaire (cupules préalablement recouvertes de collagène de type 

I). Après 48 heures de culture, les cellules épithéliales parvenues à confluence sont incubées 

dans un milieu dépourvu de sérum avec du 125I-VIP. Le protocole d'incubation est légèrement 

différent de celui utilisé pour les cellules de neuroblastome. En effet la cinétique de liaison à 

37°C nous a donné de meilleurs résultats. L'équilibre de liaison est atteint au bout de 60 minutes 

et demeure constant au moins pendant 120 minutes. La liaison saturable et spécifique a été 

observée à l'aide de concentrations croissantes en 125I-VIP. Dans le cas des cellules 

épithéliales, la fixation spécifique est comprise entre 60 et 70% du 125I-VIP total et représente 

entre 6 et 8% de la radioactivité incubée. 

La représentation de Scatchard [B/F = f(B)] du 125I-VIP lié à l'équilibre montre 

l'existence de deux sites indépendants (Figure 38). 
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Figure 38. Représentation de Scatchard de la liaison spécifique du 125!-VIP. 

Le calcul des pentes respectives et l'extrapolation de ces droites sur l'axe des abcisses a 

permis de déterminer les paramètres de liaisons. Ces résultats ont été réunis dans le Tableau 

suivant: 

Bmax (fmol/mg de protéine) Ko (nM) 

Site de haute affinité 36 3,4 

Site de basse affinité 377 30,2 

Des expériences de compétition ont été réalisées sur la culture primaire à l'aide des 

fragments 1-11 et 10-28 du VIP (Figure 39). Les résultats sont tout à fait différents de ceux 

obtenus sur les lignées de neuroblastome. Tout d'abord, le fragment 1-11 du VIP est capable de 

déplacer le 125J_ VIP de son récepteur. En effet, 35% des sites spécifiques du VIP sont 

reconnus par le fragment N -terminal. Ensuite, contrairement aux récepteurs des cellules 

SK-N-SH et LA-N-2, le fragment 10-28 ne reconnaît aucun site de liaison spécifique du VIP. 
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Figure 39. Courbes de déplacement du 125I-VIP par le VIP (D) et les fragments 

1-11 (D) et 10-28 ( •) . 

III.B.2.3. Discussion. 

Ces résultats, obtenus à la fois sur deux espèces et deux tissus différents sont 

difficilement comparables. Néanmoins, le but de cette étude était de montrer l'existence des 

sites de liaison spécifiques du VIP sur chaque modèle. Cette diversité du mode de 

reconnaissance du récepteur VIP interespèce est toutefois intéressante. En effet, il faut noter 
1 
1 

que le fragment 1-11 (HSDA VFfDNYT) synthétisé sur le modèle humain est différent en deux 

positions (5 et 9) du modèle de cobaye (cf. Tableau 1); il est pourtant reconnu par le récepteur 

de cellules épithéliales de cobaye alors que celui des cellules de neuroblastome humain ne le 

reconnaît pas. A l'inverse, le fragment 10-28 du VIP humain 

(YRLRKQMA YKKYLNSILN.NH2) qui différe également sur deux positions (19 et 26), n'est 

pas reconnu par les cellules épithéliales de trachée de cobaye alors qu'il l'est par les cellules 

SK-N-SH et LA-N-2. 
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Les affinités relatives mesurées sont assez homogènes sur les deux modèles en ce qui 

concerne le site de haute affinité. Contrairement aux cellules épithéliales en culture primaire, 

nous n'avons pas pu identifier de site de basse affinité dans les cellules de neuroblastome par la 
-

représentation de Scatchard. Néanmoins, il semble bien exister un site de basse affinité puisque 

des concentrations de IQ-8M en VIP compétiteur ne permettent pas d'inhiber complètement la 

fixation spécifique du 125I-VIP (60%). Le déplacement du peptide radiomarqué fixé 

vraisemblablement sur les sites de basse affinité est obtenu pour des concentrations supérieures 

à IQ-8M. 
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IV. CONCEPTION ET REALISATION DE PSEUDOPEPTIDES AGONISTES 

DU VIP. 

IV.A. ELABORATION DE STRUCTURES PSEUDOPEPTIDIQUES. 

IV.A.l. Relations structure-activité. 

IV .A.l.l. Résultats de la littérature. 

Des analogues du VIP ont été testés sur différents tissus cibles du peptide. Les résultats 

ne sont pas toujours convergents mais néanmoins certaines caractéristiques du peptide se 

dégagent. Tout d'abord, en raison de son appartenance à la superfamille des peptides 

impliqués dans des phénomènes de régulation, des études de spécificité ont été réalisées avec 

des analogues comme le PHI, le PACAP ou le GRF. Par exemple, le dérivé [DPhe4]-PHI est 

un agoniste VIP qui apparaît totalement sélectif du récepteur VIP des cellules pancréatiques 

(Robberecht P. et coll., 1987). Alors que le VIP, le PHI, la sécrétine inhibent la liaison 

spécifique à la fois du VIP et de la sécrétine radiomarqués, le composé [DPhe4]-PHI inhibe 

seulement la liaison du 125I-VIP. Ce résultat est conforté par la comparaison des courbes de la 

production d'AMPc qui dans le cas des agonistes naturels s'étend sur trois logarithmes 

suggérant la présence de deux classes de récepteurs alors que le dérivé [DPhe4]-PHI stimule 

quant à lui l'adénylate cyclase de façon monophasique. L'inhibition de cette production 

d'AMPc intracellulaire peut être réalisée par un antagoniste d.u VIP, le [DPhe2]-VIP, et non par 

un antagoniste de la sécrétine (Robberecht P. et coll., 1986a). L'explication de cette sélectivité 

peut être apportée par la comparaison des séquences du VIP et de la sécrétine (cf Figure 1). 

L'acide aminé en position 4, Ala pour le VIP et Gly pour la sécrétine, se différencie surtout 

pour le carbone asymétrique absent dans la sécrétine. L'introduction d'une chiralité sur cette 

position implique une pene de reconnaissance du récepteur sécrétine. 

L'étude d'analogues du PACAP-27 (version courte du PACAP) et du PACAP-38 

(version longue) a permis de mettre en évidence l'importance de certains groupements 

fonctionnels essentiels à la reconnaissance moléculaire et/ou à l'activation du récepteur. Tout 

d'abord, la délétion systématique de chaque acide aminé (jusqu'au dérivé 9-27 ou 9-38) a 
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conduit à l'obtention de molécules possédant un potentiel antagoniste, le PACAP(6-38) étant le 

meilleur dérivé. De façon surprenante, des fragments C-terminaux plus court du PACAP-27 et 

du PACAP-38 (partie 10-27 jusqu'à 14-27 ou leur équivalent en version longue) sont capables 

d'activer l'adénylate cyclase (Vandermeers A. et coll., 1992). Ensuite, la synthèse d'analogues 

utilisant des acides aminés de la série D a permis de démontrer que la position 2 ne tolère pas de 

groupements fonctionnels encombrants (Robberecht P. et coll., 1992). De plus, cette étude a 

mis en évidence le rôle essentiel de la fonction acétate portée par Asp3. Enfin, le remplacement 

de Lys20-Lys21 par Gly-Gly conduit à une molécule dont l'affinité est 500 fois plus faible. 

L'utilisation d'analogues du GRF montre également une discrimination vis-à-vis des 

récepteurs de la sécrétine mais ne permet pas de distinguer entre le récepteur VIP et le récepteur 

GRF. Plus précisément, le déplacement du 125I-VIP par des analogues du GRF ou l'inhibition 

de la stimulation de l'adénylate cyclase sur membranes pancréatiques de rat, nous ont fourni des 

informations importantes (Robberecht P., 1986b). La conformation de Asp3 est critique 

puisque l'analogue (DAsp3) GRF1-29-NH2 présente seulement 22% de l'activité agoniste 

intrinsèque du GRF. La substitution de Ala4 par son énantiomère D réduit l'activité intrinsèque 

alors que la substitution de l'acide aminé naturel L par un résidu plus hydrophobe :le DPhe 

produit un agoniste meilleur que le GRF lui-même sur les récepteurs VIP. Des modifications 

sur la position 6 (Phe6 remplacée par DPhe6 ou pC1Phe6) ou encore sur la position 7 (Thr 7 

remplacée par DThr7) produisent des analogues ayant une affinité et une activité intrinsèque 

fortement diminuées. Le rôle de l'Risi a été discuté pour des peptides appartenant à la famille 

du VIP. Cet acide aminé est en effet très conservé dans les différentes espèces et au sein de la 

famille. L'histidine est un acide aminé particulier en raison de la propriété du noyau imidazole 

en tant que groupement à la fois donneur et accepteur d'électrons. Des résultats obtenus sur la 

sécrétion pancréatique chez le rat, le chat, le furet et le chien ont montré que les analogues [des 

Hisl]-sécrétine ou [Alal]-sécrétine ont un potentiel agoniste faible. Le noyau imidazole a 

ensuite été remplacé par un groupement fonctionnel pyrazole afin d'évaluer le rôle de 

l'ionisation dans l'activité du peptide (pKa respectifs de l'imidazole et du pyrazole : 6,9 et 

11 ,5). Le dérivé obtenu [Pyr (3) Ala 1 ]-sécrétine est un agonis te tout à fait comparable au 

peptide natif. L'énantiomère D ou des analogues ne possédant pas de groupements accepteurs 
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d'électrons (thiophène, phényle) ne sont pas potentiellement actifs. Par ailleurs, la N­

méthylation du noyau imidazole sur l'azote 'tou 1t conduit à des analogues totalement inactifs 

chez le furet. Ces résultats suggèrent que dans le cas d'une liaison hydrogène putative, 

l'imidazole serait plutôt un accepteur d'électrons puisque les deux analogues N-méthylés ne 

sont plus susceptibles d'engager une telle liaison (Voskamp D. et coll., 1982). Une autre étude 

réalisée en mesurant la pression artérielle chez le rat montre que le peptide 2-28 du VIP ne 

possède plus qu'une activité relative de 33% par rapport à celle du peptide natif. La même 

expérience réalisée in vivo en mesurant la pression des artères coronaires chez le lapin montre 

que le potentiel relatif du VIP(2-28) est encore plus faible (0,7%) (Fournier A. et coll., 1984). 

Des travaux réalisés sur trachée de cobaye ont montré également que ce peptide était incapable 

de déplacer le VIP radiomarqué de son récepteur et possède une activité intrinsèque faible (20% 

par rapport au VIP) (O'Donnell M. et coll., 1991). Les différents auteurs de ces travaux 

concluent leurs études en suggérant que Hisl ne semble pas essentiel pour l'activation du 

récepteur mais joue sans aucun doute un rôle important dans l'aff'mité. Des relations structure­

activité plus particulières au VIP ont abouti à des résultats tout à fait intéressants. Tout d'abord, 

des études ont tenté de déterminer les rôles respectifs des différentes structures ordonnées de la 

molécule. Ainsi, des fragments peptidiques ont été synthétisés et testés sur différents modèles 

pharmacologiques. On peut citer ici le travail de Bodanszky M. (1988) qui a émis l'hypothèse 

selon laquelle le VIP pourrait être une prohormone. La présence dans la séquence du VIP de 

deux doublets basiques (Argl4_Lys15 ou Lys20-Lys21) suggère un clivage possible pour 

générer des fragments peptidiques conservant toute l'activité du peptide. Aucune vérification 

n'a pu jusqu'à aujourd'hui étayer cette hypothèse. Par ailleurs, un travail réalisF avec un 

analogue de la sécrétine montre que le fragment 5-27 stimule l'activité de relaxation dans 

différents modèles pharmacologiques avec un potentiel similaire au VIP (Bodanszky M. et 

Natarajan S., 1978). Cette étude a permis de souligner le rôle important de Lys15 dans la 

discrimination des récepteurs du VIP et de la sécrétine. Sur les mêmes modèles 

pharmacologiques, l'équipe de Said a pu démontrer que le fragment 7-28 du VIP possédait une 

activité biologique proche du VIP. Par contre, les fragments plus petits, à la fois N- et C­

terminaux (1-10, 15-28, 18-28) ont des activités agonistes très faibles (Bodanszky M. et coll., 
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1977). Ces auteurs suggèrent que le récepteur du VIP pourrait posséder deux sites de 

reconnaissance indépendants l'un de l'autre. 

Une seconde approche des relations structure-activité est celle qui utilise des peptides 

chimériques synthétisés à partir des séquences N- et C-terminales de deux peptides 

apparentés. Les premières expériences réalisées dans ce sens ont étudié les propriétés 

immunologiques et biologiques d'hybrides dans lesquelles la séquence N-terminale de la 

sécrétine a été remplacée par des fragments de peptides apparentés tels que le VIP, le GIP ou le 

glucagon (Moroder L. et coll., 1980). Tout d'abord, les propriétés immunologiques de tous ces 

hybrides ne diffèrent pas de celles de la sécrétine, ce qui démontre que la partie N-terminale 

n'influence pas le déterminant antigénique de la molécule. Ensuite, différents systèmes 

biologiques ont permis de montrer que la modification de la partie N-terminale de la sécrétine 

entrainaît une perte d'affinité pour le récepteur de la sécrétine. Dans le cas de l'hybride VIP­

sécrétine, le seul changement apporté par le doublet A4-V5 à la place de G4-T5 augmente 

l'affinité de l'hybride pour le récepteur VIP (néanmoins cinquante fois plus faible que le peptide 

naturel). L'observation la plus intéressante réside dans la très faible affinité des autres 

composés GIP-sécrétine et glucagon-sécrétine (4.104 et 5.104 fois plus faible que le VIP). Ceci 

a été confirmé par d'autres auteurs sur un modèle de cellule épithéliale intestinale de rat. Une 

meilleure affinité du composé VIP-sécrétine pour le récepteur du VIP par rapport à la sécrétine a 

été mise en évidence (Prieto J.C. et coll., 1979). De plus, cette molécule est capable de stimuler 

la production d'AMPc intracellulaire alors que les autres hybrides n'ont aucun effet (Laburthe 

M. et coll., 1979). La conclusion d'une telle étude laisse supposer que la partie N-terminale de 

la sécrétine semble essentielle à l'activation du récepteur. Les auteurs de ces études suggèrent en 

fait que les récepteurs de la famille du VIP seraient plutôt composés de deux sites séparés, l'un 

permettant la liaison d'une partie du VIP et l'autre assurant le couplage à la protéine G. 

L'activation de l'adénylate cyclase ne pourrait être efficace qu'à partir de complexes VIP­

récepteur de forte affinité. Ainsi, des complexes de plus faible affinité et/ou rapidement 

réversibles seraient incapables de stimuler la protéine effectrice comme cela a d'ailleurs été 

montré par Williams et Lefk:owitz dans leur étude du récepteur~ adrénergique (1977). Des 
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résultats en contradiction avec ce qui vient d'être énoncé ont été obtenus pour une molécule 

hybride neurotensine-VIP où la partie N-terrninale du VIP (HSDA VF) a été remplacée par la 

structure KPRRP appartenant à la neurotensine. Cette molécule de synthèse possède une 

activité antagoniste du VIP sur des cellules de la moelle épinière avec une affinité dix fois 

supérieure au VIP. Par contre, elle est incapable de déplacer le 125I VIP des récepteurs situés 

sur les cellules lymphocytaires (Gozes Y. et coll., 1991). L'hétérogénéité des récepteurs est ici 

clairement démontrée et dans le cas des cellules de la moelle épinière, une bonne affmité pour le 

récepteur VIP n'implique pas une activation du système de transduction. Bien que très 

intéressantes, ces deux types d'approches ne permettent pas de conclure quant au rôle précis 

des différentes régions du VIP et a fortiori des différents acides aminés composant la séquence 

primaire. 

Le remplacement systématique de chaque acide aminé composant la séquence 

peptidique du VIP par une alanine a été effectué afin de repérer les groupements fonctionnels 

essentiels à la reconnaissance moléculaire du récepteur d'une part et à son activation d'autre 

part. Le potentiel des nombreux analogues synthétisés a été évalué par différents tests 

pharmacologiques in vitro et in vivo (O'Donnell M. et coll., 1991).Des délétions C-terminales 

du VIP ont tout d'abord été réalisées. Le fragment 1-26 conserve une affinité relativement 

acceptable bien que son activité soit fortement diminuée. Les délétions supplémentaires 

provoquent une perte presque totale à la fois de la liaison spécifique et de l'activité. Ensuite, les 

délétions N-terminales montrent que très rapidement les analogues tronqués (3-28) sont 

inactifs. Enfin, les différents résultats obtenus par le remplacement systématique des acides 

aminés par Ala ont permis aux auteurs de conclure que six acides aminés semblent essentiels à 

la fois dans les mécanismes de reconnaissance et d'activation du récepteur: Asp3, Phe6, Thr7, 

TyrlO, Tyr22 et Leu23. Par ailleurs, les acides aminés compris entre Thrll et Lys21 et qui 

forment la majeure partie de l'hélice 1t amphiphile ne semblent pas être impliqués dans 

l'activation du récepteur. D'autres analogues peptidiques ont également été synthétisés par cette . 
même équipe (Bolin D.R. et coll., 1993). La stratégie employée avait pour but de rigidifier la 

molécule en différents endroits tout en conservant une propriété agoniste. La cyclisation des 
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peptides de synthèse a été effectuée en remplaçant les acides aminés naturels par des résidus 

cystéine capables de former des ponts disulfure. Trois stratégies de synthèse ont suivi les 

critères suivants : 

(i). Positionnement des Cys autour du coude f3 putatif. 

(ü). Augmentation de la flexibilité des segments N-et C-terminaux par rapport à l'hélice 

centrale. 

(ill). Remplacement des résidus aromatiques par les cystéines. 

Les résultats obtenus sur l'inhibition de la liaison spécifique du 125I VIP ou sur la 

relaxation du muscle lisse de trachée de cobaye ont amené les auteurs à conclure de la façon 

suivante: 

(i). La partie N-terminale du peptide n'admet pas de rigidification modifiant la structure 

secondaire native du peptide: 

(ü). Les parties N-et C-terminales se replient sur la structure en hélice formant le corps 

rigide de la molécule. 

(ill). Le remplacement des résidus aromatiques par des Cys génère des peptides dont le 

potentiel agoniste est relativement faible par rapport au VIP. 

Cette étude a permis de retenir une structure analogue du VIP : Ac-[Lys12, Cys17, 

Val26, Cys28]-VIP qui possède un potentiel agoniste. Cette molécule a été testée pour son 

activité d'inhibition de la bronchoconstriction induite par l'histamine. Ce composé possède un 

caractère agoniste proche du peptide linéaire correspondant pris comme référence: Ac-[Lys12, 

Nle17, Val26, Thr28]-VIP. Dans ce test in vivo, l'évaluation de la dégradation des peptides par 

une mesure indirecte de leur durée d'action a confirmé l'hypothèse selon laquelle le peptide 

cyclique est beaucoup plus stable que son homologue linéaire. 
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IV .A.l.2. Discussion. 

li est clair qu'au vu de ces résultats, la conception rationnelle de molécules capables de 

mimer le VIP ne peut être envisagée qu'à partir d'hypothèses précises et volontairement 

restreintes. Nous avons donc choisi de focaliser notre attention sur la partie N-terminale du 

peptide. Le remplacement de cette structure (dix acides aminés) associée au reste de la séquence 

peptidique a pu être envisagé en tenant compte des différents résultats qui nous ont semblé les 

plus importants : 

(i). La conformation de la partie N-terminale du peptide semble très importante surtout 

en ce qui concerne la présence du coude J3 que semble influencer Hisl. L'analyse des résultats 

des relations structures-activités et de nos propres résultats de modélisation moléculaire nous 

incite à penser qu'au sein de cette structure ordonnée les groupements fonctionnels COOH de 

Asp3 et Asp8, phényl de Phe6 et OH de Thr7 sont tout à fait accessibles à la surface de la 

molécule et sont susceptibles d'interagir avec le récepteur. ~ 
\4/J]l' 

''··"",.., ...... .~ 
(ii). La conformation de l'hélice 1t amphiphile doit être préservée car, entre autres, elle 

permet à la molécule de se replier de façon à garder une bonne solubilité dans les solvants 

aqueux. En effet, nous avons pu remarquer que des analogues peptidiques du VIP, pour 

lesquels la partie 11-19 a été délétée, étaient complètement insolubles dans un milieu aqueux 

(Leroux F., 1992). 

(iii). La séquence C-terminale du peptide est semble-t-il très importante dans la 

reconnaissance et l'activation du récepteur. Cette structure ordonnée (Fournier A. et coll., 

1984) pourrait être responsable, selon notre hypothèse, de l'établissement des liaisons 

spécifiques avec les résidus des hélices transmembranaires du récepteur entraînant ainsi des 

changements conformationnels de ce dernier. 

En résumé, nous avons établi notre conception rationnelle selon un modèle d'adresse-

message. La partie N-terminale possède des acides aminés qui seraient plutôt'impliqués dans 
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l'affinité pour le récepteur alors que la partie C-terminale constituerait le segment interagissant 

avec la structure interne (hélices transmembranaires). 

Parallèlement aux études de relation structure-activité concernant le ligand, des 

chercheurs se sont intéressés au récepteur sur le plan moléculaire. L'objectif d'une telle étude a 

été de disposer de la séquence génomique du récepteur. De nombreux récepteurs couplés aux 

protéines G ont été ainsi clonés et séquencés (Hibert M.F. et coll., 1991; Findlay J. et 

Eliopoulos E., 1990). Une première étude concernant le clonage du récepteur VIP a été publiée 

en 1992 par l'équipe de Nagata S. (Ishihara T. et coll., 1992) qui a isolé l'ADN 

complémentaire du récepteur dans le poumon de rat. Une forte homologie de séquence avec le 

récepteur de la sécrétine, clonée par cette même équipe, a pu être observée (Ishihara T. et coll., 

1991). Une autre étude menée par Sreedharan S.P. et coll. (1993) a, de nouveau, mis en 

évidence un clonage du récepteur du VIP à partir de cellules épithéliales intestinales (HT29) et 

de tissus pulmonaire et rénal humains. Ce récepteur humain possède lui aussi une forte identité 

de séquence avec· le récepteur de la sécrétine. Les deux récepteurs du VIP ainsi clonés 

possèdent quant à eux 84% d'homologie et forment avec ceux de la calcitonine, de l'hormone 

parathyroïde et de la sécrétine une nouvelle famille de récepteurs couplés aux protéines G. Les 

expériences de mutagénèse dirigée ou de construction d'hybride du récepteur VIP sont 

probablement en cours. Bien que rien n'ait été publié, nous nous sommes intéressés à noter 

quelques caractéristiques communes à ces récepteurs de peptide amide appartenant à la famille 

de la sécrétine. 

Notre premier objectif a été de comprendre sur le plan moléculaire l'interaction VIP­

récepteur. C'est pourquoi, il était important de connaître la protéine réceptrice du VIP. Des 

caractéristiques spécifiques aux peptides amides ont pu être décelées grâce à l'aide scientifique 

de l'équipe de M. Hibert (Merrell Dow, Strasbourg). L'alignement des séquences peptidiques 

primaires des récepteurs couplés aux protéines G permet de visualiser des acides aminés très 

conservés parmi les différents récepteurs. Plus précisément, l'alignement de séquences des 

domaines transmembranaires permet de suggérer les positions clés de l'interaction VIP­

récepteur (Figure 40). 
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Tout d'abord, nous avons noté, en accord avec d'autres auteurs que l'intégrité du 

récepteur VIP dépendait de la présence de liaisons disulfure pour le site récepteur (Robberecht 

P. et coll., 1984; Ottaway C.A., 1992). L'importance des résidus cystéines, très conservés 

dans tous les récepteurs couplés aux protéines G (hélice 3 et boucle extracellulaire 2), 

s'explique par une probable interaction entre ces deux acides aminés soufrés. La Figure 41 

permet de visualiser cette liaison disulfure qui provoquerait le repliement de la boucle 

extracellulaire 2 sur une partie de la cavité réceptrice formée par les sept hélices 

transmembranaires. 
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Figure 40. Alignement de séquence des récepteurs du VIP, de la sécrétine, de la calcitonine clonés chez le rat et de l'hormone 

parathyroïde cloné chez l'opossum. L'optimisation de l'alignement a été réalisée par l'introduction de "gaps" dans la séquence. Les hélices 

transmembranaires potentielles sont indiquées par des numéros (1 à 7) et les acides aminés conservés sont encadrés, d'après Ishihara T. et 

coll., 1992. 
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D 

Figure 41. Représentation schématique du VIP (A) et de son récepteur à sept hélices 

transmembranaires (B). La conformation du peptide est représentée (N1 en coude~. hélice 

amphiphile et "épingle à cheveu"). Les septs hélices a transmembranaires sont représentées par 

leur axe principal, numérotées de 1 à 7; Les boucles extracellulaires schématisées, contiennent 

des zones à caractére hydrophobe (- ); Une cavité étroite de 15Â de profondeur est délimitée 

par des pointillés; Les acides aminés du VIP et du récepteur, succeptibles d'interagir, sont notés 

(code à une lettre); Les résidus proline sont notés différemment: o, d'après Hi bert M. et coll., 

(1993). 
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Outre ces résidus cystéines, l'analyse des acides aminés conservés montre, dans le cas 

général, que la partie N-terminale porte des sites de glycosylation (résidus asparagine) alors que 

la partie C-terminale porte des sites de phosphorylation (Ser et Thr) de même que la troisième 

boucle cytoplasmique. La partie transmembranaire possède le plus haut degré de conservation 

au sein d'un même groupe de récepteurs. En ce qui concerne les récepteurs de peptides amides 

tels que substance P, neurokinines, bombésine, galanine, sécrétine, le groupe de M. Hibert a 

pu remarquer l'importance d'acides aminés aromatiques positionnés sur différentes hélices 

transmembranaires. Ceux-ci sont probablement importants pour former une poche hydrophobe 

délimitant la cavité réceptrice : on peut ainsi remarquer, pour le récepteur du VIP et de la 

sécrétine, la conservation de Trp203 sur l'hélice 3, de Phe234 sur l'hélice 4, de Phe281 sur 

l'hélice 5 et de Phe322 sur l'hélice 6 (cf Figure 40). Une particularité des récepteurs de peptide 

amide réside dans la conservation de His dans le haut de l'hélice 6 transmembranaire. On ne 

retrouve ce résidu à cette position dans aucun autre récepteur ne reconnaissant pas de peptide 

amide. li est fortement suspecté que cet acide aminé puisse interagir avec la fonction amide C­

terminale de la molécule. Dans le cas des tachykinines, des études ont montré que des 

analogues des neurokinines A et B possèdant une fonction C-terminale acide présentent de 

faibles activités (Patacchini R. et coll., 1993). En ce qui concerne le VIP, aucune modification 

de l'activité n'a été constatée avec un peptide COOH (Fahrenkrug J. et coll., 1989). Ceci 

n'exclut pas que la fonction COOH terminale du VIP tout comme la fonction CONH2 puisse 

établir une liaison hydrogène avec le noyau imidazole de His325 du récepteur VIP. 

Si on essaie de concevoir l'interaction entre le VIP et son récepteur, il faut tenir compte 

de la profondeur de la cavité formée par les sept hélices transmembranaires (Hibert M. et coll., 

1993). Dans le cas du VIP, comme dans celui des autres peptides seuls cinq à six résidus sont 

capables de pénétrer dans ce puits. Il pourrait donc s'agir du segment C-terminal qui constitue 

dans notre hypothèse le message de la molécule. Le doublet Lys20-Lys21 se trouverait ainsi 

juste à la surface cellulaire. L'importance de ces résidus dans la reconnaissance moléculaire est 

suggérée par les résultats précédemment cités sur le peptide PACAP (Robberecht P. et coll., 

1992). Par ailleurs, par analogie avec la substance P dans laquelle on trouve un doublet Gln-
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Gln à la place des Lys, on a pu remarquer au niveau de l'hélice 7 du récepteur un doublet Gln­

Gln susceptible d'interagir avec les résidus du peptide. En ce qui concerne la cavité réceptrice 

du VIP, Ser257, Ser258, Asp334, Asn335 et Glu345 sont susceptibles d'interagir avec le peptide 

en formant des liaisons hydrogène voire salines. Les résultats obtenus par O'Donnell (1991) 

·viennent conforter cette hypothèse puisque le remplacement des résidus naturels de 11 à 22 par 

des alanines provoque des modifications dans l'affinité des analogues peptidiques. Les acides 

aminés chargés (face hydrophile de l'hélice) ont une influence plus marquée, c'est le cas 

notamment des deux lysines 20 et 21. Le rôle des autres acides aminés concernés (Arg12, 

Arg14, Lys15) pourrait être lié à une interaction soit avec la partie oligosaccharidique du 

récepteur soit avec les boucles extracellulaires. Quant à la partie N-terminale du peptide, elle 

pourrait interagir également avec les boucles extracellulaires afin de constituer les différents 

points d'ancrage permettant une bonne affmité pour le récepteur. 

IV.A.2. Résultats personnels. 

IV.A.2.1. Conception des molécules pseudopeptidiques. 

A partir des bases que nous venons d'énoncer, nous avons choisi de concevoir des 

molécules pseudopeptidiques dans lesquelles la partie N-terminale du VIP serait délétée pour 

être remplacée par un groupement non peptidique. Des critères ont été retenus; il s'agissait tout 

d'abord de mimer la conformation du segment peptidique et, dans un second temps, d'apporter 

sur cette structure rigide des groupements fonctionnels adéquats. L'objectif que nous nous 

sommes fixé était de concevoir des molécules capables de mimer d'une part la chaîne latérale de 

Phe6, et d'autre part différents acidek aminés hydrophiles présents dans la séquence du peptide: 

Asp3, Thr7 ou Asp8. L'effet agoniste recherché ne pouvait être obtenu que par l'addition du 

reste de la structure peptidique du VIP. 

Parmi les structures capables de mimer un coude ~, nous en avons sélectionné une qui 

avait déjà donné de très bons résultats pour de nombreux peptides tels que la gonadoliberine 

(LHRH), la Met-enképhaline, l'élédoïsine (tachykinine) ou la gastrine (Bali J.B. et Alewood 

P.F., 1990). Il s'agit d'une structure lactame qui permet de réduire la flexibilité 
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conformationnelle du peptide hors de la structure en coude p. En effet, comme le montre la 

Figure 42, la rigidification induit une liaison hydrogène contraignant la molécule à adopter 

une conformation n'admettant que très peu de degrés de liberté. Une analyse cristallographique 

a d'ailleurs confirmé l'existence de cette liaison hydrogène intramoléculaire pour des dérivés 

spirolactames (Genin M.J. et coll., 1993). 

Figure 42. Structure lactame. D'après Genin M.J. et coll., 1993. 

La substitution du noyau lactame par des groupements fonctionnels a été réalisée pour 

obtenir une structure capable de mimer différentes chaînes latérales du peptide naturel. Ainsi, 

nous avons additionné un groupement aromatique et une fonction acide afin de mimer les 

chaînes respectives de Phe6 et Asp8. Les raisons qui ont guidé ce choix ont déjà été énoncées 

pour le groupement aromatique. Il faut ajouter ici celles concernant la fonction acide. Tout 

d'abord, en raison de la structure lactame qui mime en fait un enchaînement d'un di- ou d'un 

tri-peptide (Ball J.B. et Alewood P.F., 1990), nous avons décidé de substituer du côté opposé 

au noyau aromatique la fonction COOH de Asp8. Ensuite, il était intéressant de comprendre si 

cette fonction latérale pouvait avoir un rôle dans la fixation au récepteur. C'est pourquoi nous 

avons effectué une pharmacomodulation de cette fonction acétate en la remplaçant soit par une 

chaîne carbonée occupant le même volume mais sans le caractère acide, soit plus simplement en 

délétant la structure isopropyle (le groupement méthyle permettant de conserver le carbone 

asymétrique). La Figure 43 définit trois dérivés lactames qui sont des pyrrolidinones 

substituées sur l'azote ou sur le carbone 3. C'est d'ailleurs grâce à cette seconde substitution 

que nous avons pu par l'intermédiaire de la fonction carbonyle fixer la chaîne peptidique 9-28 

du VIP. 



COOtBu 
1 
CH2 
1 

~ i'N-CH, 

<Q:>-cH,-<Y'%~ COOH 

Figure 43. Dérivés pyrrolidinones 
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La seconde structure employée est beaucoup plus originale dans la conception 

rationnelle de structures non peptidiques. En effet, elle provient de travaux réalisés dans notre 

laboratoire sur des structures ligands du petit sillon de l'ADN (Bailly C. et Hénichart J.P., 

1991; Bailly F., 1992). La nétropsine (Nt) ou la distamycine (Dst), deux chefs de file de la 

famille des antibiotiques de type pyrrole-amidine, possèdent des structures 

tridimensionnelles bien établies par RMN et par cristallographie (Turchin K.F. et coll., 1977). 

Succinctement, il est important de savoir que, dans le cas de Nt, l'ensemble bis-pyrrole n'est 

pas plan, les deux noyaux pyrrole formant un angle dièdre de 20° (Berman H.M. et coll., 

1979). Globalement Nt et Dst présentent une courbure particulière de leur squelette 

oligopeptidique (Figure 44). 
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HN 
HN 

Figure 44. Structures de la Nétropsine et de la Distamycine. 

Celle-ci résulte de la répulsion stérique entre le groupement méthyle des pyrroles et les 

carbonyles des liaisons pseudopeptidiques adjacentes (Manning M.C. et Woody R.W., 1986). 

L'élaboration de nos propres molécules a été réalisée en substituant les groupements 

méthyle par des chaînes carbonées plus longues ne modifiant vraisemblablement pas la 

conformation de la structure bis- ou tris-pyrrole. De la même manière que dans la première série 

de molécules pseudopeptidiques, nous avons substitué un azote pyrrolique par un groupement 

benzyle dans le but de permettre à la molécule d'interagir avec une zone hydrophobe 

hypothétique du récepteur. Le pyrrole couplé en position C-terminale par rapport au premier 

cycle aromatique précédent n'a volontairement pas été substitué. En effet, comme nous le 

verrons dans le chapitre suivant, l'apport de la modélisation moléculaire a été d'une aide très 

précieuse pour influencer notre synthèse. En raison de la position du groupement NH 

pyrrolique dans le même environnement qu'occupe la fonction hydroxyle de Thr7, nous avons 

supposé que ces deux groupements étaient équivalents en tant que donneurs de liaison 
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hydrogène (accepteurs d'électron). Le troisième pyrrole en position N-terminale peut quant à lui 

être substitué par un groupement fonctionnel mimant la chaîne latérale de Asp3 (Figure 45). 

0 

v~ 
NH 

0 
NH 

Figure 45. Dérivé pyrrole 

Comme nous le verrons au cours des résultats présentés ci-dessous, la synthèse de tels 

composés a posé quelques problèmes quant à la substitution des noyaux pyrroles. La stratégie 

de synthèse du pyrrole substitué par une fonction acétate n'ayant pu aboutir, nous avons donc 

utilisé le groupe bis-pyrrole pour synthétiser un pseudopeptide par l'adjonction de la séquence 

peptidique 11-28 du VIP. Enfin, dans le but de montrer l'importance du groupement 

aromatique dans cette structure, nous avons synthétisé un pseudopeptide ne possédant de 

substitutions sur aucun des deux pyrroles. 
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IV A.2.2. Modélisation moléculaire 

L'utilisation de l'outil informatique s'est révélée une fois encore très importante quant 

aux informations fournies pour orienter la synthèse de dérivés analogues du VIP. En effet, sur 

la base à la fois de la modélisation moléculaire du fragment 1-10 et de certaines données issues 

des relations structures-activités, nous avons tenté d'évaluer le potentiel des différentes 

molécules capables de mimer certains groupements fonctionnels de la partie N-terminale du 

VIP. 

#Génération de l'espace conformationnel des molécules non peptidiques. 

Les molécules dérivées de la pyrrolidinone et les dérivés pyrroles ont été construits et 

optimisés de la même manière que le peptide 1-10. L'espace conformationnel a été produit par 

une technique aléatoire générant différents conformères ("random search"). Pour chaque dérivé 

pyrrole, nous avons obtenu 590 conformères alors que les dérivés de la pyrrolidinone en ont 

généré 300. Chaque conformation a été optimisée par la méthode précédemment décrite pour le 

segment peptidique. 

# Recherche de la superposition entre les dérivés non peptidiques et le fragment 1-10 du 

(a). Superposition entre les dérivés pyrroles et le VJP(l-1 0 ). 

La recherche des superpositions possibles entre les dérivés pyrroles et le VIP(l-10) a été 

menée systématiquement (macrocommandes) afin de répertorier toutes les possibilités ajustant 

vingt atomes communs entre les deux molécules à un niveau maximum de RMS de 2,5. Parmi 

les quelques solutions trouvées, nous avons gardé la plus proche de nos données de RMN. En 

effet, seule cette structure répondait aux critères suivants : 

(i). Présence d'un coude~ de type III dans la partie 2-5 du peptide. 

(ii). Initiation d'une structure en hélice dans la partie 7-10 du peptide. 

(iii). Conformère énergétiquement le plus stable. 
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Cette solution retenue a été optimisée dans un multifit (fit flexible de SYBYL) portant 

sur seize ou vingt-deux paires d'atomes pour respectivement le bis-pyrrole ou le tris-pyrrole. La 

procédure du multifit permet d'optimiser à la fois la géométrie des molécules isolées et d'ajuster 

la superposition des molécules par les atomes sélectionnés afin de réduire l'énergie totale. Les 

atomes impliqués sont les suivants et les résultats obtenus sont présentés sur les Figures 46 et 

47. 

bis- rrole 

Carboxamide terminal (3 atomes) 

Amine terminale ( 1 atome) 

Benzyle (7 atomes) 

Liaison peptidique (3 atomes) 

tris- rrole 

Carboxamide terminal (3 atomes) 

Amine terminale ( 1 atome) 

Carboxylate (3 atomes) 

Benzyle (7 atomes) 

Liaisons peptidiques (2x3 atomes) 

Amine pyrrolique (2 atomes) 

(b). Multiflt entre les dérivés pyrrolidinone et le VIP( 1-10). 

A partir de la structure peptidique optimisée précédémment, nous avons réalisé un 

multifit entre chacun des dérivés pyrrolidinone et le fragment 1-10. Afin de conserver 

l'homogénéité de la structure peptidique, seule la conformation du dérivé pyrrolidinone était 

susceptible d'être modifiée dans cette procédure. Le multifit a été réalisé cette fois sur vingt et 

un, vingt-deux ou vingt et une paires d'atomes pour respectivement les dérivés pyrrolidinone 1, 

2 ou 3 (cf. Figure 43). Le détail de ces atomes impliqués est le suivant: 



Dérivé rrolidinone 1 

Carboxamide terminal 

(3 atomes), 

Liaisons peptidiques 

(2x3 atomes) 

Acétate ( 4 atomes) 

Phényl (6 atomes) 

Carbones asymétriques 

(2 atomes) 

Dérivé olidinone 2 

Carboxamide terminal 

(3 atomes) 

Liaisons peptidiques 

(2x3 atomes) 

Isobutyle (4 atomes) 

Benzyle (7 atomes) 

Carbones asymétriques 

(2 atomes) 

Dérivé · olidinone 3 

Carboxamide terminal 

(3 atomes) 

Liaisons peptidiques 

(2x3 atomes) 

Methyle (4 atomes) 

Phényle (6 atomes) 

Carbones asymétriques 

(2 atomes) 

Les Figures 48, 49 et 50 représentent les différentes superpositions résultantes. 
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Les conformations des différentes molécules ainsi obtenues ne s'écartent pas plus de 10 

kcal/mol des conformères d'énergie minimum globale, ce qui nous est apparu tout à fait 

acceptable. 
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IV.B. REALISATION ET POTENTIEL PHARMACOLOGIQUE DES 

PSEUDO PEPTIDES. 

IV.B.l. Synthèse. 

La synthèse des pseudopeptides a utilisé les méthodes de chimie organique en phase 

solide et en phase liquide. La phase solide a permis de réaliser la synthèse de la partie 

peptidique commune à tous les dérivés (cf§ Partie expérimentale). Deux stratégies de synthèse 

en phase liquide ont été choisies afin d'obtenir les composés dérivés de la pyrrolidinone d'une 

part et ceux dérivés du pyrrole d'autre part. 

IV.B.l.l. Dérivés de la pyrrolidinone. (voir p. 148) 

Cette première série de molécules a été réalisée suivant le Schéma 1. Les trois 

dipeptides (6), (7) et (8) ont été obtenus à partir d'acides aminés commerciaux selon la 

méthode de couplage classique de synthèse peptidique en phase liquide : méthode 

dicyclohexylcarbodiimide/1-hydroxybenzotriazole ou DCC/HOBt. 

Chaque dipeptide est cyclisé selon la méthode décrite par Williams B.J. et coll. (1993) 

pour obtenir des dérivés de la pyrrolidinone (1), (9) et (10). Les composés COOH libre (9) et 

(10) sont estérifiés dans le méthanol saturé par l'acide chlorhydrique gazeux. La fonction amine 

est déprotégée afin d'y amener le groupement aromatique par une N-substitution à l'aide du 

chlorure de phénacétyle en présence de triéthylamine pour conduire à l'obtention des dérivés 

(13) et (14). Enfin la saponification en milieu méthanolique concentré permet d'obtenir les 

composés (2) et (3). 



H 

~ -CH -o-c-J-cH-COOH 
~ 2 

Il 1 
0 CH2 

1 
CH2 
1 
s 
1 
CH3 

+ 

t DCC/HOBt 

COOtBu 
1 

H 0 CHz 
1 Il 1 

CH -O-C-N-CH-C-N-CH-COOCH3 2 Il 1 1 

Schéma la. Synthèse du composé 1. 

0 CH2 H 
1 
CH2 
1 
s 
1 (6) 
CH3 

(1) 
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CH3 H 
1 1 

H3C-C--ü-C-N -CH -COOH 
1 Il 1 
CH3 0 CH2 

1 
CH2 
1 
s 
1 
CH3 DCC/HOBt 

+ 
)lo 

(2) 

Schéma lb. Synthèse du composé 2. 

Na OH, 

... 
MeOH 

(9) 

(11) 

l CJI5CH2COCI, TEA 

(13) 
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TH3 ~ ~ TH3 
H3C -cr-o-h-N -TH -C-tt -CH -COOCH3 

DCCIHOBt 

+ 

Schéma le. Synthèse du composé 3. 

CH3 0 CH2 H 
1 
CH2 
1 
s 
1 (8) 
CH3 

(10) 

t MeOH,HCI 

(12) 

t C6IL;CH2COCI , TEA 

CH3 
1 

0 !"N-CH 

\Q)--CH2~~ 'cooœ, 

(14) 

t NaOH,MeOH 

CH3 
1 

)( I"N-CH,COOH 

CH2 N~ 
H o 

(3) 
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IV.B.l.2. Dérivés pyrroliques. (voir p. 160) 

L'obtention des molécules bis- et tris-pyrrole nécessite tout d'abord la synthèse des 

cycles pyrroles non substitués sur l'azote. Ainsi le Schéma ll présente l'élaboration du cycle 

pyrrolique, puis après substitution de l'azote cyclique, des couplages de type peptidique ont été 

réalisés afin d'obtenir les composés (4) et (5) désirés. 

A partir de l'acide mucobromique commercial, on prépare le nitromalonaldéhyde (15) 

selon le protocole décrit par Fanta P.E. (1952). La formation du pyrrole 4-nitro 2-

méthoxycarbonyle (16) est obtenue par condensation du dérivé (15)_ et du chlorure 

d'ammonium de l'ester méthylique de glycine. Une réduction en présence de nickel de Raney 

sous faible pression d'hydrogène du dérivé (16) conduit au pyrrole 4-amino 2-

méthoxycarbonyle (17). Celui-ci peut être soit isolé sous forme de chlorhydrate afin de le 

stocker, soit mis en réaction avec un groupement protecteur temporaire classique des fonctions 

amines, le groupement tertiobutyloxycarbonyle (BOC). On accède ainsi au pyrrole 4-

(tertiobutyloxycarbonylamino) 2-méthoxycarbonyle (18). 

A partir du dérivé pyrrole (18), trois voies de synthèse ont permis d'obtenir chaque 

monomère désiré. 

(a). La saponification de (18) en milieu méthanolique conduit au dérivé (19) qui peut 

être couplé au dérivé (17) pour former la molécule bis-pyrrole non substituée (20). Le produit 

fmal (4) est obtenu après une nouvelle saponification. 

(b). La substitution du dérivé (18) par le chlorure d'acétonitrile (passage par un sel de 

sodium intermédiaire) conduit au dérivé (21). Le dérivé (22) n'a pu être obtenu en raison des 

conditions de saponification trop agressives. Un mélange de composé diacide, amino-acide et 

du produit (22) n'a pu être séparé. 

(c). La substitution du composé (18) par le chlorure de benzyle conduit au dérivé 

pyrrole N-benzylé (23). La saponification suivie du couplage avec le dérivé (17) conduit au 

composé (25) attendu. Une nouvelle saponification en milieu méthanolique permet d'obtenir le 

second dérivé bis-pyrrole (5). 



OHC COOH 

yH, H 

' 1 C=C 
1 ' Br Br 

l DCCJHOBt 
pyrrole 4-am.ino 
2-méthoxycarbonyle 

(20) 

H,c-c-o....,_N H 

1 Il ~~-aCOOH CH, 0 ~ ~ N ""'= 
~ NH 

~ 0 

(4) 
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"•0 
0

"'~cooœ, ~ "'"0--coOCH, 
1/ HCI, H2NCH2COOCH, H2, Ni Raney 1'1 

(15) 2/NaOH (16) (17) 

f NaOH,MeOH 
~ NaOH,MeOH 

~ NaOH,MeOH 

Schéma II. Synthèse des composés 4 et 5. 
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La synthèse finale des dérivés pseudopeptidiques a été réalisée en phase solide en 

utilisant un protocole de couplage utilisant un réactif de couplage différent. Il s'agit du 

BOP/DIPEA ou hexafluorophosphate de benzotriazol N-Oxytrisdiméthylamino phosphonium 

en présence de diisopropyléthylamine. Cinq pseudopeptides ont été synthétisés : 

(i). 3 dérivés de la pyrrolidinone ont été couplés au segment 9-28 du VIP 

préalablement synthétisé en phase solide (cf§ Synthèse peptidique en phase hétérogène) pour 

donnerrespectivement: 

(1)-VIP(9-28) = pseudopeptide I 

(2)-VIP(9-28) = pseudopeptide II 

(3)-VIP(9-28) = pseudopeptide III 

(ii). 2 dérivés bis-pyrrole ont été couplés au segment 11-28 du VIP. Nous avons 

obtenu ainsi : 

(4)-VIP(11-28) = pseudopeptide IV 

(5)-VIP(ll-28) = pseudopeptide V 

Ces différents pseudopeptides ont été ensuite purifiés par chromatographie liquide 

haute performance (CLHP) (cf§ Purification des analogues du VIP), avant d'être analysés en 

spectrométrie de masse (FAB). 



IV.B.2. Potentiel pharmacologique : déplacement du VIP radiomargué et 

production d' AMPc. 

IV.B.2.1. Modèle des cellules de neuroblastome. (voir p. 141 et 145) 
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Les résultats présentés ici ont été réalisés sur les deux lignées de neuroblastome. 

Comme nous le verrons, peu de différences sont à noter concernant le comportement de ces 

deux types cellulaires face aux molécules apparentées au VIP. C'est pourquoi nous avons 

choisi de présenter nos résultats simultanément afin d'éviter les répétitions. 

Dans un premier temps, le déplacement du 125I-VIP par les pseudopeptides de synthèse 

apporte les premiers résultats quant à l'affinité relative de ces composés (Figure 51). 

Les dérivés pseudopeptidiques ont été testés sur les deux lignées cellulaires. Tout 

d'abord, les dérivés de la pyrrolidinone et du pyrrole sont capables de déplacer le 

125I-VIP de son récepteur sur les deux lignées cellulaires avec des potentialités différentes. La 

Figure 51 montre que le dérivé de la pyrrolidinone 1 et et le dérivé bis- pyrrole substitué 

semblent avoir un potentiel inhibiteur de la fixation du 125I-VIP plus important que les autres 

analogues. Les valeurs d'IC50 des cinq pseudopeptides ont été réunies dans le Tableau 

suivant: 

VIP 1 II III IV v 
IC50 (M) 0,40.10-9 3.10-7 8.10-7 8.10-7 10-6 2.10-7 

La comparaison des IC50 des pseudopeptides de synthèse et du fragment 10-28 du VIP 

(IC50 = 10-6M), cf page 88, montre que l'affinité relative des composés I, II, III et V est 

augmentée contrairement au composé IV [bis-pyrrole-VIP(10-28)]. Il est à noter que tou 

comme le VIP(l-11) les molécules non peptidiques (1 à 5) ne présentent aucune affinité 

détectable pour le récepteur VIP. 
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Figure 51. Déplacement du 125J. VIP par les pseudopeptides de synthèse. 

(+),dérivés non peptidiques (1 à 5); Pseudopeptides (D), 1; (•), Il; (~ ), III; 

(0), IV; (+),V; (0), VIP. 
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Ces molécules ont été testées pour leur capacité à stimuler l'activité de l'adénylate 

cyclase. Parmi ces cinq composés, un seul est capable de stimuler la production d'AMPc 

intracellulaire. Le pseudopeptide V est un agoniste du VIP sur les lignées cellulaires de 

neuroblastome SK-N-SH et LA-N-2. Cette stimulation a été mesurée de façon dépendante de la 

concentration comme le montre la Figure 52. 
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Figure 52. Production d'AMPc induite par le VIP (C) et le pseudopeptide V.(~). 
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La concentration minimale pour obtenir une réponse significative est de 1 o-8M tout 

comme pour le peptide naturel. Néanmoins, la stimulation reste à un niveau inférieur à celui 

induit par le VIP. La valeur de l' EC50 calculée est de 2,0 1Q-7M. En ce qui concerne les autres 

pseudopeptides, un effet antagoniste a pu être mesuré pour chacun des composés. La Figure 

53 montre que l'inhibition de la synthèse d'AMPc induite par le VIP est obtenue pour des 

concentrations au moins dix fois supérieures à celle du peptide. 
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Figure 53. Inhibition de la production d'AMPc induite par le VIP sur les cellules 

LA-N-2. 

Le fragment 1-11 n'a aucun effet détectable sur la production d'AMPc irlduite par le 

VIP. Par contre, le VIP (10-28) est capable de réduire la production d'AMPc intracellulaire 

induite par le peptide naturel sur les cell~les SK-N-SH (52% à 1Q-6M et 78% à 1Q-5M) et sur 

les cellules LA-N-2 (60% à 10-6M et 80% à 1Q-5M). Les résultats obtenus sur les dérivés de la 

pyrrolidinone (1), (2) et (3) et les dérivés pyrroles (4) et (5) n'ont pas été surprenants. En 

effet, aucun de ces composés n'est pas capable d'inhiber la stimulation de l'adénylate cyclase 

induite par le VIP. Les composés pseudopeptidiques (I à V) sont des antagonistes du VIP sur 
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production d'AMPc mais aucune différence significative avec le fragment 10-28 n'a pu être 

obtenue. 

#Discussion. 

L'analyse de ces résultats montre clairement différents points : 

(i). Tous les pseudopeptides, à l'exception du composé IV, ont une affinité qui semble 

meilleure que le segment 10-28 seul. Il apparaît donc que l'addition d'une structure ordonnée 

capable de remplacer partiellement la partie N-terminale du peptide soit importante pour la 

reconnaissance avec le récepteur. A l'intérieur d'une même série, une relation structure-affinité 

peut être avancée. La pharmacomodulation réalisée sur la chaîne latérale mimant la fonction 

COOH de Asp8 laisse supposer une importance relative de cette fonction acide par la fixation au 

récepteur. La délétion de celle-ci diminue sensiblement l'affinité de la molécule mais son 

remplacement par un groupe volumineux ne semble pas altérer outre mesure cette affinité. La 

différence d'affinité est beaucoup plus nette si on compare les dérivés bis-pyrroles. Le squelette 

bis-pyrrole améliore l'affinité de la molécule. Ceci nous avait été suggéré par la modélisation 

moléculaire. En effet, les liaisons peptidiques ainsi que l'azote cyclique du pyrrole situé en C­

terminal étaient dans le même environnement que les groupements homologues dans le peptide 

naturel. L'apport d'un noyau aromatique capable de mimer la chaîne latérale de Phe6 améliore 

sensiblement l'affinité (x5), ce qui témoigne de l'importance majeure de cette substitution sur le 

pyrrole N-terminal. 

(ii). L'effet antagoniste obtenu pour tous les pseudopeptides nous permet de confirmer 

l'affinité relative de ces molécules pour le récepteur VIP. Le résultat le plus intéressant réside 

dans l'effet agoniste partiel du pseudopeptide V. Bien que les affinités relatives des 

pseudopeptides 1 et V soient tout à fait similaires, la stimulation de l'adénylate cyclase n'a pu 

être observée que pour le dérivé bis-pyrrole. La comparaison des deux structures non 

peptidiques est très délicate car à part le noyau aromatique probablement placé dans le même 

environnement dans les deux pseudopeptides, aucune ressemblance ne peut être avancée. 

L'apport du second pyrrole qui permet de mimer à la fois la conformation du peptide et un 
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groupement donneur de liaison hydrogène (OH de Thr7) ne peut être considéré comme 

l'élément primordial·à l'activité du pseudopeptide. En effet, le pseudopeptide IV qui possède la 

bonne conformation et qui présente le groupement donneur de liaison hydrogène a une affinité 

identique au VIP(10-28) sans être capable d'activer l'adénylate cyclase. 

IV.B.2.2. Modèle des cellules épithéliales de trachée de cobaye. (voir p. 141 

et 146) 

La production d'AMPc intracellulaire stimulée par le VIP ne semble pas être modifiée ni 

par le VIP(l-11) ni par le VIP(l0-28). La faible affinité du fragment 1-11 pour les récepteurs 

des cellules épithéliales ne semble pas suffisante pour empêcher l'activation de l'adénylate 

cyclase par le peptide entier. Néanmoins, nous avons testé ce peptide sur notre modèle d'organe 

isolé (anneaux de trachée) afin d'observer un éventuel effet du VIP(l-11) ou du VIP(l0-28) sur 

la relaxation du muscle lisse n'ayant pas à notre disposition de culture primaire de cellules 

musculaires. Sur le tissu entier, le peptide naturel a été placé dix minutes après le segment N­

terminal à une concentration induisant 50% de la réponse maximale (1Q-7M). Le VIP(l-11) a été 

testé à deux concentrations 50 fois et 100 fois plus fortes que le VIP. L'effet inhibiteur du 

VIP(l-11) a pu être constaté pour une concentration de 1Q-5M. Le fragment 10-28 n'a par 

ailleurs donné aucun résultat sur la relaxation induite par le VIP. Cet effet antagoniste du 

segment 1-11 sur la relaxation du muscle lisse né peut pas s'expliquer par une inhibition de la 

synthèse d'AMPc induite par le VIP sur les cellules épithéliales de la trachée. D'ailleurs, les 

mêmes expériences réalisées en absence d'épithélium ont permis de montrer que cette inhibition 

de la relaxation était indépendante de l'épithélium. D'autres récepteurs VIP situés sur les 

cellules musculaires lisses pourraient donc reconnaître la partie 1-11 du peptide avec plus 

d'affinité, ce qui pourrait expliquer le résultat obtenu. 

Les molécules de synthèse dérivées de la pyrrolidinone ou du pyrrole sont incapables de 

déplacer la liaison spécifique 125I-VIP-réceptt:ur. D'autre part, ces composés ne se sont pas 

révélées potentiellement actifs sur la production d'AMPc induite par le VIP. En ce qui concerne 

les dérivés pseudopeptidiques, des expériences de compétition ont permis de montrer l'affinité 
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relative de ces composés pour le récepteur du VIP (Figure 54). Les affinités relatives sont très 

faibles puisqu'en comparaison avec le VIP (IC50 = 3,5nM), seul le pseudopeptide V semble se 

distinguer des autres pseudopeptides pour déplacer le peptide radiomarqué. 
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Figure 54. Déplacement du 125I-VIP par les fragments du VIP et par les pseudopeptides. 

Pseudopeptides (0), I à IV;(+), V; (C), VIP; (D), VIP(l-11); (+), VIP(l0-28). 

L'activité potentielle de ces composés sur la production d'AMPc intracellulaire n'a pas 

permis de montrer de façon significative ni un effet agoniste ni un effet antagoniste pour les 
... 

pseudopeptides I, II, III et IV. Seul le composé V semble capable d'inhiber la stimulation de 

l'adénylate cyclase induite par le VIP (Figure 55). 
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Figure 55. Inhibition de la production d'AMPc induite par le VIP. 

# Discussion. 

Le modèle cellulaire épithélial de trachée permet de suggérer l'hétérogénéité des 

récepteurs VIP. Il semble que celle-ci existe à l'intérieur même du tissu trachéal. Le fragment 1-

11 qui possède une faible affinité vis-à-vis des récepteurs VIP épithéliaux est néanmoins 

capable d'inhiber la relaxation des cellules musculaires lisses induite par le VIP sur ce même 

tissu. Le segment 10-28 ne semble pas être reconnu ni par les récepteurs des cellules 

épithéliales ni par ceux des cellules musculaires. Ceci conforte notre hypothèse selon laquelle la 

partie adresse du peptide se trouverait plutôt dans la séquence N-terminale, du moins en ce qui 

concerne les récepteurs appartenant aux voies respiratoires. 

Les résultats partiels obtenus avec les pseudopeptides de synthèse ne nous permettent 

pas de discuter sur d'éventuelles relations structure-affinité ou structure-activité. Le 

pseudopeptide V est le seul à avoir une activité antagoniste sur la production d'AMPc induite 

par le VIP; ce qui confirme l'intérêt d'une structure bis-pyrrole et sans doute de la présence 

d'un groupement aromatique capable de mimer en partie la structure N-terminale. L'affinité de 

celui-ci n'est cependant pas suffisante pour induire un effet agoniste. 



CONCLUSION 
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Concevoir de manière rationnelle des agonistes non peptidiques du VIP peut être d~une 

grande utilité en thérapeutique au moins dans deux domaines, celui du cancer en particulier 

pour le traitement des neuroblastomes, celui des affections pulmonaires, en particulier pour le 

traitement de l'asthme. 

·Pour atteindre un tel objectif, il était nécessaire d'élaborer un certain nombre de 

structures pseudopeptidiques conçues sur la base d'une bonne connaissance de la 

conformation du VIP et de relations structure-activité et de tester leur activité sur des modèles 

pharmacologiques adaptés. 

L'hypothèse initiale, volontairement simplifiée, d'une notion d'adresse et de message 

nous a conduit à tenter d'élaborer dans un premier temps des molécules où la partie 

N-terminale du peptide était remplacée par des structures supposées résistantes face aux 

protéases. La conformation du peptide et les groupements fonctionnels susceptibles d'être les 

"points d'ancrages" indispensables à la reconnaissance moléculaire ont constitué nos critères 

de travail dans le cadre d'un "Drug Design" peptidique du VIP. Une telle démarche nécessitait 

différentes étapes successives qui nous ont amenés à étudier d'une part les modèles 

pharmacologiques sur le plan cellulaire et moléculaire et, d'autre part, l'aspect 

conformationnel du fragment N-terminal à la fois par une étude spectroscopique et une étude 

de modélisation moléculaire. Les résultats sont assez encourageants et permettent, 

essentiellement sur le modèle du neuroblastome, la mise en évidence de relations structure­

affinité ou structure-activité concernant cette partie N-terminale et notamment sur 

l'importance de certains groupements fonctionnels dans la séquence peptidique du VIP. Dans 

chaque série de molécules, la présence de la fonction benzylique semble indispensable pour 

améliorer l'affinité des composés synthétiques mais ne suffit pas pour obtenir une affinité 

voisine de celle du peptide entier. La série des composés dérivés de la pyrrolidinone suggére 

une importance relative du groupement COOH porté par Asp8 dans le peptide. En effet, la 

pharmacomodulation envisagée à partir des résultats de modélisation moléculaire montre que 

la présence d'une fonction acétate améliore sensiblement l'affinité du composé. Néanmoins, 

son remplacement par un groupement encombrant (isobutyle) conduit à un composé dont 
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l'affinité diminue de moitié. Les résultats issus de la série des dérivés du pyrrole montrent des 

différences d'affinité et d'activité plus prononcées. Le pseudopeptide IV est un antagoniste du 

VIP tout comme le fragment 10-28. La substitution du noyau pyrrolique N-terminal conduit à 

un composé (V) possédant une ICso 5 fois plus faible mais surtout conduit à un agoniste 

partiel. 

Ces résultats peuvent paraître encore partiels et des recherches très systématiques sont 

encore nécessaires pour améliorer cette modélisation de la partie N-terminale du peptide. lis 

ont pourtant permis de mettre en évidence un autre aspect du problème à savoir la nécessité 

de disposer de plusieurs modèles pharmacologiques pour pouvoir prendre en compte 

l'hétérogénéité des récepteurs du VIP. 

Afin d'apprécier l'intérêt pharmacologique de nos molécules, nous avons choisi deux 

modèles représentant deux cibles totalement différentes pour le VIP en terme de réceptologie, 

de transmission de message et de réponse cellulaire. Ceci nous a permis de penser qu'une 

élaboration de molécules agonistes du VIP pouvait amener à une relative sélectivité vis-à-vis 

du type cellulaire ou tissulaire. Nos résultats ont montré des différences notables entre les 

deux modèles. Les fragments peptidiques du VIP ont des différences d'affinités relatives selon 

le type cellulaire considéré. Ceci est d'ailleurs documenté par différents auteurs sur d'autres 

modèles cellulaires (Gozes Y., 1991). Les pseudopeptides de synthèse telle N-benzyl (bis­

pyrrole)-VIP(11-28) ont également démontrer une hétérogénéité de récepteurs. Ce composé, 

le plus actif des deux séries de synthèse, possède un caractère d'agoniste partiel sur les 

cellules de neuroblastome alors qu'il présente un effet antagoniste sur les cellules épithéliales 

de trachée. 

Parallélement à "l'optimisation" de la partie N-terminale du VIP, deux volets majeurs 

restent à aborder afin d'obtenir une structure plus satisfaisante d'un point de vue 

thérapeutique. En premier lieu, la nature pseudopeptidique de nos molécules ne permet pas 

d'envisager une parfaite résistance vis à vis des protéases, c'est pourquoi il sera nécessaire 

d'envisager une simplification ultérieure du reste de la molécule. La structure médiane 

hélicoïdale du VIP pourrait être remplacée par une structure conservant à la fois la 
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conformation et le caractère amphiphile indispensable au maitien d'une bonne solubilité des 

composés de synthèse et à l'affinité relative à la molécule (par stabilisation à la surface 

membranaire). L'apport de la modélisation moléculaire et de l'expérience acquise au 

laboratoire (Hamy F., 1991) pourrait nous permettre d'aborder cette seconde simplification de 

la structure peptidique. 

Un second volet d'étude concerne la recherche de la ou des zone(s) de clivage du 

peptide. L'hypothèse selon laquelle les doublets basiques Arg14-Lys15 ou Lys20-Lys21 

seraient des cibles privilégiées de peptidases permet d'envisager l'élaboration d'une stratégie 

double de "drug design" (Bodansky M. et coll., 1979). En effet, afin d'empêcher une telle 

dégradation , il est possible d'une part de suggérer une modélisation de la structure peptidique 

correspondant à cette zone de clivage et d'autre part de concevoir des structures non 

peptidiques susceptibles de mimer le fragment résiduel du VIP. Dans le premier cas, il 

pourrait s'agir de molécules possédant une durée d'action prolongée. Dans le second, de telles 

structures pourraient se révéler de bons inhibiteurs des peptidases spécifiques du VIP. 

Cette approche pharmacochimique qui consiste à se détacher de la séquence 

peptidique et à ne prendre en compte que la structure conformationnelle offre un réel intérêt 

pour l'étude des groupements fonctionnels essentiels à la reconnaissance et/ou à l'activité. 

Bien que les résultats du présent travail montrent que les pseudopeptides de synthèse décrits 

ont une affinité voire une activité plus faible que le peptide natif, nous avons clairement 

démontré qu'une structure bis-pyrrole N-benzylée est capable de remplacer en partie 

l'enchaînement peptidique du fragment N-terminal du VIP. L'originalité du travail réside dans 

l'utilisation d'outils et de techniques complémentaires à l'interface entre la chimie de synthèse 

et la pharmacologie. Ce type de démarche présente l'intérêt supplémentaire de pouvoir être 

applicable à bon nombre de peptides appartenant à la famille du VIP, comme elle a été 

appliquée à d'autres peptides d'intérêt pharmacologique. Les données concernant le récepteur 

du VIP qui seront dans un proche avenir disponibles, restent des éléments indispensables pour 

concevoir de nouvelles structures. 



PARTIE EXPERIMENTALE 
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1- CULTURE CELLULAIRE 

1-1. Cellules de neuroblastomes 

Les cellules SK-N-SH sont cultivées en monocouche dans un milieu minimum essentiel 

(MEM, Gibco) conten~t des antibiotiques (pénicilline 100 UI/ml; streptomycine 100 IJ.g/ml), 

du sérum de veau foetal (10%), du bicarbonate de sodium (1,34 mg/ml) ainsi que 1% deL­

glutamine et 1% d'acides aminés non essentiels. Les cellules sont placées à 37°C sous 

atmosphère humide contrôlée (5% C(h). Le milieu de culture est renouvelé tous les deux jours. 

Les cellules LA-N-2 sont cultivées en monocouche dans un milieu Leibovitz L-15 

(Gibco) additionné de façon identique de sérum de veau foetal, de L-glutamine et 

d'antibiotiques. Elles sont placées dans une étuve à 37°C sous une atmosphère humide non 

enrichie en C02. 

Les cellules SK-N-SH et LA-N-2 ont été obtenues respectivement chez le Dr. C. Lagrou 

(Institut Pasteur, Lille) et le Dr. R. Massarelli (unité CNRS de neurochimie, Strasbourg). 

1-2. Cellules épithéliales de trachée de cobaye 

La technique d'obtention d'une culture primaire de cellules épithéliales de trachée de 

cobaye a été décrite par Wu R. (1986). Les cobayes (mâles, 300-350g, Charles River) sont 

anesthésiés par injection intrapéritonéale de pentobarbital sodique (60mg/kg). La trachée est 

prélevée et l'extrémité proximale (côté larynx) est canulée à l'aide d'un tube en polyéthylène. La 

trachée est tout d'abord rincée (à l'aide d'une seringue adaptée sur la canule) par du milieu 

minimum essentiel (MEM, Gibco) contenant des antibiotiques : pénicilline 100UI/ml 

streptomycine 1 OO!J.g/ml et de la fongizone 2j.lg/ml. Un second rinçage est effectué par du 

milieu MEM contenant 0,1% de pronase (type 14, Sigma). L'extrémité distale de la trachée est 

alors ligaturée et la solution de pronase est additionnée jusqu'à un complet remplissage de la 

trachée. La canule se trouvant à l'extrémité proximale est également obturée et la trachée est 

immergée dans un milieu MEM froid (4°C). 

Après approximativement 16 heures de digestion enzymatique à 4°C, l'extrémité distale 

est sectionnée et le contenu de la lumière trachéale est recueilli par un lavage avec lOml de MEM 

froid. 
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La suspension cellulaire est ensuite centrifugée à 150g pendant 10mn à 4°C. Le culot 

cellulaire est resuspendu dans du milieu Dulbecco (DMEM, Gibco) contenant 10% de sérum de 

veau fœtal, de l'hydrocortisone (1J.LM), de l'insuline (5J.Lg/ml), de la pénicilline (lOOUI/ml), de 

la streptomycine (100J.Lg/ml), de la fongizone (2J.Lg/ml) et du bicarbonate de sodium (1,34 

mg/ml). 

Les cellules sont ensuite incubées à 37°C sous atmosphère humide contrôlée (5% C{h) 

dans des puits (plaque 24 cupules, diamètre : 16 mm, Costar) préalablement recouverts de 

collagène (type 1, Sigma) (0,01 %, 6J.Lg/cm2). 

2- TESTS DE DIFFERENCIATION CELLULAIRE. 

2-1. Différenciation morphologique. 

L'observation morphologique est réalisée 72 heures après avoir placé 105 cellules dans 

des puits (plaque 6 puits Corning). Au bout de 24 heures on additionne au milieu de culture 

(2ml) les différents agents de différenciation (acide rétinoïque, dibutyryl AMPc utilisés comme 

références et VIP). Après 48 heures la morphologie des cellules est observée au microscope 

optique par contraste de phase. 

2-2. Dosage de l'activité transglutaminase de tissu. 

Principe 

La réaction est basée sur l'incorporation d'un substrat radioactif aminé, la putrescine 

tritiée (30Ci/mmol, Amersham) dans une protéine "accepteur", la caséine (Sigma). L'isotope lié 

à la protéine est précité par l'acide trichloroacétique puis filtré. L'élimination de la radioactivité 

libre par des lavages successifs et le comptage de la radioactivité restante constituent les 

différentes étapes de cette technique décrite par Davies P.J.A. et coll. (1985). 

Incubation 

Les cellules SK-N-SH (5.1()4 cellules/ml) sont traitées pendant 48 heures par l'acide 

rétinoïque, le db AMPc et/ou le VIP dans des boites de Pétri (55cm2, Corning) contenant 10ml 

de milieu défini constitué de MEM auquel on ajoute de l'insuline (5J.Lg/ml), de la transferrine 

(5J.Lg/ml) et du sélénium (5ng/ml). 
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Récupération et dosa~e 

Les cellules sont lavées trois fois par du PBS, récupérées par grattage et centrifugées à 

1200 tours/mn pendant 10 minutes. Les culots sont ensuite congelés à -20°C. 

Pendant la décongélation à température ambiante, 1501J.l de solution de lyse TET (20mM 

Tris-HCl; pH 7,5; 1mM EDTA; 0,5% Triton X-100) sont ajoutés aux culots cellulaires. Une 

fois décongelées, les cellules sont transférées dans une première série de tubes placés dans la 

glace. Une centrifugation est réalisée à 4°C pendant 10 minutes à 16000tours/mn. Le surnageant 

est transféré dans une seconde série de tubes puis après homogénéisation on prélève 501J.l du 

lysat cellulaire sur lesquels le dosage sera effectué. Les échantillons sont préparés en duplicate. 

Le reste est congelé à -20°C pour le dosage des protéines cytosoliques. Le dosage des protéines 

totales est effectué selon la méthode BCA (Pierce) qui utilise la sérum albumine bovine (SAB) 

pour établir la gamme étalon. 

Deux tubes témoins sont ajoutés au début et en fin de série contenant un chélateur de 

calcium (EDTA 100mM) empêchant la réaction qui nécessite la présence de calcium. Le 

mélange réactionnel est constitué de 20mM Tris-HCl; pH7,5; 5mM CaCh; 15mM 

~-mercaptoéthanol; 0,2mg N,N'-diméthylcaséine; 2j.l.Ci 3H-putrescine; O,lmM putrescine dans 

un volume de 501J.l. Au temps 0, le lysat cellulaire est additionné à raison de 0,2mg de protéine 

pour un volume final de lOO!J.l. La réaction est réalisée pendant 20 minutes à 30°C puis elle est 

stoppée dans la glace. Un volume de 801J.l du mélange réactionnel est déposé sur un filtre de 

papier Whatman 3 MM que l'on plonge aussitôt dans un bain froid d'acide trichloroacétique à 

10% sous agitation douce pendant 20 minutes. 

Le complexe 3H-putrescine-N,N'-diméthylcaséine précipite sur le papier filtre. La 

3H-putrescine libre est éliminée par lavages successifs, 3 fois dans l'acide trichloroacétique à 

5% pendant 10 minutes (4°C), 1 fois dans un mélange éthanol/acétone froid (v/v) pendant 5 

minutes et 1 fois dans l'acétone froid pendant 5 minutes. Les filtres sont séchés à température 

ambiante puis comptés après avoir ajouté 5ml de liquide de scintillation. 
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Les valeurs sont obtenues en soustrayant les valeurs de base obtenues à partir du 

mélange réactionnel correspondant au témoin blanc. Une unité d'enzyme est définie comme la 

quantité d'enzyme liant 1 pmol de putrescine à la N,N'-diméthylcaséine/mn/mg de protéine 

présente dans le lysat cellulaire. 

cpm -cpm blanc 

activité (pmol/mn/mg) = ------­

r x 2220 x AS x t x Q 

cpm : nombre de coups par mn obtenus à partir de l'échantillon. 

cpm blanc : nombre de coups par mn obtenus à partir du témoin blanc. 

r : rendement de comptage de la putrescine tritiée. 

2220 dpm = lnCi. 

AS : activité spécifique en Ci/mmol/ (nCi/pmol). 

t : temps réactionnel en minutes. 

Q : quantité de protéine déposée sur le filtre en mg. 

2-3. Mesure de la synthèse d'ADN par incorporation de thymidine tritiée. 

Les cellules LA-N-2 en phase exponentielle de croissance sont incubées pendant 48 

heures en présence de solution stérile d'acide rétinoïque et de VIP (concentrations finales de 10-

8 à 1Q-6M). Une incubation avec de la thymidine tritiée à lOJ.!Ci/ml (43Ci/mmol, CEA) est alors 

effectuée pendant 6 heures à 37°C. Les cellules sont lavées 3 fois par du PBS puis décollées par 

une solution d'EDTA lmM. Le~ cellules sont ensuite éclatées par des congélations et des 

décongélations successives puis reprises par une solution d'acide trichloroacétique (TCA) à 

10%. Après 30 minutes d'incubation à 37°C, la solution cellulaire est filtrée sur filtres en fibre 

de cellulose (Millipore). Ceux-ci sont rincés par le TCA 10% (lOml) puis par l'éthanol (3ml) 

avant d'être séchés. La radioactivité est comptée en présence d'un liquide de scintillation 

(Aqualyte). 
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3- RELAXATION DU MUSCLE LISSE DE TRACHEE DE COBAYE. 

Nous avons utilisé une technique mise au point par l'équipe deN. Frossard (1989). Des 

cobayes mâles (300-350g) sont sacrifiés par dislocation cervicale. La trachée est prélevée, sans 

exercer de traction, et immédiatement placée dans un tampon Krebs Henseleit pH 7,4 

(composition en mM: NaC1120,8; KC14,7; KH2P04 1,2; MgS04, 7H20 1,2; NaHC03 24,9; 

CaCl2, 2H20 2,4; Glucose 5,6) en présence d'inhibiteurs de protéases (PMSF 1501J.M et 

TPCK 100j.l.M) et sous oxygénation (air+ 5% C02). Elle est ensuite ouverte longitudinalement 

au niveau du cartilage puis des segments de 3 anneaux sont découpés. 

Chaque segment est ensuite placé dans une cuve à organe isolé (Celaster) (Figure 56) 

contenant 20ml de tampon Krebs-Henseleit. 

CAPTEUR 1-----11-1----1 1 ENREGISTREUR 

., 
'• '• '• '• ., ., 
'o ., ., 
'• 'o 
'• ., 
:: 00 
'• o 0 0 

---Ajouts 

Trachée de cobaye 
}==~-~---1f-- muscle lisse- précontraction: 2g. 

: ::0° -+---+--- Tampon 

.----i=~-·::·_-: ·:::-_-~~j-·--- Krebs 

' -------------
Circuit de thermostatisation à 37°C. 

Figure 56. Dispositif d'étude de la bronchomotricité du muscle lisse de trachée de 

cobaye. 

Ce dispositif permet de maintenir une température constante (37°C) et l'arrivée d'un 

mélange air/C02 (95:5). La visualisation des réponses du muscle lisse (contraction ou 

relaxation) se fait grâce à un système constitué d'un dynamomètre (UF1, Celaster), d'un 

amplificateur (Celaster) et d'un enregistreur (Linear 1200). 

Le tissu est tout d'abord lavé à 3 reprises par du tampon Krebs pH 7,4 sous une tension 

mécanique de 0,8g. Au cours du dernier lavage, le tissu est amené progressivement à une 
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tension de 2g. Afin de réaliser les expériences en absence d'épithélium, des segments de trachée 

sont frottés légèrement au niveau de la surface luminale parallèlement au muscle lisse. Les 

expériences de compétition ont été menées en suivant le même protocole précédemment cité. 

Les peptides sont additionnés dans le tampon Krebs-Henseleit 10 minutes avant le VIP. Un 

segment de trachée est placé dans une cuve de référence où le VIP seul est ajouté. Après chaque 

expérience les tissus sont lavés deux fois par du tampon Krebs-Henseleit puis l'addition de 

noradrénaline permet de vérifier et de comparer les relaxations respectives des deux fragments 

tissulaires. 

4- SYSTEMES DE TRANSDUCTION. 

4-1. Dosage de I'AMPc intracellulaire par la technique de CLHP. 

La technique CLHP a été choisie pour sa facilité d'utilisation. La méthode a permis en effet 

de déterminer des quantités d' AMPc de l'ordre de la pmole grâce à une détection en 

fluorescence. Les cellules sont incubées dans des plaques 6 puits (Corning) jusqu'à confluence 

puis le tapis cellulaire est lavé 3 fois par du milieu de culture dépourvu de sérum de veau foetal 

et additionné de 1% de sérum albumine bovine. Un ml de ce milieu contenant 1mM d'isobutyl­

méthyl-xanthine est placé dans chaque puits. Les agonistes et/ou les antagonistes sont incubés 

pendant 10 mn à 37°C; le milieu est ensuite éliminé et, après lavage des cellules au PBS, 

I' extraction d' AMPc est réalisée par addition de propanol froid (1 ml). Les cellules éclatées sont 

placées à 4°C pendant 20 minutes, puis centrifugées à 48g pendant 5 mn. Le surnageant est 

transféré dans un microtube pour être ensuite évaporé sous vide. L' AMPc extrait est ensuite 

rendu fluorescent par le protocole suivant: le résidu sec est solubilisé par 20 J.Ll HzO et 1 J.Ll 

d'adénosine désaminase est ajouté. Après une incubation de 10 mn à 37°C, 7,5 J.Ll de ZnS04 et 

7,5 J.Ll de Ba(OH)z sont additionnés. Le précipité formé est centrifugé 4 mn à 48g. Le 

surnageant est additionné de 2j.l.l d'acétate de sodium pH 4,75 et de 5 Jll de chloroacétaldéhyde. 

Après ébullition du mélange réactionnel pendant 20 mn, l'échantillon est injecté sur une colonne 

CLHP (système Varian 5000 couplé à un spectrofluorimètre Jasco FP-210). Les conditions 

opératoires sont les suivantes: 

- pré-colonne C1g: 20 x 4 mm; colonne C1g: 4,6 x 200 mm, RP 300 
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-solvants: A, acétate d'ammonium 50mM (pH 4,75); méthanol, acétonitrile (250/5/8; v/v) 

B, méthanol 

- élution isocratique: 93% A, 7% B; débit: 1 ml/mn; détection: Àex: 265 nm, Àem: 410 nm 

Dans ces conditions opératoires, le temps de rétention de l'AMPc est en général compris 

entre 6 et 10 minutes. La quantité d'AMPc est déduite d'une courbe d'étalonnage (Figure 57) 

établie après l'injection de quantités connues d'AMPc (Sigma) ayant subi l'intégralité du 

protocole. Les valeurs obtenues sont alors corrigées par le rendement de la manipulation (selon 

les cas entre 90 et 95%) calculé grâce à l'injection d'AMPc n'ayant subi que la dérivation 

nécesssaire à sa détection en fluorescence. L'analyse statistique est réalisée à l'aide du test de 

Student (Statview/Macintosh). 
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Figure 57. Profil CLHP. (a) Solution standard contenant lng d'AMPc (temps de 

rétention : 6'50"). (b) Extrait cellulaire correspondant à 44mg de protéines (cellules LA-N-2), 

(c) Extrait cellulaire correspondant à 44mg de protéines (cellules LA-N-2) additionné par 1 ng 

d'AMPc. (d) Extrait cellulaire correspondant à 44mg de protéines (cellules LA-N-2) additionné 

par 2 ng d'AMPc. 
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4-2. Mise en évidence de l'activité tyrosine kinase pp60c-src. 

Obtention des fractions cytoplasmiques. 

Les cellules sont incubées en présence de différents agents (VIP, dibutyryl AMPc, acide 

rétinoïque, [4 Cl D Phe6, Leu17]VIP) pendant 48 heures dans le milieu de culture. Les cellules 

sont ensuite décollées par du Versène (EDTA 1mM), après centrifugation le culot cellulaire est 

lavé 2 fois par du PBS puis placé dans un tampon de lyse (RIPA: 1% Triton X-100, 1% DOC, 

0,1% SDS, NaCl 0,15M, Tris-HCl 0,05M pH 7,2, PMSF 150 JJ.M, TPCK 100 JJ.M) à 4°C 

pendant 30 mn. Après sonication pendant 30 secondes, une première centrifugation à 1000g 

pendant 15 mn permet d'éliminer les noyaux des cellules. Une seconde centrifugation à 100 

OOOg pendant une heure est réalisée pour obtenir la fraction cytoplasmique ainsi que la fraction 

membranaire. 

Mise en évidence de l'activité kinase. 

Le mélange réactionnel contenant 20 mM Tris-HCI pH 7,2; 5 mM MgCl2 et 1,21J.M 

[y32P]ATP (310-870 Ci/mmol) est ajouté aux cellules. La réaction a lieu pendant 10 mn à 30°C 

puis elle est arrêtée par addition d'un volume égal d'une solution dénaturante 2 fois concentrée 

(0,14 M Tris-HCI pH 6,8; 22,4% glycérol; 6% SDS; 0,02% bleu de bromophénol; 10% B2-

mercapto-éthanol). Après chauffage pendant 3 mn à l00°C, le mélange est déposé sur un gel de 

polyacrylamide à 12% contenant 1% de SDS. Des marqueurs de tailles provenant de 

l'enveloppe virale de l'adénovirus sont également déposés. L'électrophorèse est conduite 

pendant une nuit sous une tension de 35 Volts. 

Les protéines sont ensuite électre-transférées sur une membrane de nitrocellulose 

(CERA Labo). La membrane est mise au contact avec un sérum spécifique anti-pp60S'~c, 

préparé chez le mouton (Euromedex), puis avec un antisérum couplé à la peroxydase. La 

révélation est ensuite réalisée par addition d'un mélange réactionnel contenant du chloronaphtol 

(0,5mg/ml) et du peroxyde d'hydrogène (lJJ.l/ml). La membrane est d'autre part 

autoradiographiée 16 heures à -70°C afin de visualiser la phosphorylation des protéines 

intracellulaires. 



5- ETUDES SPECTROSCOPIQUES DU FRAGMENT 1-11. 

5-l. Dichroïsme circulaire. 
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Les peptides ont été étudiés à une concentration de 1 ,3.1 0-4 M (fraction 1-11) et 

2,7.10-4 M (fraction 7-11) dans une solution aqueuse contenant 10% de diméthyl sulfoxyde 

(DMSO). L'addition de DMSO sert à mimer les conditions physiologiques mais il est à utiliser 

en faible quantité car il absorbe en UV. 

Les spectres de dichroïsme circulaire ont été enregistrés à l'aide d'un dichrographe RJ 

Mark III Jobin-Yvon, dans des cellules de O,Olcm et lem de trajet optique. L'ellipticité est 

exprimée en degrés.êm2.dmol-1. 

5-2. Résonance magnétique nucléaire du proton. 

Les peptides sont dissous dans du DMSO-d6 (5mg/ml, CEA Gif sur Yvette) sous 

atmosphère d'Argon. Les déplacements chimiques du proton sont mesurés en partie par million 

(ùppm). Chaque spectre est enregistré sur un spectromètre Brüker AM400WB équipé d'un 

calculateur Aspect 3000 travaillant par transformée de Fourier avec une détection des lH à 

400MHz. Le signal correspondant aux protons du DMSO qui apparaît à 2,5ppm correspond au 

signal de référence. 

Dans un premier temps, les attributions entre les protons des groupements amide et leur 

proton Ha. sont établis par RMN 2D, COSY: "Correlated Overhauser Spectroscopy". 

Ceci nous permet dans un second temps de réaliser une expérience de variation du 

glissement chimique en fonction de l'élévation de la température (T de 298°K à 313°K). 

6- ETUDE DE LA LIAISON AUX RECEPTEURS. 

6-1. Cellules de neuroblastome. 

La mise en évidence des récepteurs du VIP a été réalisée à partir du protocole décrit par 

Müller J.M.et coll. (1989). Les cellules de neuroblastome sont cultivées dans des puits (plaques 

24 puits, Corning) à 37°C. Les cellules à confluence sont rincées par du tampon PBS et pré­

incubées pendant 30 mn à 37°C dans un milieu de culture sans sérum de veau foetal contenant 

du PMSF (150~M), TPCK (lOO~M) et 15 mM d'HEPES (acide N-[2-Hydroxyéthyl] 
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pipérazine-N'-[2-éthane sulfonique]), pH 7,4, (Sigma) supplémenté de SAB (0,2%). Le pH de 

ce tampon (TB) est ajusté à 7 ,4. Les cellules sont ensuite incubées sous agitation douce à 4°C 

dans le TB avec des concentrations croissantes en 1251-VIP (1 à 300 pM) (2000 Ci/mmol, 

Amersham Corp.). La fixation non spécifique est obtenue en présence d'un excès de VIP non 

radioactif (IJJ.M). Après 3 heures, l'excès de 1251-VIP non fixé est éliminé par 3 lavages 

successifs. Les cellules sont enfin décollées en présence de NaOH 0,5 Met la radioactivité de la 

suspension cellulaire est mesurée (compteur gamma LKB). 

Caractérisation des récepteurs VIP. 

Les cellules sont incubées en présence de concentrations croissantes de 125J_ VIP (0-

300pM, 2000 Ci/mmol) en absence ou en présence de VIP non marqué en excès (IJJ.M). La 

liaison spécifique aux récepteurs est définie comme la différence entre la liaison totale du VIP 

radiomarqué et celle mesurée en présence de VIP froid (liaison non spécifique). 

Compétition VIP/peptides apparentés au VIP. 

Les cellules à confluence sont incubées suivant le même protocole que celui décrit 

précédemment. Les peptides utilisés pour les expériences de compétitions sont ajoutés en 

concentrations croissantes pour une concentration fixe de 125J_ VIP de 200 pM. 

6-2. Cellules épithéliales de trachée de cobaye. 

Nous avons utilisé le protocole établi par Van Valen F. et coll. (1989). Après 48 heures 

de culture, les cellules épithéliales parvenues à confluence (100-120JJ.g de protéines/puits, 

dosage selon la méthode BCA Pierce à l'aide d'une gamme étalon de sérum albumine bovine), 

sont lavées par du tampon HEPES (20mM, pH7 ,4, Sigma) contenant du PMSF (150 JJ.M), 

TPCK (lOOJ.!M) (Sigma). Elles sont ensuite incubées à 37°C dans ce même tampon contenant 

0,2% de sérum albumine bovine (SAB). Le volume d'incubation est de 500J.1l. 

Après chaque expérience de fixation aux récepteurs, la réaction est stoppée par addition 

de 500J..Ll de tampon de "binding" froid (4°C) dont la quantité de SAB est plus importante (1 %), 

puis les cellules sont lavées à trois reprises par ce même tampon. 
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Le tapis cellulaire est ensuite décollé de la boîte par action de la soude 0,5M. La 

radioactivité de la suspension cellulaire est mesurée (compteur gamma LKB ). 

Caractérisation des récepteurs VIP. 

Les cellules sont incubées en présence de concentrations croissantes de 125I-VIP (0-

300pM, 2000 Ci/mmol) en absence ou en présence de VIP non marqué en excès (lJlM). La 

liaison spécifique aux récepteurs est définie comme la différence entre la liaison totale du VIP 

radiomarqué et celle mesurée en présence de VIP froid (liaison non spécifique). 

Compétition VIP/peptides apparentés au VIP. 

Les cellules épithéliales sont incubées en présence de 125I-VIP (200pM, 2000Ci/mmol) 

et de concentrations croissantes en peptide compétiteur. 
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7- SYNTHESE CHIMIQUE 

La pureté des produits est vérifiée systématiquement par chromatographie sur couche 

mince (CCM) dans les conditions suivantes: 

-support: gel de silice 60F254 d'épaisseur 0,25mm, référence 5735 Merck 

- révélation : UV (254 et 366mm), iode et ninhydrine. 

Les chromatographies sur colonne ont été réalisées avec le gel de silice 60 de 

granulométrie 0,040-0,063mm (230-400 Mesh ASTM), référence 9385 Merck. 

Les spectres IR sont réalisés sur des spectrographes Perkin-Elmer 177 et 297 en 

dispersion dans le KBr pour les solides; les fréquences d'absorption sont exprimées en nombre 

d'onde (cm-1). 

Les spectres de RMN 1 H sont enregistrés sur un appareil Brüker WP 80 SY (80MHz), 

Brüker AM 250 (250MHz) ou Brüker AC 300 P (300MHz), avec le tétraméthylsilane pour 

référence interne; chaque signal est repéré par son déplacement chimique o (exprimé en ppm), 

sa morphologie (s: singulet; d: doublet; t: triplet; q: quadruplet) et son intensité. 

Les spectres de masse de type impact électronique (El) sont réalisés sur un spectromètre 

quadripolaire Funnigan TSQ 700 (couplé à un système de contrôle DEC); les spectres de type 

FAB ont été réalisés sur le même appareil en mode "FAB GUN". 

Abréviations utilisées : AcOEt : acétate d'éthyle; AcOH : acide acétique; BOC : 

tertiobutyloxycarbony le; BOP : benzotriazolyl N -OxytrisdiméthylaminoPhosphonium; 

DCC: dicyclohexylcarbodiirnide; DCU: dicyclohexylurée; DIEA: diisopropyléthylarnine; DMF 

: diméthylformamide; DMSO: diméthylsulfoxyde; HOBt: 1-hydroxybenzotriazole; MeOH: 

méthanol; tBu : tertiobutyle; Z: benzyloxycarbonyle; NEt3: triéthylarnine. 



7-1. Synthèse en phase liquide. 

7 -1.1. Dérivés de la pyrrolidinone. 

7 -1.1.1. Pyrrolidinone 1 

Z-L-Met-Asp-(OtBu)-OCH3. (JFL, 6) 

COOtBu 
1 

H 0 CH2 
1 Il 1 

Mode opératoire. 

CH -O-C-N-CH-C-N-CH-COOCH3 2 Il 1 1 
0 CH2 H 

1 ~ 
CH2 
1 
s 
1 
CH3 
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A une solution de Z-L-Met-OH (1,5g; 5,3mmol) et HOBT (1,22g; 5,3mmo1) dans le 

DMF (lOml) et le dichlorométhane (CH2C12, 20ml) refroidie à 0°C, on ajoute une solution de 

DCC (1,093g; 5,3mmol) solubilisée dans CH2Cl2 (5ml). Après 30 mn d'agitation à OOC, on 

additionne L-Asp-(OtBu)-OCH3 (1,27g; 5,3mmol) et la N-méthylmorpholine (0,585ml; 

5,3mmol). On laisse le mélange réactionnel sous agitation 30 mn à 0°C puis 16 h à 5°C. 

Le précipité de DCU formé dans le milieu réactionnel est filtré, lavé par CH2C12 (20ml). 

Le filtrat est évaporé à sec et le résidu est repris par AcOEt (50ml), le précipité formé est filtré. 

La solution d'AcOEt est lavée successivement par une solution aqueuse à 10% de NaHC03 

( 40ml, 25ml), puis par une solution aqueuse à 10% d'acide citrique (25ml, 25ml), par H20 

(30ml) et enfin par H20 saturée en NaCl (30ml). 

Toutes les phases aqueuses sont réextraites par l'AcOEt, les phases organiques sont 

séchées par MgS04, évaporées à sec. L'huile obtenue est reprise par un minimum d'éther, il se 

forme un précipité de JFL, 6 que l'on filtre. 

- Formule brute : 

- Masse molaire : 

- Rendement : 

C22H32N207S 

468g/mol 

65% 

Spectrométrie dans l'Infra-Rouge 

3340 cm·l v NH; 3015-2840 cm·l v C-H (alkyles); 1745 cm·l v CO (ester); 1715 cm·l v CO 

(ester); 1700 cm·l v CO (uréthane); 1650 cm·l v CO (amide) 

Spectrométrie de Résonance Magnétique Nucléaire (DMSO) 

8 (ppm) 1,40 (s, 9H, -COOtBu); 1,50-2,15 (rn, 2H, CH2-CH2-S; rn, 2H, CH2COOtBu); 2,05 

(s, 3H, S-Œ1._2,45 (t, 2H, S-CH1); 3,65 (s, 3H, 0-CHJ); 4,20 (rn, 1H, -NH-CH): 4,65 (rn, 

1H, .Qi-COOCH3); 5,05 (s, 2H, CH2_-C3H5); 7,30 (signal, 1H, -NH); 8,4 (signal, lH, -NH) 
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Acide 2-[3- [ (benzyloxycarbonyl) a mi no] -2-oxop yrroli di n-1- yi] -3-(ter­

butoxycarbonyl) propanoïque. (JFL, 1) 

Mode opératoire. 

Le composé JFL, 6 (lg; 2,13mmol) est mis sous agitation dans CH3I (3,86ml) à température 

ambiante pendant 48 heures. L'iodure de méthyle est ensuite évaporé, le résidu est repris trois 

fois par le CH2Cl2 et évaporé à sec. Le sel de sulfonium ainsi obtenu est dissous dans un 

mélange DMF/CH2C12 (30ml; 1 : 1) auquel on ajoute l'hydrure de sodium (180mg; 4,27mmol) 

; la solution est mise sous agitation à 0°C pendant 2 heures sous atmosphère d'azote. Après 

avoir ajouté AcOEt (lOrnl), AcOMe (8rnl) et H20 (480rnl), on laisse agiter le mélange 

réactionnel sous N2 à température ambiante pendant 16 heures. La solution est ensuite extraite 

par H20 (2 x 50rnl) et par une solution aqueuse à 1% de NaHC03 (2 x 20ml). Les phases 

aqueuses sont acidifiées par l'acide citrique jusque pH = 4 puis extraites par CH2Cl2 (3 x 

50ml). Les phases organiques sont lavées par une solution saturée en sel, séchées par MgS04 

et évaporées à sec. Le produit brut est obtenu par précipitation du résidu dans un mélange 

AcOEt/Hexane. JFL, 1 est alors obtenu par recristallisation du produit brut dans un mélange 

AcOEt/Hexane 50: 50 (100rnl) 

- Formule brute : 

- Masse molaire : 

- Rendement : 

C2oH26N"207 

386g/rnol 

50% 

Spectrométrie dans l'Infra-Rouge 

3340 cm-1 v NH; 3015-2840 crn-1 v C-H (alkyles); 1730 crn-1 v CO (ester); 1715 cm-1 v CO 

(lactame); 1690 crn-1 v CO (uréthane) 

Spectrométrie de Résonance Magnétique Nucléaire (DMSO) 

ô (ppm) 1,40 (s, 9H, -COOtBu); 1,90 (rn, 2H, ilil-COOtBu); 2,15 (rn, IH, CHAHB-CH2-

Nl;_2,50 (rn, IH, CfuHB-CHz-N); 3,20 (t, IH, CHAHBN); 3,44 (dt, 1H, CfuHB-N); 4,22 

(signal, 1H, CH-NH); 4,77 (t, 1H, CHAHB-N); 5,05 {s, 2H, CHz_-C3H5); 7,40 (signal, 5H, 

C6Hs); 7,60 (signal, 1H, -NH); 13,10 (signal, 1H, -COOH) 



7 -1.1.2. Pyrrolidinone 2 

Boc-L-Met-Leu-OCH3. (JFL, 7) 

Mode opératoire 
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A une solution de Boe-L-Met-OH (2g; 8,02mmol) et HOBT (1,22g; 8,02mmol) dans 

le DMF (lOml) et le CH2Ch (2aml) refroidie à 0°C, on ajoute une solution de DCC (1,65g; 

8,a2mmol) solubilisée dans CH2CI2 (5ml). Après 30 mn d'agitation à aoc, on additionne Leu 

OMe-HCl (1,46g ; 8,a2mmol) et la N-méthylmorpholine (a,88ml ; 8,a2mmol). On laisse le 

mélange réactionnel sous agitation 3a mn à aoc puis 16 h à 5°C. 

Le précipité de DCU formé dans le milieu réactionnel est filtré, lavé par CH2CI2 (2am1). 

Le filtrat est évaporé à sec et le résidu est repris par AcOEt (5aml), le précipité formé est filtré. 

La solution d'AcOEt est lavée successivement par une solution aqueuse à 10% de NaHC03 

(40ml, 25ml), puis par une solution aqueuse à 10% d'acide citrique (25ml, 25ml), par H20 

(3am1) et enfin par H20 saturée en NaCl (3am1). 

Toutes les phases aqueuses sont réextraites par l'AcOEt, les phases organiques sont 

séchées par MgS04, évaporées à sec. L'huile obtenue est reprise par un minimum d'éther, il se 

forme un précipité de JFL, 7 que l'on filtre. 

- Formule brute : 

- Masse môlaire : 

- Rendement : 

C17H32N20sS 

376g!mol 

78% 

Spectrométrie dans l'Infra-Rouge 
3310 cm-1 v NH; 3a15-284a cm-1 v C-H (alkyles); 1715 cm-1 v CO (ester); 1700 cm-1 v CO 

(uréthane); 165a cm-1 v CO (amide) 

Spectrométrie de Résonance Magnétique Nucléaire (DMSO) : 
8 (ppm) 0,9 (dd, 6H, (!:.!13)2-CH); 1 ,4a (s, 9H, -C.Cl:i3)3); 1,50-2,15 (rn, 2H, .c.I::ù-CH2-S; 

rn, 3H, CH-CH2-CH-(CH3)3); 2,a5 (s, 3H, S-.Cl:i31_2,45 (t, 2H, S-CH2_); 3,65 (s, 3H, 0-

CH~); 4,20 (rn, lH, -NH-CH); 4,5a (rn, lH, NH-CH); 6,20 (signal, lH, 0-CO-NH); 7,54 

(signal, lH, CH-CO-NH) 
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A ci de-2- [3- [(ter- butoxycarbonyl) ami no ]-2-oxo pyrrol i di n-1- yi] -4- méthyl 

pentanoïque. (JFL, 9) 

Mode opératoire 

Le composé JFL, 7 (0,5g ; 1,33mmol) est mis sous agitation dans CH3l (2,4ml) à 

température ambiante pendant 48 heures. L'iodure de méthyle est ensuite évaporé, le résidu est 

repris trois fois par le CH2Cl2 et évaporé à sec. Le sel de sulfonium ainsi obtenu est dissous 

dans un mélange DMF/CH2Cl2 (30ml; 1 : 1) auquel on ajoute l'hydrure de sodium (116mg; 

2,66mmol) ; la solution est mise sous agitation à 0°C pendant 2 heures sous atmosphère 

d'azote. 

Après avoir ajouté AcOEt (5ml), AcOMe (4ml) et H20 (240ml), on laisse agiter le 

mélange réactionnel sous N2 à température ambiante pendant 16 heures. La solution est ensuite 

extraite par H20 (2 x 50ml) et par une solution aqueuse à 1% de NaHC03 (2 x 20ml). Les 

phases aqueuses sont acidifiées par l'acide citrique jusque pH 4 puis extraites par CH2C12 (3 x 

50ml). Les phases organiques sont lavées par une solution saturée en sel, séchées par MgS04 

et évaporées à sec. Le produit brut est obtenu par précipitation du résidu dans un mélange 

AcOEt!Hexane. JFL, 9 est alors obtenu par recristallisation du produit brut dans un mélange 

AcOEt/Hexane 50 : 50 (1 OOml). 

- F annule brute : 

- Masse molaire : 

- Rendement : 

C1sH2~20s 

314g/mol 

62% 

Spectrométrie dans l'Infra-Rouge 

3260 cm-1 v NH; 3015-2840 cm-1 v C-H (alkyles); 1740 cm-1 v CO (acide); 1715 cm-1 v CO 

(lactame); 1700 cm-1 v CO (uréthane) 

Spectrométrie de Résonance Magnétique Nucléaire (DMSO) : 

8 (ppm) 0,9 (dd, 6H, (Cfu)2-CH); 1,40 (s, 9H, -(Cfu)3); 1,49 (rn, lH, lli-(CH3)2); 1,7 (t, 

2H, CH-.Cl:h-CH); 1,80 (rn, lH, CHAHB-CH2-N1. 2,50 (rn, lH, CHAHB-CH2-N); 3,20 (t, 

lH, CHAHBN); 3,44 (dt, lH, CfuHB-N1. 4,22 (signal, lH, CH-NH); 4,77 (t, lH, CHAH.s­

N); 5,05 (s, 2H, CH2-C3Hs); 5,70 (signal, lH, -NH) 
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2-[(3-amino)-2-oxopyrrolidin-1-yl]-4-méthyl pentanoate de méthyle 

(chlorhydrate).(JFL, 11) 

Mode opératoire 

Dans un ballon muni d'appareil de Dean-Stark, on met en solution l'acide JFL, 9 

(500mg; 1,59mmol) dans 75ml de méthanol saturé en acide chlorhydrique. On ajoute 35ml de 

cyclohexane pour permettre l'entraÎnement azéotropique de l'eau. Le mélange réactionnel est 

maintenu à reflux pendant 4 heures. 

Après évaporation du solvant, le brut est repris dans l'éthanol et à nouveau débarrassé 

du solvant. On obtient ainsi JFL, 11 (chlorhydrate). 

- F ormu/e brute : 

- Masse molaire : 

- Rendement : 

CuH19N203, HCl 

263glmol 

85% 

Spectrométrie dans l'Infra-Rouge 
3400 cm-1 v NH; 3015-2840 cm-1 v C-H (alkyles); 1730 cm-1 v CO (ester); 1715 cm-1 v CO 

(lactame) 

Spectrométrie de Résonance Magnétique Nucléaire (DMSO) : 

ô (ppm) 0,9 (dd, 6H, (C1i3h-CH); 1,49 (rn, 1H, lli-(CH3)2); 1,7 (t, 2H, CH-.0::!2-CH); 

1,80 (rn, 1H, CHA1iB-CH2-N).;_ 2,50 (rn, 1H, CfuHB-CH2-N); 3,20 (t, 1H, CHAB.BN); 3,44 

(dt, 1H, CiiAHB-Nt 3,65 (s, 3H, -OCH3); 4,22 (signal, 1H, CH-NH); 4,77 (t, 1H, CHAHB­

N); 5,05 (s, 2H, CH2-C3H5); 8,60 (signal, 3H, -NH3+) 
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2-[ (3- phénylacéta mi do )-2-oxopyrroli din-1- yl]-4-méthyl pen tanoa te de 

méthyle.(JFL, 13) 

Mode opératoire 

A une solution de JFL, 11 (340mg ; 1 ,3mmol) dans CH2Ch (20ml), on ajoute NEt3 

(270~ ; 1,95mmol). Quand le milieu réactionnel est refroidi jusqu'à 0°C, on additionne goutte à 

goutte le chlorure de phénacétyle (171Jll; 1,3mmol). 

Au bout de 2 heures on ajoute à nouveau le chlorure de phénacétyle (171Jll; 1,3mmol) 

et la NEt3 (270Jll ; 1 ,95mmol) et on laisse agiter à température ambiante pendant 2 heures 30. 

Le mélange réactionnel est ensuite lavé par solution aqueuse à 10% en NaHC03 (2 x20ml) puis 

par H20 ( 1 x20mi). La phase organique est séchée par MgS04, évaporée à sec. Le résidu est 

repris par l'éther, il se forme un précipité blanc de JFL, 13. 

- Formule brute : 

- Masse molaire : 

- Rendement : 

C19H26N204 

346glmol 

90% 

Spectrométrie dans l'Infra-Rouge 
3300 cm-1 v NH; 3015-2840 cm-1 v C-H (alkyles); 1730 cm-1 v CO (ester); 1715 cm-1 v CO 

(lactame); 1630 cm-1 v CO (amide) 

Spectrométrie de Résonance Magnétique Nucléaire (DMSO) 

8 (ppm) 0,9 (dd, 6H, C.Cl:i3)2-CH); 1,49 (rn, lH, ffi-(CH3)2); 1,7 (t, 2H, CH-ffi2-CH); 

1,80 (rn, 1H, CHA!:!s-CH2-N); 2,50 (rn, lH, CfuHs-CH2-N); 3,20 (t, 1H, CHAHBN); 3,40 

(signal, 2H, CO-CH2); 3,44 (dt, 1H, CfuHs-Nl.;. 3,65 (s, 3H, -OCH3); 4,22 (signal, lH, 

lli-NH); 4,77 (t, lH, CHAHs-N); 5,05 (s, 2H, Œ2-C3H5); 7,25 (signal, 5H, -C6Hj_); 8,5 

(signal, 1 H, NH) 
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Acide-2-[(3-phénylacetamido)-2-oxopyrrolidin-1-yl]-4-méthyl pentanoïque. 

(JFL, 2) 

Mode opératoire 

Dans un ballon, on solubilise JFL, 13 (500mg; 1,5rnmol) dans un minimum de MeOH 

(15ml). On y ajoute une solution de NaOH à 40% (5ml). 

Après 4 heures d'agitation à température ambiante, le milieu réactionnel est porté à sec 

puis repris par l'eau. La phase aqueuse est extraite par AcOEt (2 x 30ml). Puis la phase 

organique est séchée par MgS04 et évaporée. 

Le brut est purifié par chromatographie éclair (éluant: MeOH/CH2CL2 9: 1). On obtient 

ainsi un produit pur : JFL, 2. 

- Formule brute : 

- Masse molaire : 

- Rendement : 

C1sH24N204 

332glmol 

50% 

Spectrométrie dans l'Infra-Rouge 

3200 cm-1 v NH; 3015-2840 cm-1 v C-H (alkyles); 1740 cm-1 v CO (acide); 1715 cm-1 v CO 

(lactame); 1630 cm-1 v CO (amide) 

Spectrométrie de Résonance Magnétique Nucléaire (DMSO) : 

ù (ppm) 0,9 (dd, 6H, CCI:!3)2-CH); 1,49 (rn, 1H, ffi-(CH3)2); 1,7 (t, 2H, CH-lli2-CH); 

1,80 (rn, 1H, CHAHB-CH2-N); 2,50 (rn, 1H, CHAHB-CH2-N); 3,20 (t, 1H, CHAfiBN); 3,40 

(signal, 2H, CO-CH2); 3,44 (dt, 1H, CHAHB-N); 4,22 (signal, 1H, CH-NH); 4,77 (t, 1H, 

CHAfu-N); 5,05 (s, 2H, CHz-C3Hs); 7,25 (signal, 5H, -Q>H.21. 8,5 (signal, 1H, NH) 
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7 -1.1.3. Pyrrolidinone 3 

Boc-L-Met-Aia-OCH3 (JFL, 8) 

Mode opératoire 

A une solution de Boe-L-Met-OH (2,679g; 10,7mmol) et HOBT (1,445g; 10,7mmol) 

dans le DMF (10ml) et le CH2C12 (20ml) refroidie à 0°C, on ajoute une solution de DCC (2,2g; 

10,7mmol) solubilisée dans CH2Cl2 (5ml). Après 30 mn d'agitation à 0°C, on additionne 

AlaOEt-HCl (1,5g; 10,7mmol) et la N-méthylmorpholine (1,18ml; 10,7mmol). On laisse le 

mélange réactionnel sous agitation 30 mn à 0°C puis 16 h à 5°C. 

Le précipité de DCU formé dans le milieu réactionnel est filtré, lavé par CH2Cl2 (20nù). 

Le filtrat est évaporé à sec et le résidu est repris par AcOEt (50ml), le précipité formé est filtré. 

La solution d'AcOEt est lavée successivement par une solution aqueuse à 10% de NaHC03 

(40ml, 25ml), puis par une solution aqueuse à 10% d'acide citrique (25ml, 25ml), par H20 

(30nù) et enfin par H20 saturée en NaCl (30ml). 

Toutes les phases aqueuses sont réextraites par l'AcOEt, les phases organiques sont 

séchées par MgS04, évaporées à sec. L'huile obtenue est reprise par un minimum d'éther, il se 

forme un précipité de JFL, 8 que l'on filtre. 

- Formule brute : 

- Masse molaire : 

- Rendement : 

C1sH2sN20sS 

348g/mol 

70% 

Spectrométrie dans l'Infra-Rouge 
3270 cm-1 v NH; 3055-2840 cm-1 v C-H (alkyles); 1750 cm-1 v CO (uréthane); 1695 cm-1 v 

CO (ester); 1650 cm-1 v CO (amide) 

Spectrométrie de Résonance Magnétique Nucléaire (DMSO) : 

8 (ppm) 1,3 (d, 3H, .cJi3-CH); 1,40 (s, 9H, -(Cl:i3)3); 1,8 (rn, 2H, .cfu-CH2-S); 2,05 (s, 

3H, S-CH31._2,45 (t, 2H, S-CH~); 3,65 (s, 3H, 0-CHJ); 4,20 (rn, lH, -NH-CH); 4,50 (rn, 

lH, NH-CH); 6,70 (signal, 1H, 0-CO-NH); 8,40 (signal, IH, CH-CO-NH) 
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Acide-2- [3- [ (ter-butoxycarbonyl)amino ]-2-oxopyrrolidin-1-yl] propanoïq ue. 

(JFL, 10) 

Mode opératoire 

Le composé JFL, 8 (2g ; 5,7mmol) est mis sous agitation dans CH3I (10,38ml) à 

température ambiante pendant 48 heures. L'iodure de méthyle est ensuite évaporé, le résidu est 

repris trois fois par le CH2Ch et évaporé à sec. Le sel de sulfonium ainsi obtenu est dissous 

dans un mélange DMF/CH2C12 (120ml; 1 : 1) auquel on ajoute l'hydrure de sodium (459mg; 

11,4mmol) ; la solution est mise sous agitation à 0°C pendant 2 heures sous atmosphère 

d'azote. 

Après avoir ajouté AcOEt (20ml), AcOMe (17ml) et H20 (7ml), on laisse agiter le 

mélange réactionnel sous N2 à température ambiante pendant 16 heures. La solution est ensuite 

extraite par H20 (2 x 50ml) et par une solution aqueuse à 1% de NaHC03 (2 x 20ml). Les 

phases aqueuses sont acidifiées par l'acide citrique jusque pH 4 puis extraites par CH2C12 (3 x 

50ml). Les phases organiques sont lavées par une solution saturée en sel, séchées par MgS04 

et évaporées à sec. Le produit brut est obtenu par précipitation du résidu dans un mélange 

AcOEt/Hexane. JFL, 10 est alors obtenu par recristallisation du produit brut dans un mélange 

AcOEt/Hexane 50:50 (100rnl). 

- Formule brute : 

- Masse molaire : 

- Rendement : 

C11H2oN20s 

260g/mol 

55% 

Spectrométrie dans l'Infra-Rouge 

3370 cm-1 v NH; 3015-2840 cm-1 v C-H (alkyles); 1715 cm-1 v CO (lactame); 1700 

cm-1 v CO (uréthane); 1690 cm-1 v CO (acide) 

Spectrométrie de Résonance Magnétique Nucléaire (DMSO) : 

8 (ppm) 1,3 (d, 3H, Ql3-CH); 1,40 (s, 9H, -(.c!:i3)3); 1,8 (rn, 2H, lli2-CH2-S); 2,50 (rn, 

1H, CfuHB-CH2-N); 3,20 (t, lH, CHAHBN); 3,44 (dt, 1H, CfuHB-Nt. 4,22 (signal, 1H, 

CH-NH); 4,77 (t, IH, CHAfu-N); 7,01 (signal, lH, -NH); 12,9 (signal, IH, -COOH) 
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2-[(3-amino)-2-oxopyrrolidin-1-yl] propanoate de méthyle .(JFL, 12) 

Mode opératoire 

Dans un ballon muni d'appareil de Dean-Stark, on met en solution l'acide JFL, 10 

(230mg; 0,88mmol) dans 75ml de méthanol saturé en acide chlorhydrique. On ajoute 35ml de 

cyclohexane pour permettre l'entraînement azéotropique de l'eau. Le mélange réactionnel est 

maintenu à reflux pendant 4 heures. 

Après évaporation du solvant, le brut est repris dans l'éthanol et à nouveau débarrassé 

du solvant. On obtient ainsi le chlorhydrate que l'on reprend par l'eau. La phase aqueuse est 

alcalinisée par K2C03 et extraite par AcOEt. La phase organique est séchée par MgS04 et porté 

à sec pour donner JFL, 12. 

- Formule brute : 

-Masse molaire: 

- Rendement : 

CgH14N203 

186g/mol 

61% 

Spectrométrie dans l'Infra-Rouge 

3450 cm-1 v NH; 3015-2840 cm-1 v C-H (alkyles); 1730 cm-1 v CO (ester); 1715 cm-1 v CO 

(lactame) 

Spectrométrie de Résonance Magnétique Nucléaire (DMSO) : 

ô (ppm) 1,3 (d, 3H, .Cl:i3-CH); 1,8 (rn, 2H, Q:ù-CH2-S); 2,50 (rn, lH, CHAHs-CH2-N); 

3,20 (t, 1H, CHA!:!sN); 3,44 (dt, lH, CfuHs-N); 3,65 (s, 3H, -OCH3); 4,22 (signal, lH, 

CH-NH); 4,77 (t, lH, CHA!:!s-N); 8,4 (signal, 3H, NH3+) 
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2-[(3-phénylacétamido)-2-oxopyrrolidin-1-yl] propanoate de méthyle.(JFL, 14) 

Mode opératoire 

A une solution de JFL, 12 (lOOmg; 0,53mmol) dans CH2Cl2 (20ml), on ajoute NEt3 

(82~1 ; 0,59mmol). Quand le milieu réactionnel est refroidi jusqu'à 0°C, on additionne goutte à 

goutte le chlorure de phénacétyle (71111 ; 0,53mmol). 

Au bout de 2 heures on ajoute à nouveau le chlorure de phénacétyle (71111; 0,53mmol) 

et la NEt3 (82111 ; 0,59mmol) et on laisse agiter à température ambiante pendant 2 heures 30. Le 

mélange réactionnel est ensuite lavé par une solution aqueuse à 10% de NaHC03 (2 x20ml) 

puis par H20 (1 x20ml). La phase organique est séchée par MgS04, évaporée à sec. Le résidu 

est repris par l'éther, il se forme un précipité blanc de JFL, 14. 

- Formule brute : 

- Masse molaire : 

- Rendement : 

C16H2oN204 

304g/mol 

79% 

Spectrométrie dans l'Infra-Rouge 

3290 cm-1 v NH; 3015-2840 cm-1 v C-H (alkyles); 1730 cm-1 v CO (ester); 1715 cm-1 v CO 

(lactame); 1630 cm-1 v CO (amide) 

Spectrométrie de Résonance Magnétique Nucléaire (DMSO) 

o (ppm) 1,3 (d, 3H, Qb-CH); 1,8 (rn, 2H, ,Cfu-CH2-S); 2,50 (rn, 1H, CHAHs-CH2-N); 

3,20 (t, 1H, CHAfiBN); 3,44 (dt, 1H, CHAHs-N); 3,65 (s, 3H, -OCH3); 4,22 (signal, lH, 

CH-NH); 4,77 (t, 1H, CHAHB-N); 5,1 (signal, 2H, -CH2-C6Hs) 7,2 (signal, 5H, -C6Hs); 

8,3 (signal, 1H, NH) 



Acide-2-[(3-phénylacétamido)-2-oxopyrrolidin-1-yl] propanoïque. (JFL, 3) 

CH3 
1 

0 r-"N-CH'COOH 

<Q)-cH2~~0 

Mode opératoire 
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Dans un ballon, on solubilise JFL, 14 (127mg ; 0,41mmol) dans un minimum de 

MeOH (5ml). On y ajoute une solution de NaOH à 40% (5ml). 

Après 4 heures d'agitation à température ambiante, le milieu réactionnel est porté à sec 

puis repris par l'eau. La phase aqueuse est extraite par AcOEt (2 x 30ml). Puis la phase 

organique est séchée par MgS04 et évaporée. On obtient ainsi un produit pur : JFL, 3. 

- F ormu/e brute : 

- Masse molaire : 

- Rendement : 

C1sH1sN204 

290g/mol 

41% 

Spectrométrie dans l'Infra-Rouge 

3300 crn-1 v NH; 31Q0-2840 cm-1 v C-H (alkyles); 1740 cm-1 v CO (acide); 1715 cm-1 v CO 

(lactame); 1630 cm-1 v CO (amide) 

Spectrométrie de Résonance Magnétique Nucléaire (DMSO) : 

8 (ppm) 1,3 (d, 3H, ÇJ::IJ-CH); 1,8 (rn, 2H, Çfu-CH2-S); 2,50 (rn, 1H, CHAHs-CH2-N); 

3,20 (t, 1H, CHAHsN); 3,44 (dt, 1H, CfuHs-N); 4,22 (signal, 1H, CH-NH); 4,77 (t, 1H, 

CHAH.s-N); 5,1 (signal, 2H, -CH2-C6H5) 7,2 (signal, 5H, -Q;Hs); 8,3 (signal, 1H, NH) 



7-1.2. Dérivés du pyrrole. 

Nitromalonaldéhyde de sodium. (JFL, 15) 

Mode opératoire 

[ 

CHO lE) 
~~oj 
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20g (0,29mol) de nitrite de sodium et 20ml d'eau sont introduits dans un tricol équipé 

d'une ampoule à brome, d'un réfrigérant et d'un thermomètre, sous agitation magnétique. 20g 

(0,077mol) d'acide mucobromique dissous dans 50ml d'éthanol à 95% sont placés dans 

l'ampoule à brome. Après dissolution du nitrite de sodium dans l'eau, l'addition se fait goutte à 

goutte, pendant 2 heures, à une température proche de 54°C. Le travail s'effectue sous une hotte 

et se poursuit jusqu'à la fin du dégagement gazeux. 

Le mélange est ensuite refroidi à 0°C et filtré. Le solide obtenu est solubilisé dans 150rnl 

de méthanol puis on filtre afin d'éliminer les insolubles. Après évaporation sous vide, on 

obtient le nitromalonaldéhyde de sodium JFL 15. 

- Formule brute : 

- Masse molaire : 

- Rendement : 

C3H2N04-. Na+, H20 

157glmol 

41% 

Spectrométrie dans l'Infra-Rouge 

1670 cm-1 v CO (aldéhyde); 1510 cm-1 v C-N02; 810 cm-1 v N02-. 

Spectrométrie de Résonance Magnétique Nucléaire (DMSO) 

ù (ppm) 9,75 (s, 2H, (QHC.-C)2). 
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Pyrrole 4-nitro 2-méthoxycarbonyle. (JFL, 16) 

Mode opératoire 

Dans un ballon de 250ml, sous agitation, 4,42g (0,032mol) de JFL-15 et 3,993g 

(0,032mol) de chlorure d'ammonium de l'ester méthylique de glycine sont dissous dans 100ml 

de méthanol. Dès que la température du milieu réactionnel atteint 50°C, on ajoute goutte à goutte 

10ml (0,05mol) de NaOH à 20%, sous agitation pendant 1 heure. Après évaporation du 

méthanol, on solubilise dans l'eau et on procède à des extractions au NaCl. 

La phase éthérée est séchée sur Na2S04 anhydre puis après filtration, on évapore sous 

vide pour récupérer le produit attendu JFL 16. 

- Formule brute : 

- Masse molaire : 

- Rendement : 

C6H6N204. 

170g/mol 

25% 

Spectrométrie dans l'Infra-Rouge 
3290 cm-1 v NH; 3100-2840 cm-1 v C-H (alkyles); 1700 cm-1 v CO (ester); 1510 cm-1 

v C-NÜ2. 

Spectrométrie de Résonance Magnétique Nucléaire (DMSO) : 

8 (ppm) 3,90 (s, 3H, 0-1Ji3); 7,30 (d, 1H, .c.H-NH); 8,10 (d, lH, 02N-C-.c.H); 13,05 

(signal, IH, NH). 
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Pyrrole 4-amino 2-méthoxycarbonyle. (JFL, 17) 

Mode opératoire 

1,35g (7,9mmol) de JFL, 16 sont dissous dans l'éthanol absolu. La réduction est 

réalisée pendant une nuit en autoclave sous pression d'H2 en présence de nickel de Raney 

(P=50bars, T=50°C). Après élimination du catalyseur, le filtrat recueilli est évaporé sous vide 

en absence de lumière afin d'éviter la décomposition du produit attendu JFL 17. Ce dérivé est 

solubilisé dans une solution saturée en HCl gazeux et laissé sous agitation pendant 4 heures. Le 

chlorydrate de JFL 17 précipite dans le milieu. 

- Formule brute : 

- Masse molaire : 

- Rendement : 

C6HsN202. 

140g/mol 

95% 

Spectrométrie dans l'Infra-Rouge 

3290 cm-1 v NH; 310Q-2840 cm-1 v C-H (alkyles); 1700 cm-1 v CO (ester). 

Spectrométrie de Résonance Magnétique Nucléaire (DMSO) : 
o (ppm) 3,90 (s, 3H, O-ffi3); 6,60 (signal, 1H, H2N-C-.cJ:!); 7,15 (signal, 1H, Q:l-NH); 

9,65 (signal, 3H, NH3+); 11,15 (signal, 1H, NH aromatique). 
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Pyrrole 4-(tertiobutyloxycarbonylamino) 2-méthoxycarbonyle. (JFL, 18) 

Mode opératoire 

Le dérivé JFL 17 sous forme de chlorydrate (1,50g, 8,50mmol) est solubilisé dans un 

minimum de dichlorométhane (CH2Cl2) en présence de NEt3 (1,77ml) puis on ajoute 

l'anhydride de tertiobutyloxycarbonyle (5,56g, 25,49mmol) à reflux pendant 12 heures. Le 

mélange est ensuite lavé à l'eau, la phase organique est séchée sur Na2S04 anhydre, puis 

évaporée sous vide pour obtenir le produit JFL 18 attendu. 

- Formule brute : 

- Masse molaire : 

- Rendement : 

CuH16N204. 

240g/mol 

80% 

Spectrométrie dans l'Infra-Rouge 
3290 cm-1 v NH; 3100-2840 cm-1 v C-H (alkyles); 1690 cm-1 v CO (ester); 1680 cm-1 

v CO (uréthane). 

Spectrométrie de Résonance Magnétique Nucléaire (DMSO) 
o (ppm) 1,45 (s, 9H, (Qb)3); 3,90 (s, 3H, O-.c.!:i3); 6,60 (signal, 1H, H2N-C-Qi); 7,15 

(signal, 1H, CH-NH); 9,10 (signal, 1H, -NH); 11,15 (signal, 1H, NH aromatique). 
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N-acétonitrile pyrrole 4-(tertiobutyloxycarbonylamino) 2-méthoxycarbonyle. 

(JFL, 21) 

Mode opératoire 

Le composé JFL, 18 (2g, 8,33mmol) est solubilisé dans un minimum de CH2Ch 

anhydre, on y ajoute lentement l'hydrure de sodium (0,2g; 8,33mmol). Après 30 mn à 

température ambiante le précipité formé est filtré puis repris par un minimum de DMF anhydre. 

A cette solution on additionne goutte à goutte le chlorure d'acétonitrile (0,8ml; 12,5mmol) puis 

le milieu réactionnel est chauffé à 60°C pendant 16 heures. 

Après évaporation du DMF, le résidu est repris par le CH2C12. La phase organique est 

ensuite lavée par une solution aqueuse d'HCl lN (2 x 20ml), par H20 (2 x 20ml) puis par une 

solution aqueuse à 10% en NaHC03 (2 x 20ml). Le CH2C12 est séché par MgS04, évaporé à 

sec. Le brut est purifié par chromatographie-éclair (éluant: Hexane/AcOEt 7 : 3) permettant 

d'obtenir le produit JFL, 21. 

- Formule brute : 

-Masse molaire: 

- Rendement : 

C13H17N3Ü4. 

279g/mol 

40% 

Spectrométrie dans l'Infra-Rouge 

3290 cm-1 v NH; 3100-2840 cm-1 v C-H (alkyles); 1730 cm-1 v CO (ester); 1680 cm-1 v CO 

(uréthane). Absence de la bande caractéristique de C-N à 2200 cm-1. 

Spectrométrie de Résonance Magnétique Nucléaire (DMSO) 

8 (ppm) 1,45 (s, 9H, <.C!::l3)3); 3,90 (s, 3H, 0-.c.fu); 5,30 (s, 2H, .cfu-CN 6,60 (signal, lH, 

H2N-C-CH); 7,15 (signal, 1H, CH-NH); 9,10 (signal, 1H, -NH). 
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7-1.2.1. Bispyrrole non substitué (4). 

Acie pyrrole 4-(tertiobutyloxycarbonylamino) 2-carboxylique. (JFL, 19) 

Mode opératoire 

1,35g (5,62mmol) de JFL 18 est dissous dans 10 ml de méthanol; 4 équivalents de 

soude (N aOH à 20%) sont additionnés et le milieu réactionnel est agité à reflux pendant 24 

heures. Le mélange est évaporé sous vide puis repris par l'eau. On acidifie par HCl 5N jusqu'à 

un pH de 3 environ. L'acide JFL 19 précipite dans le milieu et peut être recueilli dans une 

phase organique (CH2Cl2) par plusieurs lavages. 

- Formule brute : 

-Masse molaire: 

- Rendement : 

C10H14N204. 

226g/mol 

75% 

Spectrométrie dans l'Infra-Rouge 

3290 cm-1 v NH; 3lü0-2840 cm-1 v C-H (alkyles); 1740 cm-1 v CO (acide); 1680 cm-1 v CO 

(uréthane). 

Spectrométrie de Résonance Magnétique Nucléaire (DMSO) 

ù (ppm) 1,45 (s, 9H, <..C.!:i3)3); 6,60 (signal, 1H, H2N-C-Qi); 7,15 (signal, 1H, .QH-NH); 

9,10 (signal, 1H, -NH); 11,15 (signal, 1H, NH aromatique); 12,25 (signal, 1H, COOH). 
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Bis-pyrrole non substitué. (JFL, 20) 

Mode opératoire 

A une solution de JFL, 19 (1,50g; 6,64mmol) et HOBt (0,986g; 7,30mmol) dans le 

DMF (10ml) et le CH2Cl2 (20ml) refroidie à 0°C, on ajoute une solution de DCC (1,5g ; 

7 ,30mmol) solubilisée dans CH2Cl2 (5ml). Après 30 mn d'agitation à 0°C, on additionne le 

pyrrole 4-amino 2-méthoxycarbonyle JFL, 17 (1,02g; 7,30mmol) et la N-méthylmorpholine 

(0,80ml; 7,30mmol). On laisse le mélange réactionnel sous agitation 30 mn à 0°C puis 16 h à 

5°C. 

Le précipité de DCU formé dans le milieu réactionnel est filtré, lavé par CH2Cl2 (20ml). 

Le filtrat est évaporé à sec et le résidu est repris par AcOEt (50ml), le précipité formé est filtré. 

La solution d'AcOEt est lavée successivement par une solution aqueuse à 10% de NaHC03 

(40ml, 25ml), puis par une solution aqueuse à 10% d'acide citrique (25ml, 25ml), par H20 

(30ml) et enfin par H20 saturée en NaCl (30ml). 

Toutes les phases aqueuses sont réextraites par l'AcOEt, les phases organiques sont 

séchées par MgS04, évaporées à sec. L'huile obtenue est reprise par un minimum d'éther, il se 

forme un précipité de JFL, 20 que l'on filtre. 

- Formule brute : 

- Masse molaire : 

-Rendement: 

C16lf2oN4Ü5. 

348glmol 

68% 

Spectrométrie dans l'Infra-Rouge 

3290 cm-1 v NH; 310ü-2840 cm-1 v C-H (alkyles); 1730 cm-1 v CO (ester); 1680 cm-1 v CO 

(uréthane); 1630 cm-1 v CO (amide). 

Spectrométrie de Résonance Magnétique Nucléaire (DMSO) : 

8 (ppm) 1,45 (s, 9H, (Qi3)3); 3,90 (s, 3H, 0-CHJ); 6,85 (massif, 2H, (HN-C-Q!)2); 7,15 

(massif, 2H, (CH-NH)2); 9,10 (signal, 1H, -NH); 9,85 (signal, 1H, -NH amide); 11,50 

(massif, 2H, (NHh aromatiques). 



Bis-pyrrole non substitué saponifié. (JFL, 4) 

CH3 
1 H 

H3c-c-o ' 
1 '\..--N . H 

Mode opératoire 

3 0 ~ ~ .N ~ CH Il t:K\ -(XCOOH 

~ NH 

H 0 
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1,00g (2,87mmol) de JFL 20 est dissous dans 10 ml de méthanol; 4 équivalents de 

soude (N aOH à 20%) sont additionnés et le milieu réactionnel est agité à reflux pendant 24 

heures. Le mélange est évaporé sous vide puis repris par l'eau. On acidifie par HCl 5N jusqu'à 

un pH de 3 environ. L'acide JFL, 4 précipite dans le milieu et peut être recueilli dans une phase 

organique (CH2C12) par plusieurs lavages. 

- F annule brute : 

- Masse molaire : 

- Rendement : 

C1sH1sN40s. 

334glmol 

80% 

Spectrométrie dans l'Infra-Rouge 

3290 cm-1 v NH; 31Q0-2840 cm-1 v C-H (alkyles); 1740 cm-1 v CO (acide); 1680 cm-1 v CO 

(uréthane); 1630 cm-1 v CO (amide). 

Spectrométrie de Résonance Magnétique Nucléaire (DMSO) : 

8 (ppm) 1,45 (s, 9H, (C.!:!3)3); 6,85 (massif, 2H, (HN-C-lli)2); 7,15 (massif, 2H, (CH­

NH)2); 9,10 (signal, 1H, -NH); 9,85 (signal, IH, -NH amide); 11,50 (massif~ 2H, CNHb 

aromatiques). 
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7-1.2.2. Bispyrrole monosubstitué (5). 

N-benzyl pyrrole 4-(tertiobutyloxycarbonylamino) 2-méthoxycarbonyle. (JFL, 

23) 

Mode opératoire 

Le composé JFL, 18 (2g, 8,33mmol) est solubilisé dans un minimum de CH2Ch 

anhydre, on y ajoute lentement l'hydrure de sodium (0,2g; 8,33mmol). Après 30 mn à 

température ambiante le précipité formé est filtré puis repris par un minimum de DMF anhydre. 

A cette solution on additionne goutte à goutte le bromure de benzyle (1,5ml; 12,5mmol) puis le 

milieu réactionnel est chauffé à 60°C pendant 16 heures. 

Après évaporation du DMF, le résidu est repris par le CH2C12. La phase organique est 

ensuite lavée par une solution aqueuse d'HCl lN (2 x 20ml), par H20 (2 x 20ml) puis par une 

solution aqueuse à 10% en NaHC03 (2 x 20ml). Le CH2C12 est séché par MgS04, évaporé à 

sec. Le brut est purifié par chromatographie-éclair (éluant: CH2Cl2)MeOH 9 : 1) permettant 

d'obtenir le produit JFL, 23. 

- Formule brute : 

- Masse molaire : 

- Rendement : 

C1sH22N204 

330g/mol 

55% 

Spectrométrie dans l'Infra-Rouge 

3290 cm-1 v NH; 3100-2840 cm-1 v C-H (alkyles); 1730 cm-1 v CO (ester); 1680 cm-1 v CO 

(uréthane). 

Spectrométrie de Résonance Magnétique Nucléaire (DMSO) : 

o (ppm) 1,45 (s, 9H, (CH3)3); 3,90 (s, 3H, O-CH3); 5,55 (s, 2H, CH?C6Hs); 6,85 (d, 1H, 

HN-C-CH); 7,15 (d, 1H, CH-NH); 7,35 (massif, 5H, Q>Hs); 9,10 (signal, 1H, -NH). 
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Acide N-benzyl pyrrole 4-(tertiobutyloxycarbonylamino) 2-carboxylique. (JFL, 

24) 
CH3 
1 H 

H3C-C-O 1 

1 ÎfN 
CH, 0 ~ 

N COOH 
1 

Mode opératoire 

©JCH, 
1g (3,03mmol) de JFL 23 est dissous dans 10 ml de méthanol; 4 équivalents de soude 

(NaOH à 20%) sont additionnés et le milieu réactionnel est agité à reflux pendant 24 heures. Le 

mélange est évaporé sous vide puis repris par l'eau. On acidifie par HCl 5N jusqu'à un pH de 3 

environ. L'acide JFL, 24 précipite dans le milieu et peut être recueilli dans une phase organique 

(CH2Cl2) par plusieurs lavages. 

- Formule brute : 

- Masse molaire : 

- Rendement : 

CnH2oN204 

316g/mol 

75% 

Spectrométrie dans l'Infra-Rouge 

3290 cm-1 v NH; 3100-2840 cm-1 v C-H (alkyles); 1740 cm-1 v CO (acide); 1680 cm-1 v CO 

(uréthane). 

Spectrométrie de Résonance Magnétique Nucléaire (DMSO) : 
o (ppm) 1,45 (s, 9H, (CH3)3); 5,55 (s, 2H, CH?C6Hs); 6,85 (d, 1H, HN-C-QD; 7,15 (d, 

1H, CH-NH); 7,35 (massif, 5H, .G6fu); 9,10 (signal, 1H, -NH). 
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Bis-pyrrole N-benzylé, (JFL, 25) 

Mode opératoire 

A une solution de JFL, 24 (a,sg ; 1 ,58mmol) et HOBT ca,23g ; 1 ,75mmol) dans le 

DMF (laml) et le CH2Ci2 (2aml) refroidie à aoc, on ajoute une solution de DCC (a,36g ; 

1,75mmol) solubilisée dans CH2Cl2 (5ml). Après 3a mn d'agitation à aoc, on additionne le 

pyrrole 4-amino 2-méthoxycarbonyle JFL, 17 (a,25g; 1,75mmol) et la N-méthylmorpholine 

ca,2ml ; 1,75mmol). On laisse le mélange réactionnel sous agitation 3a mn à aoc puis 16 h à 

5°C. 

Le précipité de DCU formé dans le milieu réactionnel est filtré, lavé par CH2Ch (2arnl). 

Le filtrat est évaporé à sec et le résidu est repris par AcOEt (5aml), le précipité formé est filtré. 

La solution d'AcOEt est lavée successivement par une solution aqueuse à 1a% de NaHC03 

(4aml, 25ml), puis par une solution aqueuse à 1a% d'acide citrique (25ml, 25ml), par H20 

(3arni) et enfin par H20 saturée en NaCl (3arnl). 

Toutes les phases aqueuses sont réextraites par l'AcOEt, les phases organiques sont 

séchées par MgS04, évaporées à sec. L'huile obtenue est reprise par un minimum d'éther, il se 

forme un précipité de JFL, 25 que l'on filtre. 

- Formule brute : 

- Masse molaire : 

- Rendement : 

C23H26N40s. 

438g/mol 

65% 

Spectrométrie dans l'Infra-Rouge 

329a cm-1 v NH; 31a0-284acm·l v C-H (alkyles); 173a cm·l v CO (ester); 168a cm·l v CO 

(uréthane); 163a cm-1 v CO (amide). 

Spectrométrie de Résonance Magnétique Nucléaire (DMSO) : 

o (ppm) 1,45 (s, 9H, (CH3)3): 3,9a (s, 3H, O-CH3); 5,55 (s, 2H, CH2C6Hs); 6,85 (massif, 

2H, (HN-C-CH)2); 7,15 (massif, 2H, (CH-NH)2); 7,35 (massif, 5H, C6Hs); 9,10 (signal, 

1H, -NH); 9,85 (signal, IH, -NH amide); 1I,5a (massif, IH, NH aromatique). 
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Bis-pyrrole N-benzylé saponifié, (JFL, 5) 

CH3 
1 H 

He-c-o ' 3 
1 )r-N H COOH 

CH, 0 . n -~--{Y 
~N/---i '--~H 

1 0 ©rCH2 

Mode opératoire 

0,5g (1,14mmol) de JFL 25 est dissous dans 10 ml de méthanol; 4 équivalents de 

soude (NaOH à 20%) sont additionnés et le milieu réactionnel est agité à reflux pendant 24 

heures. Le mélange est évaporé sous vide puis repris par l'eau. On acidifie par HCl 5N jusqu'à 

un pH de 3 environ. L'acide JFL, 5 précipite dans le milieu et peut être recueilli dans une phase 

organique (CH2C12) par plusieurs lavages. 

- Formule brute : 

- Masse molaire : 

- Rendement : 

C22H24N405. 

424glmol 

80% 

Spectrométrie dans l'Infra-Rouge 

3290 cm-1 v NH; 3100-2840 cm-1 v C-H (alkyles); 1740 cm-1 v CO (acide); 1680 cm-1 v CO 

(uréthane); 1630 cm-1 v CO (amide). 

Spectrométrie de Résonance Magnétique Nucléaire (DMSO) : 

8 (ppm) 1,45 (s, 9H, (CH3)3); 5,55 (s, 2H, CH2C6Hs); 6,85 (massif, 2H, (HN-C-CH)2); 

7,15 (massif, 2H, (CH-NH)2); 7,35 (massif, 5H, C6fu); 9,10 (signal, 1H, -NH); 9,85 

(signal, 1H, -NH amide); 11,50 (massif, 1H, NH aromatique). 
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7-2. Synthèse en phase hétérogène. 

La synthèse des fragments peptidiques du VIP a été réalisée en phase solide 

(Synthétiseur de peptides Biolynx 4175 couplé à un détecteur UV Gilson holochrome). Nous 

rappelons ici brièvement le principe de cette synthèse en phase solide (Schéma III). 

Le premier acide aminé CC-terminal du peptide à synthétiser) est greffé sur un polymère 

insoluble (résine de Sheppard) par son extrémité C-terminale. La fonction NHa. de chaque 

résidu est protégée par un groupement fluorénylméthyloxycarbonyle (Fmoc). Ce groupement 

protecteur possède la particularité d'absorber à 301nm, et cette propriété est utilisée pour suivre 

la synthèse. Un cycle de synthèse est constitué de quatre étapes successives: l'acide aminé fixé 

sur la résine est libéré de son groupement Fmoc par action d'une amine primaire ou secondaire; 

l'excès de réactif est alors éliminé par lavage; 1' acide aminé à fixer sur la chaîne peptidique en 

formation, est ensuite ajouté en tête de colonne; la réaction de couplage terminée, l'excès 

d'acide aminé non fixé est éliminé par lavage de la résine. Il faut également noter que les acides 

aminés sont protégés sur leur chaîne latérale lorsque celle-ci possède des groupements 

fonctionnels, afin d'éviter des réactions secondaires lors des couplages. En fin de synthèse, le 

peptide complet est séparé du polymère par action de l'acide trifluoroacétique aqueux (95% ). 

Cette étape permet également de libérer le peptide des protections sur les chaînes latérales. Cette 

méthode de synthèse se caractérise par une simplicité d'opération et une rapidité d'exécution. 

Les rendements de couplage sont supérieurs à 99%. Cependant, l'existence de couplage 

imparfait à chaque étape aboutit à la formation de versions tronquées. Une étape de purification 

s'avère donc nécessaire. 

Dans le cas particulier des fragments N-terminaux du VIP, nous avons utilisé une résine 

du type NovaSyn KA 100 (O,lmmol/g de résine) générant des fragments COOH libre. Les 

fragments C-terminaux sont synthétisés quant à eux en utilisant une résine du type NovaSyn 

PR 500 (0,45mmol/g de résine) permettant la synthèse de peptides amides. La synthèse finale 

des pseudopeptides est obtenue par couplage des différents dérivés issus de la phase liquide 

avec le peptide néoformé. La réaction nécessite la présence du réactif BOP en présence de 

diisopropyléthylamine. 
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Schéma III. Schéma simplifié du principe de synthèse en phase hétérogène (A) avec suivi en continu de l'absorbance à 301nm en sortie 
de colonne (B). PR :groupement protecteur; Pfp : pentafluorophénol; Fmoc : fluorénylméthyloxycarbonyle; DMF: diméthylformamide; TFA : 
acide trifluoroacétique. ........ 
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A l'issue de la synthèse, le protocole suivant est identique pour les deux types de 

résines. La résine est retirée de la colonne de réaction puis lavée successivement par le DMF, le 

n-butanol, l'acide acétique et de nouveau le n-butanol. Le clivage final du peptide de la résine 

ainsi que la déprotection des chaînes latérales des acides aminés sont effectués par un traitement 

à l'aide d'une solution d'acide trifluoroacétique (TFA/H20; 95/5) pendant 1h30. Après filtration 

de la résine, la solution TFAIH20 est évaporée sous vide et le peptide est précipité dans l'éther. 

7-3. Purification par CLHP. 

Les produits obtenus sont purifiés par chromatographie liquide haute performance 

(CLHP), système Varian 5000, sur colonne C1s RP lOJ..L Alltech (25 x 1,2cm). La détection se 

fait à 210nm à l'aide d'un spectrophotomètre UV, modèle Shimadzu SPD-6A. La phase mobile 

est constituée du mélange suivant : - solvant A : eau/acide trifluoroacétique 0,1% 

- solvant B : acétonitrile 

Le débit d'élution est de 1 ,5ml/mn. 

Différents gradients d'élution ont été recherchés pour tous les composés synthétisés. 

Nous avons ainsi recueilli les pics majoritaires lors de chaque injection. Après lyophilisation 

des différentes fractions, nous avons identifié les produits désirés en spectrométrie de masse 

(FAB+ : "Fast Atom Bombardment"). 
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ABSTRACT 

Nowadays, the design of heterocyclic molecules able to mimic a peptide structure 

represent a very important field for research. The elaboration of new compounds, based 

on conformation and molecular modelling studies, can be used to show the role of certain 

functionalities in molecules required for the binding and/or the biological activity of this 

drug. 

The vasoactive intestinal peptide (VIP) belongs to a family of neuromediators with 

neuromodulative activities relevant to numerous physiological processes. Due to its 

peptide structure, VIP is rapidely degradated in vivo by various peptidases; in certain 

pathologies, such as asthma, an over-degradation of the VIP may contribute to the 

physiological disorder. Two pharmacological models have been considered in this work 

to study the activity of the peptide. The models of the neuroblastoma and the guinea pig 

trachea were used to study the VIP receptor heterogeneity and the peptide-induced 

transduction systems. 

In parallel, the N-terminal part of the VIP was studied at the molecular level both 

from a theoretical (algorythms, molecular modelling) and practical (CD and NMR 

spectroscopy) point of view. This approach led to the design and synthesis of molecular 

structures (Pyrrolidinone and pyrrol derivatives) which mimic part of the conformation of 

the VIP N-terminal moiety. 

The results obtained with the neuroblastoma cells SK-N-SH and LA-N-2 showed 

that an ordered and rigid bis-pyrrol structure, N-substitued with a benzyl group, can 

partially mimic the VIP N-terminal peptide sequence. 
' 


