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Chapitre 2

Adhésion cellulaire

De grands progres ont été réalisés depuis une quinzaine d’années dans la
compréhension des interactions moléculaires responsables de 1’adhésion des cellules
mammaliennes. Ces phénoménes régulent une bonne partie des processus
physiologiques normaux comme la migration, la prolifération ainsi que la
différenciation cellulaire, mais aussi certains phénomeénes pathologiques telle la
progression tumorale [1].
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Figure 2.1 : Roles de I’adhésion cellulaire [2].

Les interactions des cellules avec leur environnement sont d"une importance cruciale
pour leur devenir et leur comportement. Divers mécanismes entrent en jeu suivant le
partenaire avec lequel la cellule interagit : une autre cellule ou la matrice
extracellulaire. Cette matrice est formée de collagene, de protéoglycans, d’élastine,
d’acide hyaluronique, de kératine et de diverses glycoprotéines qui vont interagir
avec les cellules de maniere spécifique.

Sur base de criteres structurels et fonctionnels, les recherches ont abouti a la mise en
évidence de diverses classes de protéines responsables de ces phénomenes
d’adhésion : parmi elles, citons la superfamille des immunoglobulines, les sélectines,
les cadhérines, ainsi que les intégrines qui nous intéressent plus particulierement.
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Chapitre 2 — Adhésion cellulaire

A.Les molécules d’adhésion

Ces macromolécules sont des glycoprotéines exprimées a la surface des cellules ou
elles interviennent dans le contact intercellulaire et dans les interactions entre la
cellule et la matrice extracellulaire [3], par des interactions homophiliques (comme la
formation de culot plaquettaire) ou hétérotypiques (comme I’adhésion de leucocytes
aux vaisseaux sanguins).

Leur caractéristique essentielle est la capacité de transmettre, a partir du milieu
extracellulaire, des informations et des signaux qui peuvent engendrer, via une
cascade de réponses intracellulaires, une modification dans le comportement et le
métabolisme de la cellule toute entiére. Cette transmission de signaux passe par la
reconnaissance de régions particulieres des ligands qui se trouvent dans la matrice
extracellulaire, tels la laminine, la fibronectine ou le collagene.

Cyloplasm Infercellular space Cylopiasm
PlREMa Plasma
membrane membrang

Figure 2.2 : Représentation schématique des différentes classes de molécules d’adhésion [1] ;
(a) les cadhérines, (b) la superfamille des immunoglobulines, (c) les sélectines et (d) les
intégrines.

1. Les cadhérines

Les cadhérines se placent au premier plan dans les phénomenes d’adhésion
cellulaire. C’est une famille de molécules d’adhésion "calcium dépendantes" qui
intervient de maniere cruciale dans les jonctions cellulaires de type homophiliques.
On peut distinguer notamment :

e la E-Cadherine (épithélium )

¢ la N-Cadherine (systéeme nerveux, cristallin )
¢ la P-Cadherine (placenta)
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e la V-cadhérine (vasculaire)

On dénombre actuellement une vingtaine de récepteurs différents chez les vertébrés
ayant une partie cytoplasmique commune, reliée aux filaments d’actine du
cytosquelette. A l'instar des autres récepteurs d’adhésion, le phénomene de
regroupement ou "clustering” est de premiere importance a leur activité.

Bien qu’on pensait il y a quelques années encore que les cadhérines n’adhéraient que
de maniere homotypique, il est apparu que certaines d’entre elles pouvaient
également interagir avec d’autres types de protéines, rajoutant ainsi un nouveau
niveau de complexité [3].

2. La superfamille des immunoglobulines

Ces protéines membranaires existent dans une large gamme de diversité structurelle
et fonctionnelle. Elles sont impliquées dans la reconnaissance des antigenes ainsi que
dans le phénomene d’adhésion cellulaire. Suivant leur localisation, on les appelle L-
CAM (liver) pour les cellules hépatiques, N-CAM pour les cellules neuronales, I-
CAM (Intercellular Adhesion Molecule) pour les cellules du systeme immunitaire,
MAdCAM (Mucosal Addressin Cell Adhesion Molecule) pour les cellules des veinules
mucosales, EpCAM-1 pour les cellules épithéliales et V-CAM pour les cellules
vasculaires. C’est une famille tres diversifiée qui englobe, chez les vertébrés, une
centaine de membres recensés.

Elles sont impliquées dans des interactions homotypiques, ou hétérotypiques avec
d’autres molécules d’adhésion comme les intégrines, mais également avec des
protéines de la matrice extracellulaire. Leur role est critique dans le développement
du systéme nerveux, les réponses immunitaires et inflammatoires, ainsi que dans
I'embryogenese.

3. Les sélectines

Dernieres dans l'ordre chronologique des découvertes des molécules d’adhésion
cellulaire, les sélectines ne sont exprimées que dans l'endothélium et les cellules
sanguines des vertébrés [4, 5]. Elles sont responsables du recrutement de leucocytes
et de 'agrégation entre leucocytes et plaquettes. Elles comportent trois polypeptides
fortement homologues :

e la sélectine E (CD62E ou ELAM-1 pour Endothelial Leukocyte Adhesion Molecule-

1), de 95 a 115 kD selon son degré de glycosylation, est exprimée par les
cellules endothéliales stimulées par les cytokines ;
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e la sélectine P (CD62P, GMP-140, PADGEM), de 140 kD, est exprimée dans les
corps de Weibel-Palade des cellules endothéliales et dans les granules des
plaquettes. Leur mobilisation en surface se fait en l'espace de quelques
minutes apres stimulation par la thrombine, I'histamine ou certaines
cytokines ;

e la sélectine L (CD62L, LECAM-1, LAM-1, gp90MEL-14) est exprimée chez les
leucocytes. Sa taille varie de 74 kD (chez les lymphocytes) a 90-100 kD (chez
les neutrophiles).

Elles interviennent dans des interactions hétérophiles dépendantes des cations
divalents, et plus particulierement du Ca*. Elles interviennent dans le processus
d’adhésion cellulaire via la reconnaissance et linteraction de leur domaine
extracellulaire de type lectine avec des ligands de type carbohydrate exprimés a la
surface des cellules.

Les sélectines sont impliquées dans des phénomenes tels que I'adhérence lache des
leucocytes aux endothéliums veineux, leur déplacement sur la paroi des vaisseaux
avant leur adhérence forte, leur diapédese jusqu'au site d'inflammation, ainsi que
I'adhérence des monocytes et des neutrophiles aux plaquettes activées.

4. Les intégrines

Les intégrines sont une classe de molécules d’adhésion cellulaire massivement
exprimées. Elles sont impliquées dans les phénomenes d’adhésion cellulaire
homotypiques et hétérotypiques ainsi que dans l'adhésion des cellules avec la
matrice extracellulaire. Nous les détaillons dans le point suivant.

D’autres molécules d’adhésion cellulaire récemment identifiées ne tombent dans
aucune de ces quatre classifications. Citons notamment CD44, la protéine d’adhésion
vasculaire 1, CD34 ou encore la GlyCAM-1. Toutes ces molécules sont impliquées
dans le recrutement de lymphocytes, dans les interactions intercellulaires ou
I'activation cellulaire.

De nombreux états pathologiques ont pu étre associés au disfonctionnement ou a la
surexpression de certaines de ces molécules d’adhésion cellulaire (ou MAC) [6]. Un
intérét grandissant du domaine pharmaceutique pour ces derniéres a donc été
remarqué ces dernieres années.
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Tableau 2.1 : Implication des molécules d’adhésion cellulaire dans diverses applications
thérapeutiques envisageables.

Cibles . MAC
, . Maladies . L
thérapeutigues impliguées
Thromboembolismes

ouibPs3
Cardiovasculaire restenoses owPa, sélectines
artheroscléroses Vb3 VOAM-L
hémostases B, B2, )

Arthrites rhumatoides, s
osteoarthrites B1, B2, s€lectines, ICAM-1

Cancer Métastases owBs, B, Bas Bs
Rétinopathie diabétique,

Inflammatoire

Oculaire dégénération maculaire oy, osfs
. Asthme, allergies,
Respiratoire bronchoconstriction oy, VCAM-1
Os Ostéoporose owPBs, Bu Bs
Foie Désordres rénaux By

Scléroses multiples, désordres

Nerveux neurologiques a4f1, VCAM-1, ICAM-1
. . Maladie de Crohn, ulcéres
Digestif et colites B1, Bar Bs, Bz

B.Les intégrines

Elles constituent une classe de récepteurs glycoprotéiniques transmembranaires qui
jouent un rdle tres important dans les interactions d’adhésion cellulaires [7] (cellule-
cellule ou cellule-matrice extracellulaire). Ces phénomenes régulent une bonne partie
des fonctions cellulaires comme la migration, la prolifération ainsi que la
différenciation des cellules [8-13].
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Figure 2.3 : Structure schématique d’'une intégrine et de l'interaction avec son ligand [14].
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Elles doivent leur nom a I'équipe de Hynes qui les a pour la premiere fois isolées,
séquencées et caractérisées en 1986 [15]. Ils proposerent cette dénomination pour
souligner leurs roles en tant que complexe membranaire intégral induit dans
I'association transmembranaire entre la matrice extracellulaire d'une part et le
cytosquelette d’autre part. On retrouve des intégrines chez tous les métazoaires,
meéme les plus simples.

Elles sont formées de deux sous-unités o et 3, liées de maniere non covalente, qui
jouent un role particulier lors des interactions ligands-récepteurs (cf. figure 2.3).
Chacune de ces sous-unités consiste en de grandes régions extracellulaires, domaine
de liaison au ligand, ainsi que de courtes régions transmembranaires reliées a une
partie cytoplasmique de longueur variable.

La chalne o (de 120 a 180 kDa) contient des acides aminés ayant des liaisons
divalentes avec des ions, comme Mn* ou Mg*™ (effet promoteur du binding, MIDAS
pour Metal Ion-Dependent Adhesion Site) et Ca*™ (effet inverse) et régule la spécificité
des interactions avec les ligands [16, 17] ; la chaine B (de 90 a 110 kDa) contient quant
a elle des régions riches en cystéine (ponts disulfures) et est responsable des
phénomenes d’adhésion [18, 19].

Les ligands naturels des intégrines sont soit des protéines de la matrice
extracellulaire (tels le collagene, la fibronectine, la vitronectine) ou des protéines
sanguines (telle le fibrinogene) soit des immunoglobulines [20]. Ces interactions
intégrines-ligands ne peuvent avoir lieu qu’en présence de cations bivalents.

Actuellement, on dénombre 18 sous-unités a et 8 sous-unités . Malgré le grand
nombre de combinaisons possibles, seules 24 intégrines ont été découvertes a ce jour.
Elles sont caractérisées par de grandes variations dans leur fonction biologique ainsi
que par leur spécificité de ligands.

Figure 2.4 : Représentation schématique des familles d’intégrines.
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Les interactions de type adhésives des intégrines incluent une série d’événements
complexes et variés : I'activation, la reconnaissance du ligand, la réorganisation du
cytosquelette et, finalement, 1'adhésion [21]. Les intégrines jouent donc un rdle
primordial dans la communication intercellulaire et la transduction de signaux
biologiques [11, 13]. Elles interviennent dans la progression du cycle cellulaire,
I'expression de genes tout en ayant également un effet dans 1'adhésion et la
morphologie cellulaire.

Il est apparu que la connection des intégrines au cytosquelette change la
conformation des récepteurs, et augmente leur affinité pour des ligands de la matrice
extracellulaire. Ce phénomene, qui s’étale sur un laps de temps inférieur a la
seconde, est connu sous le nom de "inside-out signalling" ou activation [19, 22, 23]. 1l
est la base méme de la régulation dynamique des propriétés adhésives des intégrines.

D’autre part, 1""outside-in signalling" consiste en la réponse intracellulaire qui découle
de la reconnaissance extracellulaire du récepteur et de son ligand et du
regroupement d’intégrines a la surface de la cellule [13]. De nombreux efforts ont été
menés pour élucider les mécanismes moléculaires qui se cachent sous ces
phénomenes, et beaucoup de choses sont encore a découvrir dans ce domaine.

Néanmoins, de nombreux partenaires cytoplasmiques participant a la réorganisation
du cytosquelette, aux multiples jeux de phosphorylation et de rétrocontrdles
complexes menant finalement a la régulation de l'expression de genes ont pu étre
étudiés [24]. De nombreuses revues ont fait 1'objet de ces phénomenes complexes [25-
33]. Les intégrines sont également fréquemment associées a d’autres protéines
transmembranaires, comme les tetraspanines, ce qui contribue a la diversité des
réponses cellulaires qui découlent de leurs activités [34, 35].

Une modulation de leur activité peut notamment s’opérer par deux mécanismes
distincts : le changement de conformation [36] ainsi que l'agrégation de plusieurs
intégrines ou "clustering" [13, 19, 37-41], une combinaison de ces deux événements
étant également possible. Une autre découverte intéressante fut celle de 1'existence
d’une communication entre intégrines : I'interaction d'une intégrine et de son ligand
entraine une augmentation rapide de I'expression d’intégrines du méme type ou
méme différent [26, 42] . Il faut également savoir que les intégrines existent sous une
multitude de conformations possibles, étant a I'origine de la régulation fine de leur
activité [43].

L’importance des contacts intégrines-matrice extracellulaire peut également étre
illustrée par I'apoptose ou "anoikis" chez certaines lignées cellulaires chez qui ce
contact vient a faire défaut [44].
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C.Ligands d’intégrines : naturels et synthétiques

Les ligands naturels des intégrines (repris dans le tableau 2.2) sont des protéines de
la matrice extracellulaire ou des membres de la superfamille des immunoglobulines
exprimées a la surface d’autres cellules.

La majorité des intégrines reconnaissent plusieurs ligands bien que certaines d’entre
elles ne reconnaissent qu'un seul ligand spécifique. Chaque intégrine a une fonction
biologique spécifique, de sorte que les intégrines qui reconnaissent un seul et méme
ligand n’induisent pas nécessairement la méme réponse intracellulaire [3, 45, 46].

Un des points communs entre beaucoup d’intégrines est la reconnaissance d'un motif
peptidique court centré sur un résidu acide (aspartate ou glutamate) bien spécifique
[47] : la séquence Arginine-Glycine-Acide Aspartique (RGD), également connue sous
le nom de séquence universelle d’adhésion [48, 49] ainsi que la séquence Leucine-
Acide aspartique-Valine (LDV) [50, 51]. Ces tripeptides se retrouvent largement dans
les protéines de la matrice extracellulaire, et notamment chez la fibronectine, le
fibrinogene, la vitronectine, la laminine, le collagene, la thrombospondine,
I'osteospontine et le facteur de von Willebrand [52, 53]. Il est apparu que
I'environnement immédiat et la structure tertiaire de ces séquences actives régissent
de maniere significative la spécificité de I'interaction ligand-récepteur.

Tableau 2.2 : Ligands naturels des intégrines [3].

betal |alphal Collagene, Laminine
alpha2 Collagene, Laminine
alpha3 Laminine, Fibronectine, Thrombospondine
alpha4 Fibronectine, VCAM
alphab Fibronectine
alpha6 Laminine
alpha? Laminine
alpha8 Fibronectine, Tenascine
alpha9 Tenascine
alphal0 Collagene
alphall Collagene
alphaV Fibronectine, Vitronectine
beta2 |alphal ICAMs
alphaM Fibrinogene, ICAMs, iC3b
alphaX Fibrinogene, Collagene, iC3B
alphaD VCAM, ICAMs
beta3 |alphallb Collagene, Fibronectine, Vitronectine,
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Fibrinogene, facteur de Von willebrand,

Thrombospondine
alphaV Fibronectine, Yitronectine, Fibrinogene, .facteur
de Von willebrand, Thrombospondine
beta4 |alpha6 Laminine
beta5 |alphaV Vitronectine
beta6 alphaV Fibronectine, Tenascine
beta?7 alpha4 Fibronectine, VCAM, MAdCAM
alphaE E-cadherine
beta8 |alphaV Collagene, Laminine, Fibronectine

La recherche de ligands synthétiques des intégrines est devenue un axe d’intérét
majeur en chimie médicinale [6, 52, 54]. En effet, l'utilisation d’anticorps spécifiques a
démontré avec succes l'implication directe des intégrines dans une série de
pathologies chroniques [55]. Malgré ces résultats positifs, il s’avere que l'utilisation
d’anticorps en tant que médicaments est sujet a certaines limitations thérapeutiques
[56].

La recherche d’antagonistes des intégrines est actuellement en pleine expansion. La
figure 2.5 reprend le nombre d’articles publiés ces derniéres années dans le domaine.
Un grand nombre de molécules ont été synthétisées et testées, principalement dans le
cadre de la recherche d’agents antithrombotiques, anticancéreux et anti-
inflammatoires.

! L'utilisation des anticorps en tant que médicaments implique qu’ils soient de nature chimérique et humanisée
afin de réduire I'ampleur des effets secondaires (immunogénicité). En effet, la plupart des anticorps sont en
général produits chez le rat, le lapin ou la souris et doivent donc étre rendus permissifs a 'homme.

Les essais cliniques reposant sur I’administration d’anticorps murins n’ont pas permis de vérifier leur activité
puisqu’ils n’agissent probablement que partiellement sur des protéines ou des récepteurs humains, d’ot1 I'intérét
des travaux ayant permis de fabriquer des anticorps plus proches sur le plan structural des anticorps humains.
Les anticorps monoclonaux sont de larges protéines, et de ce fait, ont une cinétique de distribution plus lente que
des petites molécules, ce qui limite les propriétés de pénétration dans les tissus. Par ailleurs I'efficacité de ces
anticorps monoclonaux peut également étre entravée par le développement d’anticorps produits par le receveur
et dirigés contre I'anticorps monoclonal (HAMA : anticorps humains antimurins). Leur apparition provoque une
diminution de la concentration du médicament et de ce fait, altere 'efficacité du traitement. Etant donné qu’ils
persistent dans le sang plusieurs mois apres 1’administration, cela a pour conséquence une survenue plus rapide
d’effets indésirables, lors de la réintroduction de 1’anticorps murin en thérapie.

Le développement des techniques de génie génétique est a 'origine de 'expansion des thérapies par utilisation
d’anticorps monoclonaux. Elles permettent de transformer un anticorps monoclonal murin en un anticorps
chimérique humain/ murin ou de produire des anticorps humanisés. Il est ainsi possible d’en limiter
I'immunogénicité et d’améliorer leur propriété cinétique.
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Figure 2.5 : Evolution du nombre de publications reprenant le mot-clé “integrin antagonist”
de 1990 a 2004.

Idéalement, la premiere étape dans la conception de tels inhibiteurs consiste en la
résolution tridimensionnelle du complexe récepteur-ligand. Malheureusement,
seules quelques structures ont pu étre co-cristallisées [36, 57-60], et la recherche de
nouveaux ligands débute généralement avec lidentification des domaines
d’interaction du récepteur avec son ligand [61].

La découverte d'un nombre croissant de peptides a activité biologique intéressante a
mené a la recherche des pharmacophores correspondants, qui sont actuellement
utilisés en chimie médicinale dans le développement de nouveaux médicaments.

Les inhibiteurs peptidiques d’intégrines influencent la communication intercellulaire
et controlent une série de fonctions essentielles telles le métabolisme, la défense
immunitaire, la digestion, la respiration, la division, ainsi que le comportement
cellulaire. Les applications potentielles de tels médicaments sont donc évidentes,
I'obstacle majeur en étant le métabolisme trop rapide par protéolyse et les
interactions avec de multiples récepteurs différents. Ces inconvénients limitent leur
utilisation en tant que médicaments.

Des lors, la recherche de peptidomimétiques ou de molécules ayant une activité
inhibitrice sélective vis-a-vis de ces intégrines s’avere donc étre une stratégie
thérapeutique trés intéressante. Les peptidomimétiques sont des composés qui
miment la structure et par conséquent la fonction des peptides bioactifs. Ils
présentent de nombreux avantages face a leurs peptides parents qui sont caractérisés
par une faible absorption au niveau des membranes intestinales, une digestion
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rapide par les enzymes protéolytiques, ainsi que par une destruction potentielle par
le systeme immunitaire.

La recherche de peptidomimétiques a haute biodisponibilit¢é mais moins vite
catabolisés évite donc toutes ces complications. Les avantages qu’ils présentent sont
indéniables : une stabilité in vivo et une affinité accrues, une meilleure absorption par
voie orale, une distribution facilitée, ainsi qu'une sélectivité affinée. Par conséquent,
lI'intérét pour les peptidomimétiques n’a fait que croitre ces dernieres années.

La conception de médicaments peptidomimétiques requiert l'utilisation et la
combinaison de diverses techniques. Le développement de nouvelles molécules
prometteuses passe par la connaissance de la conformation bioactive du peptide
originel, la position spatiale des groupes fonctionnels indispensables a la
reconnaissance, ainsi que des informations stériques et des propriétés électroniques
des deux intervenants : le récepteur cible et le peptide. Cette étape est cruciale, vu
que les peptides natifs, bien que flexibles, n’adoptent qu'une seule conformation au
site actif du récepteur. La perte de degré de liberté de rotation devrait donc accroitre
de maniere significative l’activité du peptidomimétique face a celle du peptide.

Une des stratégies utilisées est la synthese de peptides hybrides résultant de
I'optimisation du peptide natif par le remplacement de certaines fonctionnalités par
des blocs de construction bioisosteres. L’utilisation d’'unités de conformation
contrainte fournit des renseignements pertinents quant a la conformation bioactive
du peptide. L’étude structure-activité (SAR) effectuée sur ces molécules mene a la
détermination d’un pharmacophore modele qui sert alors de point de départ pour le
design de nouveaux peptidomimétiques.

Une autre stratégie passe par la synthese et par 'étude systématique d’une série de
peptides cycliques. La contrainte imposée par la tension de cycle induit une
conformation particuliere aux molécules. La recherche du peptide contraint le plus
actif mene a la détermination de la conformation bioactive. Elle sert alors de guide au
design de peptidomimétiques présentant les résidus pharmacophores dans la
disposition spatiale adéquate. L’étude structure-activité opérée sur ces molécules
mene enfin aux dérivés les plus actifs.

Un grand nombre de peptides et de peptidomimétiques RGD ont été synthétisés et
testés quant a leur activité antagoniste et sélective vis-a-vis des intégrines [62] :

- omnps (dans le cadre de la recherche d’agents anti-thrombotiques), intégrines
des plaquettes sanguines [63] ;

- avfPs (agents anticancéreux via inhibition de l’angiogénese), intégrines des
cellules endothéliales [64-68].
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Dans le cadre de ce travail, nous nous intéressons plus particulierement aux
intégrines exprimées chez les leucocytes. La recherche de dérivés anti-inflammatoires
menée actuellement en chimie médicinale nous offre 'opportunité d’accéder au
design de ligands de ces intégrines. En effet, I'industrie pharmaceutique s’est
penchée sur les intégrines de leucocytes comme nouvelle voie d’acces aux anti-
inflammatoires et au traitement d’'une série de pathologies [69, 70] telles le
thromboembolisme, la réstenose coronaire, les artérioscléroses, hémostases, arthrites
rhumatoides, osteoarthrites, cancer, asthme, allergies, broncho-constriction,
ostéoporose, maladies auto-immunes, scléroses, maladie de Crohn, psoriasis, ulceres,
colites...

Les premiers résultats de ces travaux concernent les ligands des intégrines
ouPiet aufs, obtenus en partant de la séquence active LDV (Leucine-Acide
aspartique-Valine), découverte en 1991 [71]. Nous les passerons en revue dans le
point suivant.

D.L’adhésion de leucocytes

D’énormes avancées ont été réalisées dans le domaine de 1'adhésion leucocytaire.
Plusieurs raisons ont motivé ces recherches. Les leucocytes ont été pendant
longtemps intensivement étudiés par les immunologistes, qui ont pu des lors
accumuler de nombreuses données sur la nature des antigenes qu’ils présentent,
leurs fonctions, les maladies qui découlent de leur dysfonctionnement, sans
réellement comprendre les mécanismes qui entraient en jeu a I’échelle moléculaire.

Le développement des anticorps monoclonaux, qui ont permis l'identification et
l'isolement des molécules présentes a la surface des cellules, et les avancées dans les
techniques de clonage et d'expression de gene, ont vu 1'élargissement et 'ouverture
du champ de cette recherche a la biologie moléculaire. Ce changement est a la base
du progres et de la compréhension accrue et rapide des phénomenes liés a ’adhésion
leucocytaire [72].

Il est clairement apparu que l'adhésion des leucocytes est d'une importance
physiologique critique et d'une complexité extréme [73]. Elle est finement régulée et
le moindre écart a cet équilibre peut avoir de multiples retombées aboutissant a une
grande diversité d’états pathologiques graves. Par exemple, I'adhésion des leucocytes
dans les régions endommagées des vaisseaux est considérée comme un élément clé
dans la pathogenese de I'athérosclérose et des thromboses. C’est la raison pour
laquelle de nombreux laboratoires ont trouvé un grand intérét a la recherche de
moyens de modulation de I’adhésion leucocytaire.
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Figure 2.6 : Intervention des sélectines et des intégrines dans le recrutement de leucocytes de
la circulation sanguine.

Tout comme l'adhésion cellulaire que nous avons détaillée dans les pages
précédentes, 1'adhésion des leucocytes a l'endothélium fait participer différents
intervenants a divers niveaux, et notamment ; les sélectines, les intégrines et les
immunoglobulines. Les sélectines interviennent au niveau du premier contact de
faible force, les intégrines et les immunoglobulines prennent quant a elles le relais
lors de I’adhésion ferme [74].

La propriété des leucocytes a adhérer a différents substrats et/ou cellules est cruciale
pour leur fonction de défense. Pendant la réaction inflammatoire, les leucocytes se
lient aux cellules endothéliales et migrent jusqu'au site de I'inflammation. Prenons le
cas du recrutement des neutrophiles de la circulation sanguine vers les sites
d’inflammation (cf. figure 2.6).

Les cellules ralentissent en se liant faiblement a des protéines des cellules
endothéliales, les sélectines [75, 76]. Elles sont les premieres molécules engagées
dans la réponse inflammatoire et permettent 1'adhésion des leucocytes aux cellules
endothéliales malgré le courant de la circulation sanguine, en servant de "frein" a la
progression des cellules circulantes par le biais de forces relativement faibles. Apres
la capture vient le "rolling", étapes transitoires indispensables a la mise en place d"une
adhésion forte assurée par l'interaction entre intégrines et immunoglobulines, qui
sera suivie d"une transmigration ou diapédese vers le site d'inflammation [74].

Passons en revue de maniere plus précise les différents types d’intégrines qui ont

retenu notre attention tout au long de ce travail ; plus précisément les intégrines
exprimées chez les leucocytes [77]. Il s’agit de la famille des B2, de 1’auf1 et cufr.
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E.Les intégrines de leucocytes

Intégrines ou

e L’intégrine auf: (CD49D/CD29 ou VLA-4 pour Very Late Antigen)

Membre important de la famille la plus représentée de toutes les intégrines : les .
Ces hétérodimeres sont constitués d’une chaine o de 150 kDa et d’une chaine f
commune de 130 kDa, et se lient aux protéines de la matrice extracellulaire telles la
vitronectine, la laminine, la fibronectine et le collagene. Leur activation induit un
phénomene d’adhésion cellulaire accéléré [78].

L’intégrine ausP; qui nous intéresse tout particulierement dans le cadre de ce travail
est impliquée dans 1’adhésion des lymphocytes [79], des monocytes, des éosinophiles
[80], des basophiles et des macrophages. Les neutrophiles peuvent également
exprimer cette intégrine a faible niveau et sous certains stimuli exclusivement [81,
82]. Ses ligands naturels incluent VCAM-1, la fibronectine et la thrombospondine.

Leur implication dans le phénomene du recrutement leucocytaire est tres importante.
A titre d’exemple, Chen et al. ont pu démontrer la présence de pas moins de quatre-
vingt mille copies de cette intégrine dans une lignée de lymphocytes T [83].

La séquence active reconnue par cette intégrine a été découverte en 1991 par 'équipe
du professeur M. J. Humphries en testant 'activité d’oligopeptides de plus en plus
courts : la séquence minimale étant le tripeptide LDV, de la région CS-1 de la
fibronectine [51]. IIs ont également souligné I'importance de cette séquence, de par sa
conservation dans les fibronectines humaine et chez plusieurs especes animales.

Figure 2.7 : La séquence active LDV (Leucine-Acide Aspartique-Valine).

Cette découverte marqua le point de départ a la recherche d’antagonistes de
I'intégrines oufi. En effet, cette nouvelle cible visée par les chercheurs en chimie
médicinale ouvrait la voie a une approche nouvelle dans la conception de dérivés
anti-inflammatoires [84, 85].
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e L’intégrine aufr

Cette intégrine est exprimée chez tous les leucocytes, a I'exception des neutrophiles.
Ses ligands naturels sont MAdACAM [86] et la fibronectine, ainsi que VCAM-1 a plus
faible affinité. Ces interactions jouent un role prépondérant dans le recrutement,
I’activation et I’apoptose des leucocytes [87].

La séquence active reconnue par cette intégrine est le tripeptide LDT, extrémement
proche du LDV : ces deux tripeptides ne different que par le remplacement dun
méthyle par un groupement hydroxyle.

La recherche d’antagonistes d’asp1 et ouf7: revue de la
littérature

Cette recherche découle directement des études sur lefficacité des anticorps
monoclonaux de la chaine a4 dans le traitement de diverses maladies inflammatoires,
comme la sclérose en plaques [88, 89].

En effet, I'efficacité in vitro et in vivo d’anticorps monoclonaux anti-oup: et auf7 ont
démontré avec succes l'importance de leur intervention. Les antagonistes de ces
intégrines sont donc devenus une nouvelle cible intéressante en chimie médicinale
[90].

Suite a la découverte par Komoryia et al. en 1991 de la séquence active LDV [51], de
nombreux laboratoires se sont lancés dans la recherche d’inhibiteurs sélectifs visant
I'intégrine auf: [91, 92]. Nous n’envisagerons qu’une partie des travaux effectués
dans le domaine ces dernieres années pour n’en garder que les points les plus
importants.

Diverses approches ont été envisagées par les différents protagonistes : la cyclisation
du tripeptide via des ponts disulfures [93], l'utilisation de "scaffolds" rigides [94], la
mise en ceuvre de "templates" particuliers [95-106], ainsi que le screening de librairies
combinatoires [107] ou in silico [108].

Il est apparu que le tripeptide LDV n’était pas un inhibiteur tres efficace en lui-
méme, avec un ICso supérieur au millimolaire. Néanmoins, une amélioration nette de
ses capacités antagonistes a été observée en y ajoutant un groupement a ses
extrémités N- et/ou C- terminales ou en le cyclisant a 'aide de ponts disulfures [92].
Ces résultats encourageants ont poussé les chercheurs a s’investir dans le
développement de dérivés atteignant des affinités pour VLA-4 jusqu’a 10° fois
supérieures a celle du tripeptide originel.
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Les peptides cycliques :

Sur base de I'expérience accumulée notamment dans la recherche d’antagonistes des
intégrines amPs et le peptide RGD, de nombreux chercheurs se reposerent sur le fait
bien établi qu'une contrainte appliquée a un peptide linéaire peut augmenter de
maniere significative l'affinité qu’il présente pour son récepteur. De nombreux
dérivés cycliques de complexité croissante ont été synthétisés dans ce but. Les
premiers essais ont été opérés avec des peptides cycliques de type RGD qui
inhibaient faiblement I’adhésion a la fibronectine [109].

Des 1990, la firme Tanabe breveta de nombreux composés peptidiques cycliques de
type LDV contenant des lactames et des ponts éthers ou disulfures [110]. Divers
laboratoires ont aussi publié d’autres analogues cycliques simples [93, 111]. En voici
quelques exemples notables :

Glu-Trp-Leu-Asp-Val Cys-Pro-Glu-Trp-Leu-Asp-Val-Cys-COOH  Cys-Trp-Leu-Asp-Val-Cys
S S S——S

N
H o

Figure 2.8 : Composés LDV cycliques. ICso respectifs de 10 uM, de 3 uM et de 0,05 pM.

Hoffman-La Roche développa aussi de bons inhibiteurs de structures quelque peu
plus complexes [112-115], dont quelques-uns en collaboration avec Genentech [116].

Figure 2.9 : Peptide cyclique modele de Hoffman-La Roche, ICs = 0,1 nM.

Récemment, une premiere étude de dérivés cycliques du LDT a été publiée dans le
cadre de la recherche d’inhibiteurs d’oufz [117]. Il faudra encore stirement attendre
quelques années avant de voir apparaitre les premiers développements découlant de
cette recherche.

Les peptides LDV linéaires modifiés :

Le greffage de substituants plus ou moins volumineux sur les parties N- et C-
terminales du tripeptide LDV ont permis le développement de nouveaux dérivés
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atteignant des affinités jusqu’a trois mille fois plus importantes que le tripeptide
initial.

La firme Biogen s’est énormément illustrée dans ce domaine. Partant du tripeptide,
et en faisant varier systématiquement les groupements couplés en position N-
terminale, les chercheurs ont pu mettre en évidence une amélioration nette de
I’affinité suite a I'incorporation d’un motif diarylurée méthylé.

Le dérivé BIO-1211 repris ci-dessous s’est avéré étre un million de fois plus actif que
le tripeptide de départ [71]. Cette affinité remarquable vis-a-vis de l'intégrine ouf:
s’accompagne d'une sélectivité appréciable puisque lintégrine oufy y est aussi
sensible, mais a un facteur 1000 pres.

COOH

>E¥sancate

H H

Figure 2.10 : Ajout du motif diarylurée au tripeptide LDV. ICs0 = 0,6 nM.

Ces dérivés ont été testés dans divers modeles inflammatoires avec succes [108]. Une
fois de plus, la limitation évidente de ces dérivés réside dans leur nature peptidique.
Des études plus approfondies quant a la nature du substituant greffé a la partie C-
terminale de ce méme dérivé ont pu mettre en évidence un faible impact sur I'affinité
des produits obtenus.

Novartis, Aventis et Pfizer ont également travaillé dans ce domaine avec la mise au
point de composés linéaires dérivés de BIO-1211 atteignant de bonnes affinités pour
VLA-4 [118-120]. Suite a ces résultats encourageants, divers peptides,
peptidomimétiques et molécules inhibitrices de ces intégrines ont été synthétisés et
testés en vue de leur application potentielle dans le traitement d’une série de
maladies inflammatoires chroniques [121] comme 1’asthme, I’arthrite rhumatoide, les
scléroses multiples...

Les peptidomimétiques :

Comme nous l'avions souligné dans le point C du présent chapitre, la présence de
liens peptidiques pose de gros problemes lors de I’administration des molécules en
tant que médicament, et particuliérement par voie orale. De nombreux efforts ont été
menés dans le but de transférer I'affinité des peptides actifs a de nouveaux dérivés
peptidomimétiques, ayant par ailleurs de bonnes propriétés pharmacocinétiques
dans l'espoir de trouver de nouveaux candidats médicaments.
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Hoffman-La Roche s’est lancé dans cette recherche en partant d'un template de type
N-acyl phénylalanine, suite au screening de leur base de données [96]. Des 2000, ils
mettent au point de nombreux inhibiteurs et s’orientent par essai-erreur sur la
structure N-benzylpyroglutamyl-L-phenylalanine [95, 122].

Figure 2.11 : Dérivé de la famille de la N-benzylpyroglutamyl-L-phenylalanine, ICso = 0,26
nM.

Les composés de cette famille se sont révélés étre trop vite métabolisés apres
administration (avec des temps de demi-vie de quelques minutes). Suite a un
screening des banques de données dans le cadre du remplacement de la partie N-
benzylpyroglutamyl et aux développements SAR, de nouveaux inhibiteurs ont pu
étre identifiés [98-100].

OH

Figure 2.12 : Meilleur dérivé de la famille des N-aroyl-4-[((2, 6-
dichlorophenyl)carbonyl)amino]-L-phenylalanine, ICs0 = 0,20 nM.

Biogen a publié en 2002 les résultats d'une étude utilisant les techniques du screening
in silico pour remplacer la partie peptidique de leur dérivé le plus actif décrit en 2001
[108]. Leur approche consiste en la détermination du pharmacophore
tridimensionnel modeéle, suivi du passage en revue de bases de données de produits
pour en retirer les structures qui satisfont au maximum les contraintes spatiales et
électroniques imposées par le modele. Le hit ainsi obtenu présente un ICs de 1,3 nM,
malheureusement accompagné de caractéristiques pharmaco-cinétiques jugées

insuffisantes. H
N

OH
Figure 2.13 : Peptidomimétique de Biogen.
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D’autres industries, comme Pfizer et Aventis, se sont également penchées sur
I'obtention de dérivés de type diarylurée. Ils ont synthétisé et testé de nouvelles
séries de produits, qui gardent comme point commun le motif diarylurée et une
fonction acide carboxylique libre, mais sans apporter de quelconque amélioration.

Une autre voie intéressante d’obtention de peptidomimétiques de LDV fut mise en
ceuvre par l'équipe de Kessler via l'utilisation du B-D-mannose en tant que
"répartiteur spatial" [94]. Ils obtinrent ainsi de nouveaux inhibiteurs sélectifs des auf1
qui satisfont les criteres de Lipinski. A notre connaissance, ces recherches n’ont pas
été poursuivies.

OH

Figure 2.14 : Peptidomimétique de type mannose.

L’approche utilisée chez Merck consistait en la recherche de dérivés contenant une
fonction acide carboxylique. Le screening de leur banque de donnée a fait ressortir
trois dipeptides sulfonylés intéressants [123]. La recherche a continué, via 'utilisation
intense de la chimie combinatoire? [107], pour arriver dans un premier temps a des
dérivés du type 2(S)-méthyle-proline biphénylalanine, a faible biodisponibilité. Ils
ont également démontré le pouvoir antagoniste des N-aryl 2, 6-
dimethoxybiphénylalanines [124] ainsi que des N-isonicotinoyl-4-
aminophénylalanines [125, 126].

Cl SO,

Cl

Figure 2.15 : Hit de Merck, ICso = 0,08 nM.

2 Chimie combinatoire : son principe est d'accroitre les chances de trouver une molécule active en multipliant le
nombre de molécule étudiées en synthétisant de tres nombreuses molécules par combinaison. Il est désormais
possible de synthétiser en une seule opération plusieurs centaines de molécules partant d'une structure de base
déterminée a priori en mettant en présence les réactifs nécessaires. On obtient ainsi d'un seul coup plusieurs
centaines de nouvelles molécules a partir d'une famille de composés de départ et d'un réactif unique. Toutes les
opérations, synthese, isolement et identification, sont miniaturisées et robotisées. On peut ainsi constituer une
bibliotheque de plusieurs milliers de dérivés en quelques mois. Associé a un criblage biologique a haut débit, ce
type de synthése est utilisé en particulier pour la recherche de molécules pharmacologiquement actives.
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IIs se sont ensuite tournés vers 1'obtention d’inhibiteurs a double action vis-a-vis des
intégrines ouf1 et auPr [127]. Ils développerent des dérivés aux ICso intéressants et
tenterent d’expliquer leurs résultats sur base d’'un modele d’interaction, qui leur
servit de guide dans leurs recherches postérieures.
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Figure 2.16 : Modele d’interaction sur a4f1 et aufys.

En effet, les affinités obtenues avec ces nouveaux dérivés sont trés bonnes, mais leurs
propriétés pharmacocinétiques sont décevantes, et elles sont accompagnées de faible
biodisponibilité par voie orale. Néanmoins, nous pouvons citer quelques-uns de
leurs dérivés ayant des ICso remarquables, issus de leurs nombreuses publications
[106, 124, 128-135] (cf. tableau 2.3).

Celltech a aussi débuté ses recherches avec des mimes de tetrapeptides cycliques. Les
chercheurs ont remplacé le lien disulfure et pris la structure de la cystéine [101], de la
tyrosine [136] et de la phénylalanine [102-104, 137] comme squelette de base
(template) a leur dérivés. Notons la ressemblance nette de leurs dérivés avec ceux
obtenus dans d’autres programmes de recherche par Merck ou Hoffman-La Roche.

Figure 2.17 : Hit de Celltech, ICso = 0,5 nM.
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Tableau 2.3 : Activité de quelques tétes de série de Merck.
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Figure 2.18 : Daiichi Pharmaceuticals, ICs0= 1,4 nM.

D’autres groupes se sont essayés a la recherche d’antagonistes a double action sur
P et Br. Citons notamment les travaux de Genentech [138] et de Johnson & Johnson
[139], dont les composés restent nettement moins affins mais néanmoins intéressants

Les dernieres publications parues en 2005 refletent 1'état d’avancement de cette
recherche d’antagonistes. Chiba et al. décrivent une nouvelle famille d’inhibiteurs de
VLA-4 découlant directement de BIO-1211 [140].
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D’autre part, des dérivés de type acide 2, 3-diphénylpropionique se sont également
révélés étre de bons inhibiteurs VLA-4 [141]. Une ressemblance est la aussi a
souligner avec des inhibiteurs décrits dans ces dernieres pages.
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Figure 2.19 : Kaken Pharmaceuticals, ICso = 0,1 nM.

Intégrines {3

Ces intégrines caractéristiques des leucocytes sont constituées de quatre
hétérodimeres avec des chaines a spécifiques (CD11a, b, c et d) et une chaine B
commune (CD18) [142, 143]. Largement distribuées dans le systéme immunitaire,
elles participent activement a la réponse immunitaire en jouant un role essentiel dans
les phénomenes d’adhésion et de recrutement des leucocytes lors des phénomenes
d’inflammation [72, 144].

e CD11a/CD18 (owP2 ou LFA-1 pour Lymphocyte Function-associated Antigen-1)
est la plus répandue des intégrines P.. Elle se retrouve exclusivement chez les
lymphocytes. Cette intégrine se lie aux fonctions amines terminales des
immunoglobulines ICAM-1, 2 et 3 [145, 146]. Cette interaction est impliquée
dans de nombreuses maladies auto-immunes (psoriasis, asthme,...) [147].

e CD11b/CD18 (amP2 ou Mac-1 pour Macrophage-1 Antigen) est principalement
exprimée chez les neutrophiles et les monocytes [148]. Elle se lie également a
de nombreux ligands : on en dénombre aujourd’hui plus d’une trentaine [149].
Cette intégrine joue, avec le fibrinogene, un role prépondérant dans la réponse
inflammatoire.

e CD11c¢/CD18 (axP2 ou pl50,95) se retrouve en grand nombre chez les
monocytes et les macrophages [150]. Ses ligands sont peu caractérisés. On sait
néanmoins qu’elle se lie aussi au fibrinogene, ainsi qu’au collagene.

e (CD11d/CD18 (opp2) a été récemment découverte [151]. Elle est exprimée a
faible niveau sur les neutrophiles, monocytes, éosinophiles et lymphocytes.

Les intégrines B2 jouent un role crucial dans les phénomenes d’adhésion cellulaire
requise pour plusieurs fonctions leucocytaires. Le syndrome de déficience
d’adhésion leucocytaire ou LAD (pour Leukocyte Adhesion Defficiency) est la preuve de
I'importance de ces récepteurs [152-154]. Cette pathologie découle dune déficience
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dans I’adhésion de leucocytes aux tissus, due a une mutation sur CD18, menant entre
autres a des infections bactériennes chroniques. On sait également que ces intégrines
sont surexprimées chez les patients souffrant d’arthrite rhumatoide, et de la maladie
de Crohn [155].

De nombreuses industries pharmaceutiques se sont donc lancées dans des projets de
recherche conséquents dans ce domaine [156]. Les premiers résultats concrets de ces
investigations sont le développement de l'anticorps anti-CD11a hull24 en phase
clinique II pour le traitement du psoriasis et d’asthme allergique [157].
Malheureusement, le développement d’inhibiteurs puissants et sélectifs a tardé a étre
correctement exploité ou dévoilé, et au moment ou1 nous avons débuté ce travail, peu
de résultats avaient été publiés.

La recherche d’antagonistes Bz: revue de la littérature

La recherche d’inhibiteurs des B2 comprend aussi bien les antagonistes directs qui
nous préoccupent dans le cadre de ce travail, mais aussi les petites molécules qui
agissent de maniere indirecte en modulant 1'état d’activation de ces intégrines, ainsi
qu'une troisiéme classe qui englobe les inhibiteurs d’expression des ligands des
intégrines B2 [158].

Cette section présente I'historique de la recherche d’antagonistes des B2, depuis les
premieres découvertes somme toutes assez récentes, jusqu'aux derniers
développements publiés.

En 1999, le groupe de Kelly chez Boehringer Ingelheim développe le premier
inhibiteur efficace découvert par high-troughput screening’ : le BIRT 377, membre de la
famille des hydantoines [159, 160]. Il est apparu que son interaction avec LFA-1 fige
ce dernier dans une conformation de basse affinité [161].

0
Br \N/[<
N

(e} Cl
Figure 2.20 : BIRT 377 (ICs0 ICAM-LFA-1=26 nM).

Cl

3 Criblage a haut débit (HTS) : tri rapide de molécules candidats-médicaments en fonction de leur action sur les
cibles que constituent, par exemple, les protéines. L'essai est fait simultanément sur un grand nombre de cibles,
de significations tres diverses, pour identifier parmi toutes ces molécules celles qui sont pourvues des propriétés
biologiques les plus intéressantes. Cette technique repose sur une miniaturisation et une robotisation avancée des
appareils.
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Les excellents résultats obtenus sur des modeles animaux d’inflammation [162], ainsi
qu'en étude préclinique ont motivé la recherche de procédés de synthese rapides et
efficaces de cette téte de série [163]. D’autres groupes se sont également attelés par la
suite au design de novo d’antagonistes basés sur une structure bicyclique [5]
hydantoine, mais sans jamais réussir a améliorer le résultat de BIRT 377 [164].

Un métabolite fongique a également été étudié simultanément ; la lovastatine, qui
reconnait également la méme région de LFA-1 [165]. Aucune étude de relation
structure-activité n’a été publiée a ce sujet actuellement, bien qu'une série de brevets
décrive des dérivés ou la lactone est remplacée [166].

NN
W

Figure 2.21 : La lovastatine (ICs0 = 2,4 uM).

Novartis Pharma s’est intéressé de plus pres a la famille des statines, inhibiteurs
compétitifs du 3-hydroxy-3-méthylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA). LHMGCoA
réductase catalyse 1'étape clé de régulation de la synthese du cholestérol dans le foie
et d’autres tissus. Les statines sont donc couramment utilisées pour leur propriété de
réduction du taux de cholestérol dans les maladies cardiovasculaires. Il s’est avéré,
d’apres un nombre croissant d’études in vitro et in vivo qui allaient dans le méme
sens, que ces statines ont des effets anti-inflammatoires, qui ne sont pas liées a leur
activité hypocholestérolémiante [167]. En effet, Weitz-Schmidt et al. ont découvert
que ces propriétés anti-inflammatoires étaient liées a la reconnaissance du site de
fixation de ICAM-1 sur LFA-1. LFA 703 a été développé suite a cette découverte,
d’affinité supérieure pour LFA-1 (IC5<28 nM) mais inférieure pour I'HMG-CoA

(IC55>100 uM). o

(0] ! ] OMe

Figure 2.22 : LFA 703 de Novartis.
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Abott s’est penché sur des dérivés para-arylthio cinnamides, et en 2000, c’est 1’A-
286982 qui fait son apparition avec un ICso de 44 nM, optimisé a partir d"un hit a 1,7
uM [168]. Il souffre néanmoins d"une faible biodisponibilité par voie orale [169].

NO, o
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Figure 2.23 : A-286982 (ICso = 44 nM).

Partant de ce dérivé, le développement a continué pour aboutir a des dérivés de
seconde génération offrant de bien meilleures affinités, en améliorant également la
solubilité aqueuse, par l'introduction d'un acide carboxylique terminal tout en
modifiant légerement le motif pipérazine [170]. Diverses études de QSAR* ont été
menées sur ces dérivés dans le but de rationaliser I'activité de cette famille de dérivés
[171].
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Figure 2.24 : Meilleur hit d’Abott avec un ICso de 0.1 nM.

Plus récemment, Wang et al. ont rapporté une nouvelle modification de leur série par
le remplacement isostérique de la partie trans-cinnamide par des trans-
cyclopropylamides d"une part et par des hétérocycles aminés substitués d’autre part.
Cette stratégie découle de l'observation de la dégradation rapide de cette série dans
des tests in vivo. Les tétes de séries sont représentées sur la figure 2.25 avec des ICso
respectifs de 5 et 20 nM [172, 173].
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Figure 2.25 : Les plus puissants et récents antagonistes d’Abbott.

4 QSAR : consiste en I'établissement de relations mathématiques (corrélations) liant I'activité biologique d'une
série homogene de dérivés chimiques a des parameétres physico-chimiques caractéristiques des molécules testées
(descripteurs quantifiables comme la lipophilie, 1'électronégativité, la charge, la surface accessible,...). L’objectif
final est de comprendre dans un premier temps les forces gouvernant l'activité d’une série de dérivés afin de
proposer un outil prédictif pour des molécules (en principe plus actives) équipées de substituants non encore
testés et donc d'orienter de maniere efficace les syntheses futures.
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En 2003, Novartis publie la mise au point d'une librairie de 90 molécules de type 1, 4-
diazépane-2-one en tant que scaffold de base [174]. Le hit le plus intéressant a un ICso

de 70 nM.
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Figure 2.26 : Hit de Novartis en 2003.

En 2005, la recherche découlant de cette premiere investigation a mené a la
découverte de meilleurs inhibiteurs atteignant un ICso de 24 nM [175]. Il s’agit d"une
nouvelle classe d’antagonistes basés sur le template de 1,4-diazepane-2,5-diones. La
derniere publication en date rapporte la co-cristallisation d’un dérivé modele avec

LFA-1.
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Figure 2.27 : L'analogue 4-pyridyléthyléne, membre de la famille des 1,4-diazepane-2,5-
diones, ICs0 = 24 nM.

La grande majorité des antagonistes des intégrines P2 visent LFA-1. Les seuls rares
exemples d’inhibiteurs de Mac-1, sont également efficaces vis-a-vis de LFA-1. La
seule littérature disponible sur ces exemples provient de multiples brevets déposés
depuis 1999 par Hofmann-La Roche, Genentech, ... Chacun de ces brevets
revendique bien évidemment de nombreux composés aux structures assez vari€es
[176,177].

Ces derniéres années, quelques études ont également été publiées sur l'identification
précise de régions liantes des ligands naturels des intégrines P.. Ces premiers
résultats sont encourageants, mais encore trop vagues pour la plupart (peptides de 4
a 20 acides aminés) [149, 178].
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En 2001, Gahmberg et son équipe découvrent via la mise en ceuvre de librairies
"phage display"> CX7C et CX9C, une nouvelle séquence antagoniste peptidique : LLG -
C4 (Leucine-Leucine-Glycine) [179], capable de reconnaitre LFA-1, Mac-1 et axf:.
D’autre part, ils soulignerent également la présence récurrente de cette séquence
tripeptidique au sein de diverses protéines intervenant dans les phénomeénes
d’adhésion cellulaire. Le tableau 2.4 reprend certaines d’entre elles.

Tableau 2.4 : Présence de la séquence active LLG dans les protéines de la matrice

extracellulaire.

Protéines d’adhésion cellulaire séquences
ICAM-1 CDQPKLLGIETPL
Facteur de von Willebrand, domaine A2 TVGPGLLGVSTLG
Facteur de von Willebrand, domaine D3 GRYIILLGKALSV
Collagene de type I, a2 PGPQLLGAPGIL
Collagene de type I, a4 PGPPGLLGRPGEA

Deux années plus tard, cette méme équipe découvre par la méme méthode la
séquence active de l'intégrine ampa. Il s’agit cette fois d'un tétrapeptide : le DDGW
[180]. Ce groupe investigue actuellement les possibilités de tirer profit de ces
découvertes dans le cadre du traitement des maladies inflammatoires.

Les progres conséquents dont a été témoin la chimie médicinale ces dernieres années
dans le domaine de la découverte d’antagonistes LFA-1 sont impressionnants.

° Phage display : La méthodologie du phage display, c'est a dire la présentation de peptides a la surface de
phages filamenteux, est devenue un tres puissant outil de synthese combinatoire et de sélection des peptides.
Cette technique a été mise au point pour la premiere fois par Georges Smith en 1985, mais il a fallu attendre
quelques années pour comprendre I'importance de ce puissant outil de sélection. Les phages filamenteux sont
utilisés pour présenter a leur surface des molécules telles que des peptides aléatoires, des fragments d’anticorps
ou d’autres protéines. Les phages recombinants sont ensuite sélectionnés pour leur capacité de liaison a une cible.
Les banques de peptides exposés sur phage peuvent étre sélectionnées sur différentes cibles: anticorps
monoclonaux pour caractériser rapidement de nouveaux épitopes, récepteurs pour identifier de nouveaux
ligands, ou enzymes pour caractériser de nouveaux substrats. Les banques combinatoires de fragments
d'anticorps sont sélectionnés sur des antigénes purifiés pour isoler des fragments d'anticorps avec de nouvelles
spécificités. Apres de nombreux lavages, les phages fixés sont élués puis isolés et amplifiés par infection de
bactéries. Les phages amplifiés sont sélectionnés a nouveau sur la méme cible. Apres 3 ou 4 tours de sélection-
amplification, les phages sélectionnés sont analysés et testés pour 1’activité recherchée. Des pressions de sélection
différentes peuvent étre introduites a chaque tour ainsi qu’'une diversité additionnelle par mutagenese. Cette
stratégie fondée sur la sélection est nettement plus puissante qu’une stratégie de criblage classique qui nécessite
de nombreuses manipulations. Il est en effet possible de cribler 10° a 10'° molécules recombinantes différentes
dans un volume réduit de quelques microlitres. De plus, l'association de la protéine exposée en surface
(phénotype) avec son ADN codé par le phage (génotype) permet d’accéder rapidement aux séquences des
molécules sélectionnées car I'ADN est directement isolé avec la protéine pour laquelle il code. Cette méthode est
trés efficace puisqu’il est possible de sélectionner un phage dont la fréquence était de 1/10° dans la banque
originale. Le nombre croissant de publications apparues ces derniéres années indique que la technologie du
phage display représente un outil performant pour de tres nombreuses applications.
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Certains dérivés décrits dans ces dernieres pages sont actuellement en phase
préclinique ou clinique, et devraient mener d’ici quelques années a la mise sur le
marché de nouveaux médicaments originaux de par leur cible.

La recherche de ligands encore plus efficaces continue toujours. Face a une
concurrence grandissante, les chercheurs essayent d’optimiser leur travail en y
intégrant une série de technologies de pointe telles que la chimie combinatoire, la
synthese paralléle ¢, le criblage a haut débit, et la modélisation moléculaire. Comme
nous avons pu le voir tout au long de ce chapitre, le chemin a parcourir depuis la
séquence active jusqu’au médicament est long et itératif. D’autant plus qu’une
affinité exceptionnelle ne suffit pas a faire d’'une molécule un médicament puisqu’il
faut également tenir compte d'un ensemble de propriétés reprises sous le sigle
A.D.M.E.T. (absorption, distribution, métabolisme, excrétion, toxicité).

Synthese parallele: Stratégie qui repose sur la synthese simultanée de quelques molécules dans des
compartiments séparés a partir de blocs moléculaires et de réactifs homologues.
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