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RESUME

Le glucagon-like peptide 1 (GLP-1) et surtout I’exendin-4 sont de
puissantes hormones insulinotropiques dépendantes du glucose dont le potentiel
pourrait étre grandement exploité dans le traitement des personnes atteintes du
diabéte de type II (diabeéte non-insulinodépendant mellitus). Le GLP-1 est sécrété par
les cellules intestinales de type L, a partir du géne du préproglucagon. Cependant, il
est rapidement dégradé dans la circulation par des enzymes protéolytiques,
particulierement par une endopeptidase, la dipeptidyl peptidase IV (DP IV), qui
I’inactive complétement. Par conséquent, I’utilisation thérapeutique du GLP-1 est
limitée. L’exendin-4, un agoniste du récepteur du GLP-1, est sécrété par les glandes
salivaires du lézard Gila Monster et possede un potentiel biologique supérieur au
GLP-1 gréce a sa stabilité accrue en circulation. Une plate-forme technologique telle
la conjugaison a I’albumine (DAC™ et PC-DAC™) pourrait améliorer le profil
pharmacodynamique et pharmacocinétique de ces molécules thérapeutiques natives
en augmentant leur stabilité face a la dégradation enzymatique et en diminuant le
potentiel immunogénique de molécules exogenes, tel ’exendin-4. La présente étude
vise donc a mieux comprendre, a analyser et a évaluer le pouvoir de protection que la
conjugaison a I’albumine confére aux peptides hormonaux et, plus spécialement, a
I’exendin-4, afin de mettre au point un agent thérapeutique plus puissant et plus stable
qui servirait a traiter le diabéte de type 2. Une série d’analogues du GLP-1 et de
I’exendin-4 ont été synthétisés sous forme de DAC™ et les dérivés résultants ont été
bioconjugués in vivo ou in vitro a la cystéine en position 34 de 1’albumine, soit de rat
(RSA) ou humaine (HSA). L’expérimentation in vivo chez la souris diabétique a
permis d’évaluer le potentiel insulinotropique des différents dérivés a 1’étude.
L’activité biologique et la stabilité¢ des DAC™ de 1’exendin-4 lorsque bioconjugués
in vivo sont de beaucoup supérieures a 1’exendin-4 native et I’effet peut étre observé
jusqu’a 24 heures suivant le test oral de tolérance au glucose. Le profil
pharmacocinétique démontre bien cette stabilité conférée par la conjugaison a
I’albumine. Lorsque les peptides DAC™ sont conjugués in vitro a 1’albumine, le
potentiel insulinotropique est de beaucoup supérieur a celui des DAC™ seuls et des
molécules natives évidemment. L’évaluation de I’immunogénicité de 1I’exendin-4
chez le rat Sprague Dawley a permis de démontrer que la conjugaison a 1’albumine de
rat diminuait le potentiel immunogénique de cette molécule lors de la phase
thérapeutique et de la premiére phase d’immunisation. Ces résultats tendent donc a
démontrer I’efficacité de la conjugaison & I’albumine de maniére in vitro, plus que in
vivo afin d’augmenter I’activité biologique et la stabilité en circulation des molécules
thérapeutiques natives. La poursuite de cette étude dans le but de mieux comprendre
le mécanisme et les propriétés de la conjugaison a 1’albumine devrait permettre de
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mettre au point non seulement un agent thérapeutique efficace pour traiter le diabéte
de type 2, mais aussi de mettre au point plusieurs autres agents thérapeutiques qui
pourraient profiter de cette technologie.

Mots clés : diabéte, exendin-4, GLP-1, albumine, conjugaison.



CHAPITRE 1

INTRODUCTION

1.1  Le diabéte de type 2

Le diabeéte est un probléme de santé global qui représente un des défis médicaux
les plus importants du XXI° si¢cle. Son impact incontournable sur la santé, la qualité
et I’espérance de vie des individus préoccupe déja tous les systémes de santé des pays
occidentaux. On estime a environ 21 millions le nombre d’hommes, de femmes et
d’enfants aux Etats-Unis qui sont atteints du diabéte (90% du diabéte de type 2 et
10% du diabéte de type 1), ce qui représente environ 7% de la population. Les formes
les plus communes de diabétes sont le diabéte de type 1 ordinaire, qui résulte d’une
réaction auto-immunitaire et affecte surtout la population juvénile, et le diabéte de
type 2, associé principalement a I’obésité (DeFronzo et al, 1992; DeFronzo, 2004).

La croissance du nombre de cas de diabéte non-insulinodépendant (NIDDM) ou
de type 2 est donc particuliérement inquiétante. A I’échelle mondiale, on estime que
cette maladie touche déja 194 millions d’individus, et que ce nombre pourrait
atteindre 333 millions d’ici vingt ans (King et al, 1998; International Diabetes
Federation). Le risque de développer le diabete de type 2 est lié de prés a des facteurs
tels I’obésité, I’age, la mauvaise alimentation et la sédentarité (Mokdad et al, 2001).
Touchant d’abord les individus dgés de 40 ans et plus, le diabéte de type 2 a connu
plus récemment une croissance fulgurante chez les adolescents et les jeunes adultes,
ce qui en fait un phénomeéne plutdt alarmant. Basé sur des statistiques récentes, il a
méme été prédit que, parmi les enfants nés a partir de I’an 2000, 1 sur 3 serait
susceptible de souffrir du diabéte & un certain moment dans sa vie (Marcovecchio et
al, 2005; Narayan et al, 2003).



Le diabete est caractérisé par un niveau anormalement élevé du taux de glucose
sanguin. Quand le taux de glucose sanguin augmente, particuliérement aprés un
repas, il y a stimulation de la sécrétion d’insuline par le pancréas. L’insuline stimule
les muscles, les adipocytes et le foie afin de métaboliser le glucose, causant ainsi une
diminution du taux de glucose sanguin & un niveau normal. Chez les individus
atteints du diabéte, le niveau de glucose sanguin reste élevé. Ceci peut s’expliquer
par le fait que I’insuline n’est pas produite du tout ou en quantité insuffisante, ou
encore qu’elle n’est pas aussi efficace qu’elle devrait 1’étre.

Le diabete de type 2 est caractérisé par : (i) une résistance a I’insuline impliquant
les muscles, le foie et les adipocytes; (ii) une dysfonction des cellules B pancréatiques
entrainant une déficience au niveau de la sécrétion d’insuline; et (iii) une défaillance
au niveau de la prise du glucose par les tissus splanchniques (le foie et les intestins)
(DeFronzo, 2004; Gerich, 1998).

1.1.1 La résistance a I’insuline

De fagon normale, I’insuline en circulation rejoint rapidement les tissus cibles et
interagit avec son récepteur. Le récepteur a I’insuline est un récepteur
transmembranaire TYR (tyrosine kinase) qui est exprimé sous forme d’un tétrameére
de configuration a2f2. La liaison de I’insuline a une région spécifique de la sous-
unité a permet un changement de configuration rapide du récepteur entrainant une
cascade d’autophosphorylation des résidus tyrosine spécifiques de la région
intracellulaire de la sous-unité f. De cette autophosphorylation résulte I’activation de
la tyrosine kinase du récepteur. La liaison de I’insuline permet 1’initiation de deux
voies de signalisation distinctes, soit I’activation de Ras (facteur de croissance et
expression génique) et 1’activation de la protéine kinase B (transport du glucose et
synthese du glycogéne) (figure 1.1) (LeRoith et Zick, 2001; Lodish et al, 2000).

L’insuline est I’exemple typique d’une hormone capable d’initier plusieurs voies

de signalisation qui induisent des réponses cellulaires immédiates et A long terme.
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Figure 1.1  Voies de signalisation du récepteur de I’insuline. L’insuline interagit
avec la sous-unit¢ o de son récepteur, engendrant une augmentation de
I’autophosphorylation et -de I’activité de la tyrosine kinase de la sous-unité f.
L’activation de Ras et de la- cascade des MAP kinases est impliquée dans la
croissance cellulaire et la régulation de I’expression génique. L’activation de la
cascade de la protéine kinase B (PI3K) est impliquée dans le transport du glucose et
la synthése du glycogéne. (Tiré de Le Marchand-Brustel, 2003)
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Les effets immédiats de I’insuline incluent une augmentation de la prise de glucose
sanguin par les cellules musculaires et adipeuses et la modulation de I’activité de
différentes enzymes impliquées dans le métabolisme glucidique. Ces effets se
produisent en moins de quelques minutes et aucune synthése de nouvelles protéines
n’est requise. Une exposition continue a I’insuline engendre des effets a plus long
terme, incluant une augmentation de ’expression des enzymes du foie et des
adipocytes qui synthétisent, respectivement, le glycogéne et les triacylglycérols.
L’insuline fait aussi fonction de facteur de croissance et régularise 1’expression
génique pour plusieurs cellules (Lodish et al, 2000).

La résistance a I’insuline est un état pathologique commun dans lequel les cellules
cibles ne répondent plus & un niveau normal d’insuline en circulation. Cet état est
fréquemment associé & de nombreuses maladies, telles des infections chroniques,
Pobésité et le diabéte de type 2 (LeRoith et Zick, 2001). Le maintien de
I’homéostasie du glucose dans tout le corps dépend d’une réponse normale de la
sécrétion d’insuline par les cellules B du pancréas et d’une sensibilité normale des
tissus aux effets indépendants de I’hyperinsulinémie et de 1’hyperglycémie pour
augmenter la prise du glucose. Les effets combinés de I’insuline et de
I’byperglycémie permettant 1’élimination du glucose dépendent de trois mécanismes
intimement reliés: (i) la suppression de la production endogéne (principalement
hépatique) de glucose, (ii) la stimulation de la prise de glucose par le foie et le
systéme gastro-intestinal et (iii) la stimulation de la prise de glucose par les tissus
périphériques, plus spécialement les muscles (DeFronzo, 1997). La résistance a
I’insuline peut étre causée par une diminution du nombre de récepteurs a 1’insuline,
par un déréglement des transporteurs du glucose ou par une action déficiente
d’enzymes intracellulaires, telles la glycogéne synthétase et la pyruvate
déshydrogénase. D’autres mécanismes pourraient aussi expliquer la résistance a
’insuline, incluant une augmentation de 1’oxydation des lipides ou une altération de

la densité des capillaires et du flux sanguin au niveau des muscles squelettiques.



L’altération du transport d’insuline & travers I’endothélium vasculaire, ou une
augmentation du niveau d’amyline et du géne relié a la calcitonine pourraient
également étre considérés (DeFronzo et al, 1992).

1.1.2 La dysfonction des cellules p pancréatiques

Comme conséquence & la résistance a I’insuline, les cellules P pancréatiques
devraient exercer une certaine compensation en sécrétant plus d’insuline, afin de
normaliser le taux de glucose sanguin. Cependant, les personnes atteintes du diabéte
de type 2 sont caractérisées par une dysfonction au niveau de ces cellules. Par contre,
il n’est pas tout a fait clair si cette dysfonction des cellules p pancréatiques résulte
d’une diminution du nombre de cellules (soit par une augmentation de la destruction
ou une diminution de la production) ou d’une déficience au niveau du fonctionnement
de ces derniéres (Hattersley, 2006).

Plusieurs phénomeénes physiologiques pourraient étre impliqués dans le processus
de détérioration des cellules B pancréatiques ou, encore, de leur incapacité a stimuler
la sécrétion d’insuline pour permettre de rétablir I’homéostasie au niveau du glucose
sanguin. L’hyperglycémie et 1’hyperlipidémie chronique, que I’on nomme plus
communément la glucotoxicité et la lipotoxicité, peuvent causer des dommages
importants au niveau des fonctions des cellules f. Avec le temps, ces deux
phénomeénes contribuent & la détérioration progressive de I’homéostasie du glucose,
caractéristique du diabéte de type 2. Le mécanisme du phénoméne de glucotoxicité
implique plusieurs facteurs de transcription, ainsi que la génération de stress oxydatif
chronique. @ Le phénomeéne de lipotoxicité est probablement engendré par
I’accumulation d’un signal cytosolique provenant de la voie de signalisation de
I’estérification des acides gras (Poitout et Robertson, 2002; Robertson et al, 2004;
Wright et al, 2006). 11 a ét€ démontré entre autre que la présence d’un dép6t de IAPP
(islet-amyloid polypeptide), aussi connu sous le nom d’amyline, sur les cellules p

pancréatiques, pouvait causer une augmentation du processus apoptotique, ce qui



engendrerait une diminution de la masse des cellules § (Porte et Kahn, 2001; Zhang
et al, 2003).

Récemment, la génétique a permis d’améliorer notre compréhension de la base
moléculaire de la dysfonction des cellules B pancréatiques. En effet, une étude récente
a démontré qu’une mutation au niveau du géne codant pour la CEL (carboxyl ester
lipase) provoque la dysfonction des cellules B et I’apparition du diabéte. Comme ce
géne est exprimé de maniére exocrine et non endocrine au pancréas, son identification
pourrait remettre en question certaines idées précongues relativement aux origines de
la dysfonction des cellules B pancréatiques, qui caractérise le diabéte de type 2
(Hattersley, 2006, Raeder et al, 2006).

1.1.3 Perspectives thérapeutiques

En réponse au probléme d’envergure que représente la croissance du nombre de
personnes atteintes du diabéte de type 2, les efforts ont augmenté considérablement
au cours des derniéres années afin de concevoir et de développer de nouveaux agents
thérapeutiques efficaces et spécifiques a cette pathologie. Ces efforts ont permis
récemment la mise au point de nouveaux traitements, présentement en études
cliniques, et qui seront disponibles aux patients d’ici quelques années.

Présentement, mis a part le traitement a 1’insuline, il existe cinq classes d’agents
pharmacologiques oraux disponibles pour traiter le diabéte de type 2: les
médicaments de type sulfonylurés, les méglitinides, le Metformin, les
thiazolidinediones et les inhibiteurs de 1’a-glucosidase. Les médicaments de type
sulfonylurés sont des sécrétagogues de I’insuline, puisqu’ils contrdlent le taux de
glucose en stimulant directement la premiére phase de sécrétion de I’insuline au
niveau des cellules B pancréatiques. Similairement aux sulfonylurés, les méglitinides
sont aussi des sécrétagogues de I’insuline et stimulent aussi sa premiére phase de
sécrétion, mais en présence de glucose seulement, ce qui diminue chez le patient les

risques d’hypoglycémie. Le Metformin, 1’agent oral le plus couramment prescrit



pour le traitement du diabéte de type 2, agit au niveau de la suppression de la
production basale de glucose par le foie, ce qui permet d’abaisser le taux de glucose
en circulation. Le Metformin ne stimule pas la sécrétion d’insuline, au contraire, il
réduit le taux d’insuline en circulation et améliore le métabolisme du glucose stimulé
par I’insuline. L’effet premier des agents de la classe des thiazolidinediones est la
réduction de la résistance & ’insuline et ’amélioration de la sensibilité des tissus a
I’insuline, ce qui résulte en une diminution du taux de glucose, d’insuline et d’acide
gras libres en circulation. Les inhibiteurs de 1’a-glucosidase sont des composés
hypoglycémiants qui fonctionnent en bloquant la dégradation des hydrates de carbone
complexes au niveau du petit intestin. Ce sont des inhibiteurs compétitifs et
réversibles de ’a-amylase pancréatique et des enzymes de I’a-glucosidase hydrolase
liés a la membrane intestinale (figure 1.2) (DeFronzo, 2000; Evans et Krentz, 1999;
Evans et Rushakoff, 2002).

Toutefois, ’ensemble de ces traitements occasionne des effets secondaires
indésirables, plus ou moins importants selon la classe du médicament. Souvent, le
traitement du diabéte de type 2 avec ces agents pharmacologiques doit faire 1’objet
d’une thérapie combinée a I’insuline pour optimiser le contr6le de la glycémie.
Malgré la disponibilité d’analogues de I’insuline qui permettent un meilleur contrdle
du taux de glucose sanguin tout en diminuant les risques d’hypoglycémie, il existe un
besoin immédiat pour la mise au point de nouveaux agents thérapeutiques contre le
diabéte de type 2 (Evans et Rushakoff, 2002). Ainsi, plusieurs nouveaux traitements
sont présentement en développement et en évaluation clinique, tels des agonistes du
GLP-1 (glucagon-like peptide 1) (exenatide, liraglutide), des inhibiteurs de la
dipeptidyl peptidase IV (NVP DPP728) et des analogues de I’amyline (pramlintide).
Tout récemment, la FDA (Food and Drug Administration) a approuvé la mise sur le
marché de 1’exenatide (Byetta™; Amylin Pharmaceuticals, Inc.) et de la pramlintide
(Symlin®; Amylin Pharmaceuticals, Inc.) (Earl, 2005). On s’attend a ce que ces
nouveaux agents aient un effet bénéfique sur les divers processus impliqués dans la

pathophysiologie du diabéte de type 2, tels la déficience au niveau de la sécrétion



d’insuline, I’augmentation de la production de glucose par la voie hépatique et la
résistance a I’insuline des tissus périphériques, mais plus efficace et sécuritaire, grice
au plus haut degré de sélectivité de leurs cibles moléculaires respectives. De plus, les
nouvelles informations relatives a la biochimie, a4 la biologie cellulaire, a la
pathophysiologie de la maladie ainsi que 1’émergence de la génomique et de la
protéomique amenent d’autres opportunités intéressantes pour 1’identification de
cibles moléculaires inédites qui permettraient de développer de nouvelles générations

d’agents thérapeutiques efficaces (Brower, 2001).
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Figure 1.2 Sites d’action des thérapies pharmacologiques présentement
administrées pour le traitement du diabéte de type 2. Les inhibiteurs de a-
glucosidase inhibent la dégradation des hydrates de carbone au niveau de I’intestin.
Les sulfonylurés et les méglitinides stimulent la sécrétion d’insuline. Le Metformin
et les thiazolidinediones inhibent la production de glucose au niveau du foie,
augmentent la prise du glucose par les tissus squelettiques et diminuent le taux
d’acide gras en circulation. (Tiré de Evans et Rushakoff, 2002)
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1.2 Le GLP-1 (glucagon-like peptide I) et I’exendin-4

1.2.1 Les fonctions biologiques et thérapeutiques du GLP-1

Il y a maintenant un peu plus de 20 ans que le GLP-1 a été identifié comme étant
une hormone incrétine importante, c’est-a-dire, une hormone intestinale capable de
stimuler la sécrétion d’insuline suite 4 ’augmentation du taux de glucose sanguin. Le
GLP-1 est produit par les cellules L intestinales suite au clivage protéolytique du
geéne du préproglucagon. Les formes biologiquement actives du GLP-1 sont le GLP-
1(7-37) et le GLP-1(7-36) amide, produites suite au clivage par une prohormone
convertase (PC) du GLP-1(1-37) aprés le résidu arginine en position six. Le GLP-
1(7-36) amide est la forme majoritaire sécrétée par les cellules L intestinales, et c’est
cette séquence peptidique qui sera utilisée dans le cadre de cette étude (Dhanvantari
et al, 1996; Mojsov et al, 1986; Nauck et al, 1993).

Les actions physiologiques du GLP-1 reflétent la fonction des organes dans
lesquels sont exprimés ses récepteurs spécifiques. Ces organes incluent le pancréas,
I’estomac, les poumons, le cerveau, les reins, le ceeur et le petit intestin. Le foie, les
tissus adipeux et les muscles squelettiques contiennent aussi des récepteurs du GLP-
1, mais leur action est moins bien définie (figure 1.3) (Bullock et al, 1996; Campos et
al, 1994; Kieffer et Habener, 1999).

Une des fonctions premi¢res du GLP-1 se situe au niveau des cellules B
pancréatiques. Il a été¢ démontré que cette hormone est un sécrétagogue puissant pour
la sécrétion d’insuline dépendante du glucose (Holst et al, 1987; Kreymann et al,
1987; Mojsov et al, 1986). Selon une étude antérieure, des souris comportant une
mutation au niveau du récepteur du GLP-1 deviennent intolérantes au glucose. Ce
qui est important, c’est que 1’action insulinotropique du GLP-1 est atténuée lorsque le
niveau circulant de glucose diminue, ce qui empéche I’atteinte d’un stade
hypoglycémique. Il existe donc une interdépendance entre le métabolisme du glucose

et ’action du GLP-1 sur les cellules B pancréatiques (i.e., le glucose est essentiel pour
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GLP-1

Figure 1.3 Sommaire des actions physiologiques du GLP-1. Ce schéma résume
les cibles connues de I’action du GLP-1. Dans le pancréas, le GLP-1 stimule la
sécrétion d’insuline et de somatostatine de maniére dépendante du glucose et inhibe
la sécrétion de glucagon. Le GLP-1 est un inhibiteur efficace de la vidange gastrique
et induit aussi la satiété. Le GLP-1 pourrait avoir un effet sur les tissus adipeux, les
muscles et le foie afin d’induire la lipogenése et la glycogénése, mais ces fonctions
sont moins bien connues. (Tiré de Kieffer et Habener, 1999)
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I’action du GLP-1 et le GLP-1 est essentiel pour rendre les cellules B compétentes a
répondre au glucose) (Holz et al, 1993).

Non seulement le GLP-1 stimule la sécrétion d’insuline, mais il stimule aussi la
transcription du géne de la proinsuline et la biosynthése de 1’insuline. L’exposition
de certaines lignées cellulaires & des concentrations de GLP-1 variant de 0.1 2 10 nM
a permis d’augmenter le taux de transcription du geéne de la proinsuline, ’ARNm de
la proinsuline ainsi que sa biosynthése. Le mécanisme par lequel le GLP-1 stimule la
synthése de I’insuline semble impliquer 1’activation de la voie de signalisation
dépendant de I’AMPc et celle des calcium-phospholipides. Il résulte en la
phosphorylation et I’activation du facteur de transcription CREB (cyclic AMP
response element binding protein) et, par conséquent, la stimulation de la
transcription du géne de la proinsuline (Drucker et al, 1987; Fehmann et Habener,
1992).

L’inhibition de la sécrétion de glucagon est aussi une action du GLP-1 sur les
cellules o pancréatiques. Parce que le glucagon induit la glucon€ogenése, 1’ inhibition
de cet effet conduit & une diminution du taux de glucose sanguin (Perfetti et al, 1999).
Cette suppression est causée, soit par I’action directe du GLP-1 sur le récepteur du
glucagon, ou par une action paracrine entrainée par la libération d’insuline et de
somatostatine (Kawai et al, 1989; Heller et al, 1997). La stimulation de la sécrétion
de somatostatine serait aussi reliée a 1’action du GLP-1 sur les cellules o
pancréatiques, son récepteur étant présent dans ces cellules (Fehmann et Habener,
1991).

Dans les cellules pariétales de I’estomac, ot 1’on retrouve son récepteur, le GLP-1
cause une inhibition de la sécrétion d’acide chlorhydrique. De plus, il provoque le
ralentissement de la sortie des nutriments de 1’estomac, ce qui a pour effet de
diminuer la vitesse d’absorption du glucose par la muqueuse intestinale (Nauck et al,
1997a; Wettergren et al, 1997, Willms et al, 1996). Ce dernier effet s’ajoute
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probablement & celui du GLP-1 sur la sécrétion d’insuline pour prévenir des
changements trop importants dans la glycémie post-prandiale.

D’autre part, pour améliorer I’utilisation du glucose, le GLP-1 posséde une
activité périphérique sur les tissus sensibles a I’insuline. En effet, il a été¢ démontré
dans des études in vitro chez le rat que le GLP-1 permet une augmentation du
métabolisme du glucose au niveau du foie et des muscles squelettiques en stimulant
la synthése du glycogeéne, 1’activité de la glycogéne synthase a ainsi que I’utilisation
et I’oxydation du glucose (Morales et al, 1997; Valverde et al, 1994; Villanueva-
Penacarillo et al, 1994). En plus de stimuler la glycogénése, le GLP-1 aurait aussi
une action au niveau du métabolisme des lipides et, comme pour le foie et les muscles
squelettiques, il y aurait stimulation de certains paramétres impliqués dans le
métabolisme du glucose (Miki et al, 1996; Perea et al, 1997; Ruiz-Grande et al,
1992).

Le GLP-1 est aussi synthétisé dans le systéme nerveux central (SNC). Des études
autoradiographiques ont démontré qu’il est distribué a plusieurs endroits dans le
cerveau, mais son ARNm correspondant prédomine surtout dans le tronc cérébral et,
en plus petite quantité, dans I’hypothalamus (Kreymann et al, 1989; Shimizu et al,
1987). Cela pourrait expliquer pourquoi le GLP-1 semble jouer un rdle dans le
contrdle de la satiété. L’administration intra-cérébroventriculaire (ICV) de GLP-1 et
de leptine chez le rat inhibe le centre de la faim (Turton et al, 1996). Ainsi
administré, le GLP-1 inhibe également la consommation d’eau, stimule I’excrétion
urinaire d’eau, de sel et réduit la température corporelle chez le rat (Gutzwiller et al,
1999; Tang-Christensen et al, 2001; Zander et al, 2002).

Récemment, des études in vitro et in vivo ont semblé indiquer un réle potentiel du
GLP-1 dans la réplication et la néogeneése des cellules f pancréatiques. Le traitement
prolongé de souris avec du GLP-1 augmente I’expression du facteur de transcription
IDX-1 (islet-duodenum homeobox-1) qui est requis lors du développement du

pancréas, ce qui indique que le GLP-1 pourrait stimuler la différenciation des cellules
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ductales et initier la nouvelle formation de cellules B pancréatiques (Egan et al, 2003;
Hui et al, 2001; Hussain et Habener, 2000; Tourrel et al, 2002; Xu et al, 1999). De
plus, des résultats récents ont démontré que les acides gras libres, le glucose, les
sulfonylurés et I’amyline induisent I’apoptose des cellules B pancréatiques, suggérant
que le phénomeéne apoptotique pourrait étre impliqué dans la pathogenese du diabéte
de type 2 (Cerasi et al, 2000; Hui et a/, 2003). Le GLP-1 aurait donc aussi une action
au niveau de la diminution des cellules apoptotiques du pancréas, tel que démontré
chez le rat Zucker diabétique (Farilla et al/, 2002).

Toutes ces propriétés du GLP-1 supportent son rdle potentiel dans une nouvelle
approche thérapeutique pour le traitement du diabéte de type 2. Son mode d’action se
distingue des médicaments déja existants, tels les hypoglycémiants de type
sulfonylurés, qui agissent directement sur les canaux potassiques dépendant de
PATP. Comme ces médicaments ne dépendent pas du taux de glucose, leur action
persiste méme lorsque le glucose sanguin est revenu a la normale, ce qui entraine
chez le patient un état hypoglycémique. Au contraire, la sécrétion de GLP-1 dépend
de la concentration de glucose en circulation, tel que mentionné précédemment. Des
études préliminaires avaient démontré [’efficacité du GLP-1 a controler
I’hyperglycémie chez des individus souffrant de NIDDM, une administration
intraveineuse ou sous-cutanée de GLP-1 permettant d’abaisser le taux de glucose
sanguin a jeun pendant 4 & 5 heures (Nauck et al, 1997b, Toft-Nielsen et al, 1999).
De plus, I’administration chronique de GLP-1 pendant une période de trois semaines
chez un patient atteint de NIDDM a permis de réduire considérablement son taux de
glucose plasmatique post-prandial, ainsi que sa concentration plasmatique de

glucagon, mesurée 60 minutes aprés un repas (Todd et al, 1997).

1.2.2 L’exendin-4

Il y a environ 15 ans, des chercheurs se sont intéressés a un lézard de ’espéce

Heloderma, communément appelé Gila monster, que ’on retrouve dans plusieurs
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états américains et qui est considéré comme venimeux. Le venin de ce lézard
contient un certain nombre de peptides hautement bioactifs, incluant les peptides
exendin-3 et exendin-4. Ces peptides furent nommés exendins par Eng et Raufman
puisque qu’ils ont été isolés a partir d’une glande exocrine de ’animal, la glande
salivaire, mais que par la suite, il a été démontré que leurs actions étaient de nature
endocrine (Eng et al, 1990; Eng et al, 1992). Originalement, on avait assigné a
I’exendin4 un réle dans la stimulation de la sécrétion d’amylase au niveau des
cellules acineuses. Toutefois, des expériences ultérieures ont démontré que 1’exendin-
4 était aussi un puissant agoniste du récepteur du GLP-1 des mammiféres, explicable
par I’homologie & 53% de la séquence de I’exendin-4 avec celle du GLP-1.
L’exendin-4 manifeste des propriétés fonctionnelles trés similaires au GLP-1, c’est-a-
dire la régulation de la sécrétion d’insuline et du glucagon, 1’inhibition de la vidange
gastrique, I’inhibition du centre de la faim, la stimulation de la réplication et de la
néogenese des cellules B pancréatiques et toutes autres fonctions attribuables au GLP-
1. Par contre, ce qui est intéressant, c’est que ’action de 1’exendin-4 est beaucoup
plus puissante que celle du GLP-1 natif, ce qui en fait un candidat des plus
prometteurs pour le traitement du diabéte de type 2 (Aziz et Anderson, 2003; Egan et
al, 2002; Raufman, 1996; Silvestre et al, 2003; Stoffers et al, 2003; Xu et al, 1999).

1.3  Le récepteur et les voies de signalisation du GLP-1 et de I’exendin-4

Le récepteur du GLP-1 est le seul parmi les récepteurs de sa famille & avoir été
cloné (Thorens et al, 1993). Contenant 463 acides aminés, il est apparenté au
récepteur du glucagon, puisqu’il est constitué de sept domaines transmembranaires.
11 est formé d’un domaine hydrophobe en N-terminal qui permet la translocation de la
protéine a lintérieur du réticulum endoplasmique rugueux. Il contient aussi un
domain hydrophile ou se trouvent trois sites de glycosylation et six résidus de

cystéine. On retrouve ce méme domaine hydrophile dans le récepteur du glucagon.
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Enfin, sept domaines hydrophobes forment les parties transmembranaires qui
précédent I’extrémité intracellulaire carboxy-terminale (Thorens, 1992).

Les connaissances disponibles indiquent que I’exendin-4 exerce la majorité de ses
effets sur la diminution du glucose par sa liaison au récepteur du GLP-1. Il n’y a pas
d’études a ce jour ayant démontré I’existence d’un récepteur séparé fonctionnel a
I’exendin-4 qui pourrait agir sur I’homéostasie du glucose. Par contre, certains effets
du GLP-1 et de I’exendin-4 ont été observés dans des systémes expérimentaux qui
n’exprimaient pas le récepteur connu du GLP-1, d’ou I’hypothése de I’existence
possible d’un second récepteur (Delgado et al, 1995; Nishizawa et al, 2000; Valverde
et al, 1993).

1.3.1 La voie de la protéine kinase A

La liaison du GLP-1 et de I’exendin-4 aux cellules B du pancréas déclenche le
processus de libération d’insuline. La principale voie de signalisation est celle qui
active la protéine kinase A, a partir d’une augmentation de 1’adénosine 3°,5’-
monophosphate cyclique (AMPc) (Drucker et al, 1987; Van Eyll et al, 1994). Ainsi,
le peptide se fixe & son récepteur, qui se lie & une protéine G stimulatrice (Gs). Cette
liaison provoque la phosphorylation de trois sites dans la région C-terminale du
récepteur, ou sont situés de nombreux résidus de sérine et de cystéine. Ce
phénoméne induit une interaction entre le récepteur et la P-arrestine. Cette
phosphorylation a pour but de prévenir une activation ultérieure de la protéine G
lorsque le GLP-1 est lié & son récepteur. Par la suite, il y a dissociation de la sous-
unité a liée au GDP de la protéine G. Ce GDP sera par la suite éliminé, pour étre
replacé par le GTP, résultant en un complexe GSa-GTP. Ce complexe se lie &
I’adénylyl cyclase et induit la production d’AMPc. L’augmentation d’AMPc entraine
P’activation de la protéine kinase A, qui peut stimuler la sécrétion d’insuline en

provoquant directement I’exocytose des granules d’insuline (figure 1.4). Lorsque le



17

GTP est hydrolysé, la production d’AMPc est interrompue, ainsi que la sécrétion
d’insuline (Egan et al, 2003; Gromada et Rorsman, 1996; Widmann et al, 1997).

La présence de glucose et ’augmentation d’AMPc, qui active la protéine kinase
A, entraine la fermeture des canaux potassiques qui dépendent de 1’adénosine
triphosphate (ATP) et I’ouverture de canaux calciques de type L dépendants du
voltage. Le processus de fermeture débute par la diffusion facilitée du glucose dans
les cellules B du pancréas & I’aide du transporteur GLUT2. Ce phénoméne initie la
glycolyse, donc la phosphorylation du glucose qui entraine une augmentation du
rapport ATP/ADP a l’intérieur des cellules et une diminution du potentiel
membranaire. Par la suite, il y a ouverture des canaux calciques de type L dépendants
du voltage (Lu et al, 1993). Ainsi, une entrée de calcium initie une cascade

d’événements permettant I’exocytose des granules d’insuline.

1.3.2 La voie de la phospholipase C

Des lignées de cellules Cos-7 ont été utilisées pour étudier en profondeur le
mécanisme d’action du récepteur du GLP-1. Ce sont des cellules dont I’ADN
complémentaire (ADNc) code pour le récepteur du GLP-1, qui est exprimé dans une
lignée cellulaire rénale de singe. Les résultats obtenus indiquent que le récepteur du
GLP-1 peut se coupler de fagon équivalente & une protéine G reliée a la
phospholipase C (PLC) et a ’adénylyl cyclase. Cette PLC permet de scinder les
phospholipides contenant du glycérol, produisant ainsi du diacylglycérol (DG) et de
P’inositol triphosphate (IP3). L’IP3 permet d’augmenter la concentration du calcium
intracellulaire en libérant le calcium emprisonné dans des vésicules intracellulaires.
Il en résulte une sécrétion d’insuline, puisque 1’augmentation de calcium stimule
Pexocytose des granules d’insuline et provoque un changement dans Pactivité
électrique des cellules B (figure 1.4). De plus, I'IP3 peut induire la dépolarisation

membranaire qui permettra ’ouverture de canaux calciques (Wheeler et al, 1995).
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1.3.3 La voie des MAP (mitogen activated protein) kinases (MAPK)

Les MAPK sont des kinases cytoplasmiques de type sérine/thréonine qui
transmettent les signaux extracellulaires au noyau via la phosphorylation de facteurs
de transcription et autres molécules de signalisation (Cobb et Goldsmith, 1995;
Davis, 1995). La voie de signalisation des MAPK est activée par plusieurs stimuli
extracellulaires, incluant les facteurs de croissance, qui interagissent au niveau de la
surface cellulaire des récepteurs tyrosine kinase. Il a été¢ démontré récemment que
plusieurs récepteurs couplés aux protéines G sont capables de stimuler I’activité de
deux membres de la famille des MAPK, soit ERK et p38 MAPK (Yamauchi et al,
1997). Le GLP-1 et I’exendin-4 sont considérés comme des facteurs de croissance
impliqués dans ’augmentation de la prolifération et de la masse des cellules P
pancréatiques. Ces mécanismes d’action seraient donc activés entre autre par la voie
de signalisation des MAPK au niveau des récepteurs couplés aux protéines G.
Récemment, I’activation de la p38 MAP kinase par le GLP-1 a été démontrée dans les
cellules CHO et les cellules RIN de type insulinome (Montrose-Rafizadeh et al,
1999).
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Figure 1.4 Modé¢le du mécanisme moléculaire des principales voies de
signalisation du GLP-1. Suite a la liaison du GLP-1 a son récepteur, une fermeture
des canaux KATP dépendants de I’AMPc et une augmentation du niveau de calcium
intracellulaire déclenchent la sécrétion d’insuline dépendante du glucose. La liaison
du GLP-1 a son récepteur permet aussi 1’activation des voies de signalisation de la
PI3K et de Ras, engendrant ainsi une augmentation de la transcription du gene de
I’insuline et du contenu intracellulaire en insuline. Ces derniers sont médiés par une
augmentation du niveau intracellulaire de PDX-1 et par sa liaison au promoteur de
I’insuline. (Tiré de Egan et al, 2003)
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14  Le catabolisme du GLP-1 et de ’exendin-4

1.4.1 L’élimination du GLP-1 et de ’exendin-4

L’action biologique du GLP-1 est de courte durée, le temps de demi-vie étant
d’environ 2 minutes. L’élimination de la circulation de la forme bioactive du GLP-1
est principalement due a trois mécanismes différents : la clairance rénale, la clairance
hépatique et la dégradation en circulation. L’organe responsable principalement de
I’élimination du GLP-1 est le rein, qui contréle aussi la clairance de plusieurs autres
peptides dérivés du proglucagon, dont le glucagon, le GLP-2 et la glicentine. Des
études ont montré que le GLP-1 est présent & des concentrations élevées chez les
patients urémiques, ce qui indique que le rein joue un réle significatif dans
I’élimination de ce peptide (Orskov et al, 1992). Le mécanisme principal de la
clairance du GLP-1 par les reins impliquerait la filtration glomérulaire, suivie par la
réabsorption et I’hydrolyse de la molécule dans le néphron proximal. Le foie et les
poumons ne sont pas responsables de I’élimination du GLP-1 en dessous des
concentrations basales, mais ces deux organes ont pu éliminer efficacement le GLP-1
infusé chez le porc (Deacon et al, 1996). Enfin, il n’y a pas que la clairance rénale
qui soit responsable de 1’élimination du GLP-1, mais aussi I’action des protéases,
telles la dipeptidyl peptidase IV (DP IV) et la NEP (neutral endopeptidase), qui
jouent un réle trés important.

L’exendin-4, comme mentionné précédemment, manifeste une action biologique
plus puissante que le GLP-1. Le temps de demi-vie en circulation de 1’exendin-4 est
d’environ 30 minutes, ce qui en fait un peptide beaucoup plus stable que le GLP-1.
Le processus d’élimination de I’exendin-4 est attribuable en grande partie a la
clairance rénale, puisque cette hormone est résistante a la dégradation enzymatique
par la dipeptidyl peptidase IV (DP IV) et la NEP (Simonsen et al, 2006).
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1.4.2 La dégradation du GLP-1 et de I’exendin-4

De tous les peptides dérivés du proglucagon, c’est la dégradation du GLP-1 qui a
été la plus caractérisée. Ainsi, plusieurs études ont démontré que le GLP-1(7-
36)amide est dégradé et inactivé par 1’enzyme dipeptidyl peptidase IV, qui clive le
peptide aprés I’alanine en N-terminal pour produire le dipeptide His-Ala et le
fragment GLP-1(9-36)amide. Cette forme tronquée est le métabolite majeur produit
suite a la dégradation du GLP-1 (Deacon et al, 1995; Mentlein et al, 1993; Pauly et
al, 1996). Dans des études in vivo chez le rat, il a été estimé que la DP IV clive 50%
de la quantité de GLP-1 infusée, et cela a I’intérieur d’une période de 2 minutes. Au
contraire, le GLP-1 demeure intact pendant au moins 10 minutes chez les rats
déficients en DP IV (Kieffer et al, 1995). Trente minutes aprés 1’administration sous-
cutanée de GLP-1 chez I’humain, le métabolite GLP-1(9-36)amide compte pour
environ 78% du GLP-1(7-36)amide immunoréactif (Deacon et al, 1995). Des études
de liaison au récepteur du GLP-1 suggérent que le métabolite résultant du clivage par
I’enzyme DP IV, le GLP-1(9-36)amide, peut se lier au récepteur du GLP-1, mais avec
une affinité beaucoup plus faible. De plus, le GLP-1(9-36)amide serait capable
d’antagoniser la capacité du GLP-1 natif & générer une activité de I’adénylate cyclase
par le récepteur pancréatique du GLP-1 (Knudsen et Pridal, 1996; Montrose-
Rafizadeh et al, 1997). L’activité de la DP IV semble étre inhibée a basse
température et par la diprotine A, un tripeptide bactérien agissant comme inhibiteur
compétitif de la DP IV (Kieffer et al, 1995).

Plus récemment, des études in vitro ont montré que le GLP-1 est aussi clivé par
I’enzyme protéolytique NEP (neutral endopeptidase). La NEP clive le GLP-1 a dix
endroits différents, mais c’est entre les résidus Phe?® et Ile?, ainsi qu’entre les résidus
Trp*! et Leu®?, que I’action de la NEP est la plus rapide (Hupe-Sodmann et a/, 1997;
Thum et al, 2002).

L’exendin4 n’est pas dégradé ou inactivé par I’enzyme dipeptidyl peptidase IV,
qui clive le GLP-1 apres I’alanine en N-terminal, puisque la séquence peptidique de
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I’exendin-4 contient une glycine en position 2. Ceci explique pourquoi I’exendin-4

posséde un temps de demi-vie plus élevé que le GLP-1 (Parkes et al, 2001).

1.5  Latechnologie des DAC™ (complexe d'affinité pharmacothérapeutique)

La technologie du complexe d'affinité pharmacothérapeutique (DAC™) a été
développée par ConjuChem et reléve les défis déja anciens que sont la protection des
peptides contre leur dégradation par les peptidases et la prévention de leur élimination
rapide par voie rénale, faisant ainsi du développement des médicaments peptidiques
une réalité. La technologie DAC™ est basée sur deux points :

- La modification synthétique d’un fragment peptidique bien caractérisé peut produire
un analogue peptidique contenant un groupe chimique réactif, mais conservant
’essentiel de son activité biologique d’origine. Le peptide modifié est désigné sous le
nom de « complexe d’affinité pharmacothérapeutique » (DAC™).

-Suite 2 la réaction du fragment actif, la liaison du DAC™ au thiol libre de la cystéine
34 de I’albumine résulte en un bioconjugué thérapeutique.

La liaison d'un DAC™ a I’albumine peut s'effectuer de deux maniéres : in vivo a
I’albumine circulante, suite & une administration parentérale ; ou ex vivo a I’albumine
recombinante ou purifiée, qui est ensuite administrée par injection parentérale en tant
que conjugué préformé. La liaison covalente d’un DAC™ i I’albumine étant
permanente, le peptide n’a pas a étre libéré de 1’albumine pour remplir sa fonction
biologique. Chaque DAC™ est composé de trois éléments, soit le groupe actif (la
partie responsable de I’activité biologique), un connecteur relié au groupe actif et un
groupe chimique réactif a I’extrémité opposée du connecteur, généralement un
électrophile mou, sélectif pour les thiols, le maléimide étant le représentant le plus
utile.

En régle générale, les peptides naturels se dégradent et sont éliminés rapidement
in vivo. La liaison covalente a I’albumine peut enrayer le clivage opéré par les

peptidases, ainsi que les différents mécanismes d’élimination d’un grand nombre de
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peptides, indépendamment de la structure, de P’activité et de la catégorie
thérapeutique de ceux-ci. En outre, la conjugaison du médicament a 1’albumine
permet une large distribution des DAC™ dans tout 1’organisme, a I’exception du
cerveau ; en effet, les DAC™ ne traversent généralement pas la barriére hémato-
encéphalique. La réaction du DAC™ in vivo est hautement sélective pour I’albumine
sérique, par rapport a d’autres protéines. Cela résulte, d’une part, de la présence de
concentrations beaucoup plus élevées d’albumine dans le plasma et les fluides
interstitiels et, d’autre part, du fait que I’albumine contient un groupement thiol plus
réactif que les autres molécules présentes dans le plasma et la lymphe. En outre, 3
I’état physiologique, le thiol de la cystéine 34 de 1’albumine se caractérise par une

réactivité maximale vis-3-vis le maléimide (www.conjuchem.com).

1.5.1 La conjugaison a I’albumine

A la lumiére de cette technologie innovatrice, 1’albumine et ses propriétés jouent
un rdle important dans I’action systémique des DAC™ bioconjugués. L’albumine est
probablement la protéine la plus connue et la plus étudiée. Ses diverses fonctions ont
attiré plusieurs scientifiques depuis des générations. L’albumine est la protéine
soluble la plus abondante chez tous les vertébrés et la plus abondante dans le plasma.
L’albumine ne traverse pas la barriére hémato-encéphalique, elle n’est pas excrétée
par le foie ni par les reins, elle se diffuse presque partout dans 1’organisme et peut-
étre utilisé pour atteindre le sang, les tissus et/ou les organes (Peters, 1996).
Contrairement a plusieurs autres protéines qui possédent un pouvoir de mutation et un
polymorphisme plus élevé, les variantes génétiques de 1’albumine sont trés rares et
bénignes. L’albumine est une chaine qui n’est pas glycosylée de 585 acides aminés
repliée en trois domaines par 17 ponts disulfures intra-chaine. Ce qui caractérise la
composition de la séquence d’acides aminés de I’albumine est son faible nombre de
résidus tryptophane, soit un ou deux par molécule. Les résidus méthionine, glycine et

isoleucine sont aussi présents en faible quantité, ce qui distingue aussi I’albumine des
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autres protéines (Peters, 1996). Par contre, les résidus de cystéine y abondent. C’est
ce qui permet au DAC™ de venir se lier a un résidu cystéine libre spécifique, situé en
position 34 de la séquence de I’albumine humaine (figure 1.5), et de venir former un
complexe bioconjugué qui permet d’atteindre la cible biologique. La structure du
complexe d’albumine conjugué a aussi été caractérisée par cristallographie aux

rayons X (figure 1.6).

1.6  La technologie des PC-DAC™ (conjugué préformé-complexe d'affinité
pharmacothérapeutique)

ConjuChem a développé le conjugué préformé-complexe d'affinité
pharmacothérapeutique (PC-DAC™) pour compléter son complexe d'affinité-
pharmacothérapeutique (DAC™). Les conjugués préformés représentent un
prolongement naturel de la technologie DAC™ de base. Les peptides DAC™ et PC-
DAC™ sont congus pour conserver les propriétés thérapeutiques du peptide d'origine,
tout en garantissant une durée d'activité trés prolongée. Dans la technologie PC-
DAC™, les peptides sont congus pour se lier de maniére covalente a I'albumine hors
de I'organisme (bioconjugaison ex vivo). Le PC-DAC™ réagit a une source externe
d'albumine pour former le produit médicamenteux, qui est ensuite injecté par voie
sous-cutanée. L’albumine humaine purifiée ne peut étre utilisée dans un produit
médicamenteux du fait des risques inhérents a son origine. Une source d'albumine
humaine recombinante est donc utilisée pour la technologie PC-DAC™. L'un des
principaux avantages de cette technologie est que la quasi-totalité du peptide DAC™

est liée a la cystéine-34 de 'albumine (www.conjuchem.com).
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Figure 1.5 Représentation de I’interaction entre le DAC™ et I’albumine. Le
maléimide du peptide DAC™ va se lier de maniére covalente a la cystéine libre en
position 34 de I’albumine pour former un complexe bioconjugué.
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Figure 1.6  Structure d’un complexe d’albumine bioconjugué a un peptide bioactif

caractérisée par cristallographie aux rayons X.
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1.7  Albumine et immunogénicité

1.7.1 Immunogénicité des protéines thérapeutiques

Les protéines thérapeutiques ont révolutionné le traitement d’un grand nombre de
maladies au cours des derniéres décennies. L’identification récente des quelques
30 000 génes du génome humain rend désormais possible I’introduction de plusieurs
nouvelles protéines thérapeutiques sur le marché. L’augmentation des connaissances
au niveau du potentiel bénéfique des protéines thérapeutiques entraine également la
question du potentiel immunogénique de telles molécules. Le systéme immunitaire
peut détecter des différences infimes entre une molécule exogéne et une molécule
native, qui est habituellement immunotolérante. Donc, toute molécule exogeéne
introduite dans le corps humain ou animal a le potentiel de générer la production
d’anticorps (Schellekens, 2002; 2003 :2005).

En théorie, plus la protéine exogene différe par sa structure de la protéine native,
plus elle devrait étre immunogeéne. Il est donc raisonnable de prédire que les
protéines isolées de tissus ou de sérum humains sont moins immunogénes que les
protéines ne provenant pas de I’humain; en général, il s’avére que c’est le cas. La
relation entre le potentiel des protéines thérapeutiques et I’immunogénicité souléve
trois problématiques principales.  Premiérement, 1’apparition d’une réaction
allergique sévére ou d’un choc anaphylactique. Deuxiémement, une réponse
immunitaire & une protéine thérapeutique pourrait réduire son efficacité.
Troisiémement, il est possible qu’une réponse immunitaire a une protéine exogeéne
puisse induire 1I’auto-immunité envers la protéine endogéne (Porter, 2001).

Plusieurs facteurs peuvent ainsi influencer 1’immunogénicité des protéines
thérapeutiques et ce ne sont pas tous ces facteurs qui sont bien compris. On retrouve
entre autre le bagage génétique du patient, le type de maladie, le type de protéine, la
voie d’administration, la fréquence du dosage, la durée du traitement, le processus de

manufacture ainsi que le transport et I’entreposage (Schellekens, 2002).
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L’exendin-4 représente un bon exemple d’une molécule possédant un certain
potentiel immunogénique puisque ce peptide provient du Gila Monster, une espéce
bien éloignée de 1’étre humain. Malgré son homologie de séquence avec le GLP-1 et
le fait d’étre un agoniste puissant de son récepteur, il n’en demeure pas moins que le
traitement des patients avec 1’exendin-4 semble indiquer une tendance vers la hausse
de la réponse immunitaire. Méme si cette réponse immune n’est pas de grande
envergure, I’effet 2 long terme d’un tel traitement sur I’efficacité de ce dernier et sur

la sécurité du patient ne doit pas étre négligé.

1.7.2 La conjugaison a I’albumine, une solution & I’immunogénicité

Plusieurs moyens ont été suggérés par lesquels les protéines thérapeutiques
pourraient étre modifiées afin de réduire leur immunogénicité. Une procédure
courante consiste a I’attachement covalent d’une chaine de polyéthyléne glycol
(PEG) aux molécules de lysine se trouvant a la surface de la protéine. Le PEG est
une molécule inerte, non toxique, non-immunogénique et trés soluble utilisée dans la
préparation de plusieurs produits manufacturiers, tels les cosmétiques et les produits
alimentaires. Le PEG agirait comme un bouclier mécanique protégeant 1’épitope
antigénique de la protéine thérapeutique (Shiffman, 2001). L’identification et
I’élimination de 1’épitope des protéines T responsable de la formation des anticorps
pourrait mener 3 la production d’une molécule dont I’immunogénicité serait réduite.
C’est un processus que I’on nomme mutagénése du site spécifique, qui consiste a
remplacer des acides aminés spécifiques par d’autres acides aminés comme 1’alanine,
par exemple, ce qui permettrait d’éliminer la séquence antigénique (Adair et Ozanne,
2002; Wan et al, 2002). Une autre stratégie pour sélectionner et remodeler les
protéines thérapeutiques est le processus connu sous le terme de exon shuffling, qui
permet 1’évolution dirigée des protéines par 1’altération de la position dans le géne
des régions codant pour la protéine, afin d’en améliorer les caractéristiques. Ce

procédé pourrait générer une librairie dans laquelle toutes les séquences seraient
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humaines et ne posséderaient pas le point de mutation qui cause 1’immunogénicité
(Kolkman et Stemmer, 2001). Il existe un autre procédé, 1’humanisation des
anticorps monoclonaux, qui s’applique aussi aux protéines thérapeutiques. Cette
méthode consiste & remplacer la région de la protéine exogeéne avec la séquence
humaine, ce qui devrait permettre d’éliminer 1’épitope antigénique (Klingbeil et Hsu,
1999). Cependant, plusieurs de ces méthodes demandent encore des analyses et des
études approfondies.

L’albumine pourrait aussi jouer un rdle dans la réduction de I’immunogénicité
lorsque conjuguée 3 une molécule possédant des propriétés immunogenes. Des
études antérieures ont démontré cette propriété il y a plusieurs années en conjuguant
la superoxide dismutase (SOD) a I’albumine, ce qui entrainait non seulement une
augmentation du temps de demi-vie et de la stabilité en circulation, mais aussi une
réduction de I’immunogénicité comparativement & la molécule native (Mao et

APozna.nsky, 1989; Wong, Cleland et Poznansky, 1980). La conjugaison d’une
molécule étrangére au corps humain a I’albumine humaine devrait donc permettre
d’empécher la reconnaissance de cette molécule exogéne par le systéme immunitaire
et la protégerait de la dégradation. Cette technologie pourrait aboutir en une
multitude de possibilités pour des molécules thérapeutiques puissantes, mais
exogeénes par rapport & ’humain. C’est le cas pertinent de I’exendin-4, qui est une
molécule étrangére au systéme immunitaire humain, mais qui posséde des propriétés
puissantes et thérapeutiques pour le traitement du diabéte de type 2.
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1.8 Objectifs

Ce projet d’étude a pour but de comprendre et de généraliser le mécanisme de
protection de peptides hormonaux tels le GLP-1 et, plus spécialement, I’exendin-4,
suite & leur conjugaison & I’albumine. La conjugaison 3 I’albumine vise non
seulement & améliorer le profil pharmacodynamique et pharmacocinétique des
molécules thérapeutiques natives en augmentant leur stabilité face a la dégradation
enzymatique, mais elle permettrait aussi la diminution du potentiel immunogénique
de molécules exogénes, tel I’exendin-4 dans le cas présent. L’expérimentation in vivo
est destinée a évaluer le potentiel insulinotropique du GLP-1, de I’exendin-4 et des
différents dérivés (DAC™, PC-DAC™) chez la souris diabétique ayant subi une
modification au niveau du geéne de la leptine. Ces études pharmacodynamiques
permettent d’évaluer la capacité de chacun des peptides a I’étude de diminuer le taux
de glucose sanguin par rapport au contrle. L’expérimentation in vivo chez le rat
Sprague Dawley permet d’évaluer le profil pharmacocinétique de chacun des
composés afin d’établir le niveau de stabilité en circulation des dérivés versus des
peptides natifs. Le potentiel de liaison des peptides natifs et des dérivés au récepteur
du GLP-1 chez les cellules CHO est aussi évalué. Finalement, la réduction de
PPimmunogénicité de 1’exendin-4 suite & la conjugaison & I’albumine de rat et a
I’albumine humaine est évaluée chez le rat Sprague Dawley. Le but ultime de cette
étude est de mieux comprendre, d’analyser et d’évaluer le pouvoir de protection que
la conjugaison a I’albumine confére aux peptides hormonaux et, plus spécialement, a
I’exendin-4, afin de mettre au point un agent thérapeutique plus puissant et plus stable
qui servirait a traiter le diabéte de type 2.



CHAPITRE I

METHODOLOGIE

2.1  Synthése et purification peptidiques

L’assemblage de la séquence peptidique de 1I’exendin-4 (1-39)-NH, (H-G-E-G-T-
F-T-S-D-L-S-K-Q-M-E-E-E-A-V-R-L-F-I-E-W-L-K-N-G-G-P-S-S-G-A-P-P-P-S-
NH3), du GLP-1 (7-36)-NH; (H-A-E-G-T-F-T-S-D-V-S-S-Y-L-E-G-Q-A-A-K-E-F-I-
A-W-L-V-K-G-R-NH,), ainsi que celle des différents dérivés a été réalisé par la
méthode de synthése peptidique sur phase solide.

Un synthétiseur Symphony automatisé (Protein Technologies Inc.) a été utilisé
pour assembler séquentiellement les acides aminés du peptide sur un support de
résine de type Rink Amide MBHA adapté & la chimie Fmoc (9-
fluorénylméthyloxycarbonyl). Chacun des acides aminés de 1’exendin-4, du GLP-1
et des dérivés, préalablement protégés en position a-amine par le groupement Fmoc,
ont été couplés un A un 2 la résine, en débutant par 1’acide aminé en C-terminal. La
formation du lien amide & chaque cycle s’est effectuée en présence de 1’agent de
couplage HBTU (O-benzotriazol-1-yl-N,N,N’ N’-tetramethyl-uronium hexafluoro-
phosphate) et d’une amine tertiaire, la DIEA (diisopropyléthylamine), dans un
solvant permettant la solvatation de la résine, tel le DMF (N,N-diméthylformamide).
Une fois le couplage terminé, le groupement protecteur Fmoc était éliminé par une
réaction avec une solution a 20% (v/v) de pipéridine dans du DMF pendant 20
minutes. Cette « déprotection » du groupe Fmoc a été suivie de courts lavages (1
min) du peptide-résine au DMF (3 fois), a I’isopropanol (3 fois) et au DMF (3 fois),

avant de passer au cycle de couplage suivant.
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Apres le dernier cycle de couplage, les peptides ont été a la fois libérés de la
résine et complétement dégagés de leurs groupes de protection temporaires sur les
chaines latérales fonctionnelles, au moyen d’un mélange contenant de I’acide
trifluoroacétique (TFA) a 85% (v/v), du triisopropylsilane, du thioanisole et du
phénol 3 5% (v/v) chacun. Apres une heure de réaction a la température de la piéce,
la résine a été filtrée sous vide sur verre fritté (porosité coarse), la résine lavée avec
de petites portions de TFA, et le TFA évaporé sous vide jusqu’a un sirop qui a été
trituré avec un excés d’éther anhydre. Le précipité blanc a été filtré sous vide sur
verre fritté (porosité medium). Le peptide brut a été séché au dessicateur sous vide
mécanique (5 microns) pendant 12 heures en présence de pastilles solides de KOH.
Le schéma de la figure 2.1 illustre ces étapes.

Avant de passer a la purification des peptides, leur profil chromatographique a été
révélé par HPLC (chromatographie liquide a haute performance) analytique, afin de
déterminer la présence et les propriétés chromatographiques des contaminants par
rapport au peptide désiré. Une fois cette information obtenue, les peptides bruts ont
été dissous dans un mélange d’acétonitrile/TFA 0.1% de concentration appropriée
(10% a 15% v/v) et injectés sur une colonne de HPLC préparative en phase inversée
(Luna 10p phenyl-hexyl, 21 mm x 25 cm, Phenomenex Inc.) attachée a un systéme
de marque Varian (Rainin). Le systéme était reli€é & un détecteur UV (Varian
Dynamax UVD II) permettant la détection simultanée des pics de peptide a des
longueurs d’onde de 214 nm et 254 nm. Un gradient d’élution typique pour effectuer
la purification des peptides s’étalait de 30-55% (v/v) en acétonitrile/TFA 0.1% (v/v),
sur une période de 180 min et & un débit de 9.5 ml/min. La pureté et I’identité de
chacun des peptides ainsi purifiés a été évaluée par un systtme HPLC en phase
inverse analytique combiné a un spectromeétre de masse (Hewlett Packard LCMS-
1100), permettant I’analyse directe des poids moléculaires et basé sur le mode de
détection electrospray.
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2.1.1 Synthése et purification des peptides DAC™

La synthése des peptides exendin-4 et GLP-1 ainsi que des dérivés sous forme de
DAC™ a été exécutée selon la méthode détaillée décrite dans la section 2.1.
Cependant, un résidu de lysine protégé en position N-¢ de la chaine latérale par le
groupe Aloc (allyloxycarbonyl) a été introduit en C-terminal comme premier acide
aminé de la séquence peptidique. Une fois ’assemblage de la séquence du peptide
complété, ce groupe de protection peut étre éliminé spécifiquement en traitant la
résine pendant deux heures avec 3 équivalents de Pd (PPh;)s; (Tetrakis
triphénylphosphine) palladium (0)) dissous dans le mélange de solvants
CHCI:/NMM/HOACc (chloroforme/N-méthylmorpholine/acide acétique) (18:1 :0.5).
Le peptide protégé sur résine avec la lysine libre a ensuite été lavé avec des portions
de 10 ml/g de CHCl3, 20% AcOH/DCM et DMF. L’amine libre en position N-¢ de la
chaine latérale de la lysine a alors pu réagir avec du MPA (acide 3-
maléimidopropionique), qui permet le couplage sélectif avec la fonction SH en
position 34 de ’albumine. Dans certains cas, un bras d’espacement (/inker), tel
AEEA (acide aminoéthoxyéthoxyacétique) a été ajouté entre la lysine en C-terminal
et le MPA afin de créer différentes longueurs de liaison entre les peptides
fonctionnels et I’albumine. Le clivage du peptide de la résine, les étapes de
purification par HPLC et 1’analyse de la pureté par HPLC-MS sont les mémes que
décrites dans la section 2.1.

2.1.2 Synthése, purification et caractérisation des conjugués pré-formés

Les PC (conjugués pré-formés) sont synthétisés a partir d’un peptide DAC™ de
I’exendin-4 et d’albumine sérique. Aux fins de cette étude, de 1’albumine humaine ou
de I’albumine de rat Sprague Dawley ont été utilisées. L’albumine humaine
provenait d’une source commerciale (Cortex-Biochem, CA) tandis que 1’albumine de
rat a été extraite et purifiée dans notre laboratoire au moyen d’un systéme FPLC
AKTApurifier (fast protein liquid chromatography) (Amersham Biosciences) & partir



34

Synthése peptidique en phase solide
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Schéma général des étapes d’une synthése peptidique.
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du sérum de rats Sprague Dawley avant de procéder a la conjugaison. Le sérum a été
élué sur une colonne d’affinité HitrapBlue 50 ml (1.6 cm x 25 cm) (Amersham
Biosciences), utilisant un gradient d’élution de 0-100% B (20 mM Tris-HCI pH 7.1
(A) et 20 mM Tris-HCI + 2 M NaCl pH 7.1 (B)) en 4 volumes de colonnes, a un débit
de 2.5 mV/min. Le gradient de 100% B a été conservé pendant 1 volume de colonne
afin de s’assurer de I’élution compléte de ’albumine. Le détecteur UV a permis
d’identifier et de récolter les fractions contenant 1’albumine & des longueurs d’onde
de 214 nm et 280 nm. Les fractions d’intérét ont ensuite été lavées et concentrées au
moyen d’un systéme de filtration Amicon Ultra-15 30 KDa (Millipore). Un test BCA
(acide bicinchoninique) a été effectué sur le produit final afin d’en évaluer le contenu
protéique.

La conjugaison consistait & incuber in vitro 4 37 °C pendant 30 minutes un peptide
DAC™ en présence d’albumines humaine ou de rat purifiées. Une fois I’incubation
terminée, le conjugué pré-formé a dii étre purifi¢ afin d’obtenir seulement la fraction
peptide-albumine. La purification a été effectuée au moyen du systtme FPLC
AKTApurifier, mais une colonne 2 interactions hydrophobiques butyle 50 ml (1.6 cm
X 25 cm) (Amersham Biosciences) a été utilisée. Le gradient d’élution était de 0-
100% B (20 mM Na,HPO, + 5 mM caprylate + 750 mM (NH4)2SOs, pH 7.0 (A) et 20
mM Na,HPO, + 5 mM caprylate, pH 7.0 (B)) sur 4 volumes de colonne & un débit de
2.5 ml/min. Le gradient a aussi été¢ conservé pour 1 volume de colonne pour
permettre 1’élution compléte du conjugué. Le détecteur UV a permis d’identifier et
de récolter les fractions contenant le conjugué a des longueurs d’onde de 214 nm et
280 nm. Les fractions d’intérét ont ensuite été lavées et concentrées au moyen d’un
systéme de filtration Amicon Ultra-15 30 KDa (Millipore). Un test BCA (acide
bicinchoninique) a été effectué sur le produit final afin d’en évaluer le contenu
protéique.

La pureté des conjugués pré-formés a été évaluée par HPLC en phase inverse et

leur identité confirmée au moyen d’un spectrométre de masse (Hewlett Packard
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LCMS-1100). L’électrophorése SDS-Page sur gel de polyacrylamide 8% en
condition non réductrice a été effectuée avec un échantillon du conjugué contenant 10
pg de protéines. Cette étape consiste a faire migrer les échantillons, préalablement
dénaturés 4 100°C, selon leur poids moléculaire. Une fois la migration terminée, le
gel a été coloré au bleu de Coomassie afin de visualiser les bandes protéiques ayant
migré. Le méme gel, s’il n’est pas coloré, est utilisé pour effectuer un transfert
Western Blot, suivi d’une immunodétection par des anticorps spécifiques. Le
transfert Western Blot a été effectué pendant 1 heure et demie sur une membrane de
pure nitrocellulose Protran (VWR Canlab). Une fois les protéines transférées, la
membrane a été colorée au rouge de Ponceau pour s’assurer de ’efficacité du
transfert. Ensuite, la membrane a été saturée avec une solution de lait 5% pendant
toute la nuit. L’étape d’immunodétection a permis de révéler une bande
correspondant au conjugué albumine-exendin ou une bande d’albumine seulement.
Pour révéler la présence du conjugué exendin-4, la membrane saturée a été incubée
en présence d’un premier anticorps (rabbit anti-exendin-4, 1:100 000; Biophage)
pendant une période de 90 minutes a température pi¢ce. Ensuite, le premier anticorps
a été détecté par un second anticorps marqué 2 la peroxydase (peroxidase conjugated
affinipure goat anti-rabbit IgG, 1:100 000; Jackson Immunoresearch) pendant 1
heure a température piéce. Les bandes ont été visualisées par un processus de
chemiluminescence (super signal west pico substrate; MJS Biolynx Inc.) et une
exposition sur film (Hyperfilm; Amersham Biosciences) qui par la suite a été
développé avec un appareil Kodak M35A.

Des anticorps spécifiques a I’albumine humaine (goat anti-human albumin HRP,
1:250 000; Cedarlane Laboratories) et a I’albumine de rat (sheep anti-rat albumin
HRP, 1:250 000; Cedarlane Laboratories) ont aussi été utilisés en Western Blot pour

détecter les bandes spécifiques de I’albumine et la présence de dimeres, s’il y a lieu.



37

2.2  Test oral de tolérance au glucose (OGTT)

Dans un premier temps, des souris femelles obéses et diabétiques C57BLKS/J-m
+/+ Lepr®™ (Jackson Laboratory, Maine) 4gées de 7-8 semaines et pesant entre 30-35
g ont été utilisées pour ’OGTT. Toutes les souris ont jeiiné pendant 12 4 16 heures
avant chaque test. Plusieurs contréles ont été effectués en injectant d’abord, par voie
sous-cutanée, du tampon sodium phosphate (PBS) a I’animal suivis, aprés 5 minutes,
6 h, 12 h ou 24 h, du gavage oral avec une solution de glucose (Sigma) (1.5 mg/g de
poids corporel). Une mesure du glucose sanguin a immédiatement été prise, tel que
décrit plus loin.

L’injection des différents peptides & des concentrations variant de 10 nmol/kg a
100 nmol/kg, au lieu du PBS, a été réalisée de la méme maniére. Une goutte de sang,
nécessaire pour mesurer le taux de glucose sanguin, a été prélevée par la veine de la
queue de chacune des souris. Le glucose sanguin fut mesuré au moyen d’un
glucometre (Fast Touch Ultra, Life Scan Canada) aux temps 0, 10, 20, 30, 60, 90 et
120 minutes suivant le gavage au glucose. Chaque groupe expérimental était

constitué de 5 souris.

23  Controle de la glycémie par un régime d’injections multiples

La premiére journée de 1’expérimentation, une seule injection sous-cutanée (100
nmol/kg) des peptides a I’étude a été administrée 3 des souris femelles obéses et
diabétiques C57BLKS/J-m +/+ Lepr™ (Jackson Laboratory, Maine) dgées de 7-8
semaines. Un échantillon sanguin a été récolté par la veine de la queue 5 minutes
avant I’administration ainsi que 5 min, 60 min, 2h,4 h,8 h, 12h,24 h, 48 het 72 h
suivant ’administration des peptides. Le sang collecté a été analysé a 1’aide d’un
glucométre (Fast Touch Ultra, Life Scan Canada) au temps mentionnés ci-dessus.
Les groupes expérimentaux étaient composés de 5 souris.

Ensuite, les groupes expérimentaux constitués des mémes animaux ont regu une

injection sous-cutanée (100 nmol/kg) des mémes peptides a I’étude aux 1, 3° et 5°
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jours de cette deuxiéme partie expérimentale impliquant un régime d’injections
multiples, & I’exception d’un groupe ayant re¢u une injection chaque jour, du 1* au 5°
jour. Un échantillon sanguin a été prélevé par la veine de la queue et analysé pour la
glycémie a I’aide d’un glucométre (Fast Touch Ultra, Life Scan Canada) aux temps -
5 minutes, 60 min, 2 h, 4 h, 8 h, 12 h et 24 h suivant ’injection. La glycémie a aussi
été mesurée aux 6° jour et 8° jour suivant la premiére injection de cette partie
expérimentale. La consommation d’eau et de nourriture a été mesurée durant la
totalit¢ de I’expérimentation, c’est-d-dire du début de la partie expérimentale
impliquant une seule injection jusqu’a la fin de la partie expérimentale impliquant un

régime d’injections multiples.

2.4  Evaluation de la production d’insuline

Une fois la partie expérimentale précédente terminée, toutes les souris diabétiques
ont été sacrifiées afin de prélever un échantillon sanguin par voie intracardiaque. Le
sang a ¢été centrifugé et la fraction plasmatique a été utilisée pour évaluer la
production d’insuline. La détermination du taux d’insuline plasmatique a été réalisée
au moyen d’un essai EIA commercial (Rat/Mouse insulin Elisa Kit, Linco Research).
Ce test consistait en un ELISA Sandwich dont le principe de la procédure est basé sur
la capture des molécules d’insuline de 1’échantillon plasmatique dans les puits d’une
microplaque préalablement recouverte d’un anticorps monoclonal (mouse anti-rat
insulin) et par la suite, de la liaison d’un anticorps anti-insuline polyclonal biotinylé a
I’insuline capturée. La plaque a été lavée pour enlever tout ce qui n’était pas lié, pour
ensuite étre mise en présence d’un enzyme conjugué 3 la peroxidase qui se lie aux
molécules d’anticorps biotinylés immobilisées. La quantification du complexe
anticorps-enzyme a été effectué en évaluant 1’activité de la peroxidase en présence du
substrat 3,3’,5,5’-tetraméthylbenzine. L’activité enzymatique a été mesurée par
spectrophotométrie selon I’augmentation de 1’absorbance a 450 nm. Comme

I’augmentation en absorbance est directement proportionnelle a la quantité d’insuline
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capturée dans I’échantillon plasmatique, les valeurs peuvent étre extrapolées sur une
courbe générée dans le méme essai avec des standards de référence d’insuline de rat

de concentrations connues.

2.5  FEvaluation de I’efficacité de liaison au récepteur

Des cellules CHO (chinese hamster ovarian cells) transfectées avec le récepteur
humain du GLP-1 ont été mises en plaque de 12 puits, a raison de 500 000 cellules
par puits, en présence d’un milieu DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium)
‘faible en glucose contenant 1% d’antibiotique Pen-Strep, 25 mM de tampon HEPES,
50 mM de bicarbonate de sodium et 10% de FBS (feetal bovine serum). Les cellules
ont été incubées toute la nuit & 37 °C. Le lendemain, les cellules ont été lavées avec
le tampon de liaison contenant 50 mM tris, pH 7.4, 0.1 mM EDTA, 5 mM MgCl, et
0.5% BSA (bovine serum albumin). Ensuite, le peptide non radioactif a été ajouté a
des concentrations de 10° M a 107* M, suivi de 50 000 cpm du ligand radioactif I'*-
GLP-1. Le tout a été incubé pendant 2 heures a 4 °C. Une fois I’incubation terminée,
la plaque a été lavée avec un milieu RPMI contenant 4% de BSA. Une solution de
NaOH 0.5 M a été ajoutée dans tous les puits afin de faire décoller les cellules. Aprés
10 minutes d’incubation, le surnageant a été récupéré et transféré dans des tubes dont
la radioactivité a été comptée avec un compteur gamma. Cet essai a été effectué trois

fois pour chaque peptide a I’étude.

2.6  Pharmacocinétique in vivo

Le modele animal utilisé pour cette section de la partie expérimentale a été le rat
maéle Sprague Dawley (SD), d’un poids de 300-350 g. Chaque groupe expérimental
comportait quatre animaux attribués de fagon aléatoire. Les DAC™ GLP-1,
I’exendin-4, ainsi que ses dérivés ont été préalablement dissous dans de la saline, puis
administrés par voie intraveineuse (100 nmol/kg) et par voie sous-cutanée (500
nmol/kg). Des échantillons sanguins ont été prélevés a des temps déterminés, soit un
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prélévement avant 1’administration des composés, puis 4 5 min, 30 min, 60 min, 2 h,
4h,8h,24h,48 h, 72 h et 96 h. Les échantillons sanguins ont été récoltés dans des
tubes contenant de ’EDTA et un inhibiteur de DPP IV (10 pl par ml de sang, Linco
Research Inc.). Les tubes ont été centrifugés afin d’obtenir la fraction plasmatique,
qui a été congelée a -80°C jusqu’au moment de la détermination du profil
pharmacocinétique des peptides injectés. Les paramétres pharmacocinétiques ont été
déterminés a I’aide du programme WinNolin.

2.7 Dosage immunoradioactif

La détermination de la concentration plasmatique des peptides injectés lors de la
partie expérimentale de pharmacocinétique in vivo (section 2.6) a été effectuée par un
dosage RIA. Cette procédure consiste & incuber une concentration fixe d’antigénes
(GLP-1 ou exendin-4) radiomarqués avec une quantité constante d’antisérum (contre
le GLP-1 ou I’exendin-4), la concentration des sites de liaison de 1’antigéne sur
I’anticorps étant limitée. Si I’antigéne non marqué est ajouté a ce systéme, il y aura
compétition entre le traceur marqué et 1’antigéne non marqué pour les sites limités et
constants de I’anticorps. La quantité du traceur lié & ’anticorps va donc diminuer
comme la concentration d’antigéne non marqué va augmenter. Ceci peut étre mesuré
aprés la séparation du complexe lié a ’anticorps du traceur libre. Il est possible de
compter la fraction liée en passant les tubes sur un compteur gamma. La
concentration en peptide de 1’échantillon plasmatique analysé peut étre calculée a
partir d’une courbe standard générée & partir d’une concentration croissante connue
du peptide présent dans 1’échantillon.

2.8  Electrophorése et Western Blot

Les échantillons plasmatiques obtenus lors de la partie expérimentale de
pharmacocinétique in vivo ont été utilisés pour la détection en Western Blot. La

concentration protéique des échantillons étant inconnue, des dilutions variant de 1/2 &
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1/10 ont été utilisées pour la migration sur un gel de polyacrylamide 8% contenant du
SDS. Une fois les protéines migrées, le gel a été transféré sur une membrane de pure
nitrocellulose Protran (VWR Canlab). Les protéines transférées ont été visualisées en
colorant la membrane au rouge de Ponceau et les bandes immunoréactives ont été
détectées en utilisant des anticorps spécifiques.

La membrane a été saturée avec un tampon TBS (10 mM Tris, 150 mM NaCl, pH
7.4) contenant 5% (p/v) de lait pendant toute la nuit & 4°C. L’anticorps primaire
(rabbit anti-exendin-4, 1:50 000; Biophage) dilué dans le tampon TBS contenant 1%
de plasma de rat a été incubé avec la membrane pendant une heure et demie a la
température de la piéce. La membrane a été lavée plusieurs fois avec le tampon TBS
0.05% Tween 20. Ensuite, I’anticorps secondaire marqué a la peroxydase
(peroxidase conjugated affinipure goat anti-rat IgG, 1:100 000; Jackson
Immunoresearch) a été incubé avec la membrane une heure a la température de la
piéce. L’excés d’anticorps a été lavé de la membrane avec le tampon TBS 0.05%
Tween 20 avant ’incubation pendant 5 minutes dans le substrat Pico (super signal
west pico substrate; MJS Biolynx Inc.). La membrane a été immédiatement exposée
4 un film photographique (Hyperfilm; Amersham Biosciences) qui a été par la suite
développé grice a un appareil Kodak M35A.

2.9  Evaluation de I'immunogénicité

Le potentiel immunogénique de ’exendin-4 et de ses dérivés a été évalué chez le
rat mile Sprague Dawley. L’étude a été divisée en trois parties expérimentales, soit
une phase thérapeutique, une premiére phase d’immunisation et une deuxi¢me phase
d’immunisation. Chaque groupe était composé de 4 rats.

La phase thérapeutique a consisté a injecter, par voie sous-cutanée, 3 pg d’agent
actif/jour/rat, pendant 28 jours, un des composés suivants, soit RSA, HSA,
RSA:1134, HSA:1134, CJC-1132 ou CJC-1134. Ensuite, les rats ont été injectés, a

raison d’une fois par semaine pendant 6 semaines, avec la dose initiale. Des
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prélévements sanguins par la veine jugulaire ont été effectués a intervalles réguliers,
selon le calendrier des injections et des prélévements schématisé a la figure 2.2. Les
échantillons sanguins, une fois coagulés, ont été centrifugés afin de récupérer la
fraction sérique. Les échantillons de sérum ont été congelés a -80 °C jusqu’a
I’analyse de ces derniers pour la détection d’anticorps.

La premiére phase d’immunisation a été réalisée en injectant, par voie sous-
cutanée, une émulsion contenant soit RSA, HSA, RSA:1134, HSA:1134, CJC-1132
ou CJC-1134 avec I’adjuvant TiterMax Gold (Cederlane Laboratories Limited), selon
un ratio 1:1. Chaque dose contenait 50 pg du composé a tester et a été injectée
deux sites différents dans la région lombaire du rat. Les injections et les
prélévements sanguins ont été effectués selon le calendrier schématisé a la figure 2.3.
Les échantillons sanguins, une fois coagulés, ont été centrifugés afin de récupérer la
fraction sérique. Les échantillons de sérum ont été congelés & -80°C jusqu’a I’analyse
de ces derniers pour la détection d’anticorps.

La deuxiéme phase d’immunisation s’est déroulée comme la phase précédente.
Par contre, les composés injectés étaient soit RSA:1707, HSA:1707, CJC-1707 ou
CJC-1132. Les doses contenues dans les émulsions étaient aussi différentes, c’est-a-
dire 50 pg pour RSA:1707, HSA:1707 et CJC-1707, puis 5pg pour CJC-1707 et CJC-
1132. Le TiterMax Gold a aussi été utilisé comme adjuvant. Les injections et les
prélévements sanguins ont été effectués selon le calendrier schématisé a la figure 2.3.
Les échantillons sanguins, une fois coagulés, ont été centrifugés afin de récupérer la
fraction sérique. Les échantillons de sérum ont été congelés & -80°C jusqu’a ’analyse
de ces derniers pour la détection d’anticorps.

Les signes cliniques ont été vérifiés fréquemment pour s’assurer qu’aucun rat ne

subisse une réaction trop sévére suite a I’injection des composés.
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2.10 Dosage immunoenzymatique

Le titre d’anticorps des échantillons sériques obtenus lors de I’étude
d’immunogénicité a été évalué par EIA. Une microplaque de 96 puits de type NUNC
immuno-maxisorp (VWR Canlab) a été recouverte avec un antigéne (un des mémes
composés injectés lors de I’étude d’immunogénicité) a une concentration de 750 ng
par puits, dans un tampon PBS pH 7.4. La plaque a été incubée toute la nuit 2 4 °C.
Le lendemain, une fois la plaque lavée au PBS 0.05% Tween 20, une solution de PBS
4 1% en BSA a été ajoutée dans chaque puits afin de saturer la plaque pendant une
période de deux heures. Ensuite, la plaque a été incubée pendant une heure a la
température de la piéce avec une série de dilutions du premier anticorps (sérum
prélevé lors de I’étude d’immunogénicité). Aprés une série de lavages au PBS a
0.05% en Tween 20, la plaque a été incubée pendant une heure a la température de la
piéce avec le deuxiéme anticorps (peroxidase conjugated affinipure goat anti-rat IgG,
Jackson Immunoresearch) dilué a 1/10 000. L’incubation terminée, la plaque a été
lavée et une solution de o-phenylenediamine (OPD, Sigma-Aldrich) 4 0.5 mg/ml a été
ajoutée pour la révélation pendant une période de 10 minutes. La réaction a été
arrétée avec une solution de HoSO4 2 N et la plaque a été lue au spectrophotométre
pour ’obtention des densités optiques a 492 nm (figure 2.4).

2.11  Ethique et analyses statistiques

Les résultats sont présentés sous la forme d’une moyenne + la moyenne des
erreurs standards (SEM) obtenus a partir des programmes GraphPad Prism et
Microsoft Excel. L’analyse statistique des différences significatives a été faite selon
le test T de Student. Les protocoles expérimentaux utilisant des animaux ont été
exécutés en accord avec le Conseil canadien de protection des animaux suite a
I’approbation du comité de protection des animaux de I’Université du Québec a
Montréal.
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Figure 2.2 Schéma détaillé des injections et des prélévements de la phase

thérapeutique de I’étude d’immunogénicité.
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obtenir le titre d’anticorps.



CHAPITRE 11T

RESULTATS ET DISCUSSION

3.1 Synthése des différents peptides et dérivés a 1’étude

Dans le cadre de ce projet d’étude, plusieurs peptides, DAC™ et conjugués ont été
synthétisés et purifiés. Chaque peptide et dérivé a été identifié par un code, facilitant
ainsi la nomenclature. Par exemple, le GLP-1(7-36)-NH; libre est identifi€é comme
CJC-1049. Afin de faciliter la lecture des résultats, un schéma détaillé de la structure
de tous les peptides, DAC™ et conjugués est présenté a la figure 3.1. La structure de
base est, soit le GLP-1(7-36)-NH; ou I’exendin-4(1-39)-NH,, deux peptides libres.
Les peptides DAC™ ont subi une modification en C-terminal ou en N-terminal afin
de permettre I’ajout du groupement MPA qui permet la liaison du peptide &
Palbumine. Pour certains peptides DAC™, il y a aussi ajout d’un linker (AEEA)
entre la lysine et la molécule de MPA. Les conjugués pré-formés (PC) sont
synthétisés in vitro en mettant le peptide DAC™ en présence d’une source
d’albumine humaine (HSA) ou de rat (RSA). Une fois purifié, le PC peut étre

directement injecté chez 1’animal.

3.2  Purification et caractérisation des conjugués pré-formés (PC)

Les étapes de purification et de caractérisation des conjugués pré-formés sont trés
importantes afin de s’assurer de la qualité des composés produits. Il est essentiel
d’obtenir des composés d’une grande pureté afin de pouvoir évaluer I’effet biologique
réel. Par exemple, une proportion élevée de peptides libres contenus dans un PC
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Code Séquence
(Nom)

Peptides libres

CIC-1049 HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR-NH,
(GLP-1(7-36)-NH,)

C)C-1132 HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS-NH;
(Exendin-4(1-39)-NH,)

Peptides DAC™

CIC-1050 HAEGTFTSDVSSY......oooeeerceerrereenaens VKGRK(MPA)-NH,
(GLP-1(7-36)Lys37(MPA)-NH,)

CJC-1051 HAEGTFTSDVSSY........ccocueeees VKGRK(AEEA),(MPA)-NH;
(GLP-1(7-36)Lys37(AEEA)(MPA)-NH,)

CIC-1130 HAEGTFTSDVSSY......ccoovvvvierrecrneenannn. VKGRK(MPA)-NH,
((D-Ala8)GLP-1(7-36)Lys37(MPA)-NH,)

CIC-1133 HGEGTFTSDLSKCY ....oiiivimniincmmiinms PPPSK(MPA)-NH,
(Exendin-4(1-39)Lys40(MPA)-NH,)

CJC-1134 HGEGTFTSDLSKQ.............c....... PPPSK(AEEA)(MPA)-NH,
(Exendin-4(1-39)Lys40(AEEA)(MPA)-NH,)

CJC-1554 HGEGTFTSDLSKQ.........cccuvunc.e. PPPSK(AEEA)(MPA)-NH;
(Exendin-4(1-39)Lys40(AEEA)(MPA)-NH; quenched)

CJC-1707 (MPA)(AEEA)HGEGTFTSDLSKQ.........cccccrueeee. PPPS-NH;
((MPA)(AEEA)Exendin-4(1-39)-NH,)

Conjugué pré-formés (PC)

CIC-1248 HAEGTFTSDVSSY.....cccooounnn.. VKGRK(AEEA)(MPA)-HSA
(PC HSA:1131)

CJC-1249 HGEGTFTSDLSKQ..........cc.ccu.. PPPSK(AEEA)(MPA)-HSA
(PC HSA:1134)

CJC-1730 HGEGTFTSDLSKQ.............c..... PPPSK(AEEA)(MPA)-RSA
(PC RSA:1134)

CIC-1733 HSA-(MPA)(AEEA)HGEGTFTSDLSKQ.............. PPPS-NH;
(PC HSA:1707)

CIC-1734 RSA-(MPA)(AEEA)HGEGTFTSDLSKQ.............. PPPS-NH,

(PC RSA:1707)

Figure 3.1

Code d’identification et structure des peptides et des dérivés a 1’étude.
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pourrait étre responsable d’une partie de 1’activité biologique observée lorsqu’injectés
chez I’animal ou encore lorsque testés en culture cellulaire. L’effet de la purification
peut étre clairement observé aprés la migration sur gel de polyacrylamide 8% des
échantillons et la coloration de ces derniers au bleu de Coomassie (figure 3.2).
L’albumine de rat a été obtenue par la purification du sérum sur FPLC tandis que
I’albumine humaine purifiée provient d’une source commerciale. Afin d’éliminer le
maximum d’impuretés, I’albumine de rat et ’albumine humaine ont été passées sur la
colonne butyle. L’albumine de rat, dont le poids moléculaire est de 65 880 Da,
posséde une bande clairement visible au niveau du marqueur a2 50 kDa. On peut
remarquer une différence significative lorsque 1’albumine est passée sur la colonne
butyle. Par contre, on conserve une bande de haut poids moléculaire, moindre mais
tout de méme présente, correspondant aux immunoglobulines G (IgG) qu’il n’est pas
possible d’éliminer complétement. Quant a 1’albumine humaine, elle était déja
purifiée, de source commerciale et ne comportait pratiquement aucune impureté. La
bande présente 4 100 kDa correspondait aux dimeres d’albumine, c’est-a-dire a2 une
agrégation de deux molécules d’albumine. La conjugaison de 1’albumine de rat non
purifiée sur butyle avec le DAC™ exendin-4 (CJC-1134) ne permettait pas d’obtenir
uniquement le conjugué pré-formé, puisque qu’une portion de I’albumine posséde un
résidu de cystéine-34 bloqué ne pouvant lier le DAC™, que I’on désigne comme
«I’albumine cappée ». Par contre, la séparation du produit initial sur la colonne
butyle permet de récupérer seulement la fraction conjuguée en éliminant
pratiquement tous les sous-produits, comme 1’albumine libre non liée et 1’albumine
cappée. De plus, le conjugué pré-formé ne contient presque plus d’IgG une fois
purifié. La conjugaison du DAC™ 3 I’albumine humaine permet d’obtenir un
conjugué contenant moins de diméres d’albumine.

L’analyse des profils des échantillons envoyés au spectre de masse (figures 3.3 a
3.6) permet de visualiser les niveaux de purification des conjugués pré-formés avant

et aprés leur passage sur la colonne butyle. Les spectres de masse représentant les PC
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Figure 3.2  Profil de purification des conjugués pré-formés par électrophorése sur
gel de polyacrylamide 8% et suite 2 la coloration au bleu de Coomassie.
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RSA:1134 et HSA:1134 avant leur passage sur la colonne butyle permettent
d’évaluer le niveau de conjugaison puisque toutes les molécules d’albumine n’ont pas
la capacité de li¢ le DAC™. On remarquera que le taux de conjugaison a 1’albumine
de rat est plus élevé que celui a I’albumine humaine (figures 3.3 et 3.4,
respectivement). Une fois la purification sur la colonne de butyle effectuée, c’est le
conjugué pré-formé qui est retrouvé en abondance majoritaire. Il n’y a plus
d’albumine libre ou d’albumine cappée (figures 3.5 et 3.6).

Des échantillons d’albumine de rat, d’albumine humaine et des conjugués pré-
formés avec le DAC™ exendin-4 avant et aprés purification sur la colonne butyle ont
tous été analysés en Western blot (figure 3.7). L’albumine humaine et le PC
correspondant possédent bien une bande distincte lorsque la membrane est révélée
avec un anticorps anti-albumine humaine (figure 3.7a). Il en est de méme pour
I’albumine de rat et son conjugué pré-formé (figure 3.7b). L’exposition de la
membrane 3 un anticorps anti-exendin-4 permet de visualiser seulement les bandes

correspondant aux conjugués 3 1’albumine de rat et celui & 1’albumine humaine
(figure 3.7c).

3.3  Test oral de tolérance au glucose (OGTT) chez la souris diabétique

3.3.1 Profil pharmacodynamique apres injection d’une seule dose

Le potentiel insulinotropique de I’exendin-4 (CJC-1132), des DAC™
correspondants (CJC-1133 et CJC-1134) et des DAC™ GLP-1
(CJC-1050, CJC-1051 et CJC-1130) a ¢été évalué chez un modeéle de souris
diabétiques (C57BLKS/J-m +/+ Lepr™) suite a I’injection de ces derniers 5 minutes,
6 h, 12 h et 24 h précédent I’OGTT. Une seule dose a été injectée par voie sous-
cutanée, soit 100 nmol/kg.

L’injection de 1’exendin-4 et des deux DAC™ correspondants, 5 minutes avant

I’OGTT, a permis d’obtenir une baisse significative du taux de glucose sanguin
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Figure 3.3 Profil LC-MS du conjugué exendin-4 a 1’albumine de rat (RSA:1134)
avant sa purification sur la colonne butyle. Le poids moléculaire du conjugué est de
70483.63 g/mol et son abondance relative avant purification est de 45.1%.
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Figure 3.4 Profil LC-MS du conjugué exendin-4 a I’albumine humaine
(HSA:1134) avant sa purification sur la colonne butyle. Le poids moléculaire du
conjugué est de 71047.23 g/mol et son abondance relative avant purification est de
29.26%.
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Figure 3.5 Profil LC-MS du conjugué exendin-4 a 1’albumine de rat (RSA:1134)
aprés sa purification sur la colonne butyle. Le poids moléculaire du conjugué est de
70484.05 g/mol et son abondance relative aprés purification est de 100%.
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Figure 3.6 Profil LC-MS du conjugué exendin-4 & I’albumine humaine
(HSA:1134) aprés sa purification sur la colonne butyle. Le poids moléculaire du
conjugué est de 71046.21 g/mol et son abondance relative aprés purification est de

100%.
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Figure 3.7 Analyse par Western Blot des échantillons d’albumine de rat (RSA),
d’albumine humaine (HSA) et des conjugués pré-formés avec le DAC™ exendin-4
(RSA:1134 et HSA:1134) avant et aprés purification sur la colonne butyle. (A)
L’albumine humaine et le PC correspondant possédent bien une bande distincte
lorsque la membrane est révélée avec un anticorps anti-albumine humaine. (B) Il en
est de méme avec I’albumine de rat et son conjugué pré-formé qui sont détectés avec
un anticorps anti-albumine de rat. (C) L’exposition de la membrane avec un
anticorps anti-exendin-4 permet de visualiser seulement les bandes correspondant aux
conjugués a 1’albumine de rat et celui a I’albumine humaine.
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relativement au groupe contrdle, celui-ci ayant été injecté avec de la saline 0.9%
(figure 3.8). Méme aprés une période de 120 minutes, la glycémie des souris traitées
est demeurée beaucoup plus basse que celle des souris contriles, qui est revenue a la
normale. Ces observations sont appuyées par la représentation de 1’aire sous la
courbe du glucose sanguin (AUC) démontrant clairement la différence significative
entre les groupes traités comparativement au groupe contréle. Lorsque ces mémes
composés ont été injectés 6 heures avant ’OGTT, on a observé immédiatement 1’effet
sur la glycémie basale, qui correspond plus & une glycémie de souris normale versus
celle observée chez le groupe contrle (figure 3.9). Pour la période de I’OGTT, les
trois composés sont capables de diminuer significativement le taux de glucose
sanguin. On remarque que 1’effet est soutenu aprés une période de 120 minutes pour
les deux DAC™ exendin-4, tandis que 1’exendin-4 libre commence a perdre de son
potentiel et tend a revenir vers le groupe contréle.

Le potentiel insulinotropique des deux DAC™ GLP-1 (CJC-1050 et CJC-1051) a
aussi été testé suite a ’injection sous-cutanée de ces derniers 5 minutes et 6 heures
avant ’OGTT (figure 3.10). On observe une diminution significative du taux de
glucose sanguin suite a I’injection de 5 minutes. Par contre, au bout de 120 minutes,
la glycémie est revenue semblable a celle du groupe contrdle. L’injection de ces
composés 6 heures avant I’OGTT ne permet pas de contrdler la glycémie comme le
font les DAC™ exendin-4. Au contraire, le profil du taux de glucose sanguin est
pratiquement le méme que celui du groupe contrdle.

Puisque I’exendin-4 libre et les DAC™ exendin-4 manifestaient encore une
certaine activité lorsqu’injectés 6 heures avant I’OGTT, I’étude a été poursuivie afin
de déterminer s’il était possible d’observer un contrdle de la glycémie lorsque les
composés étaient injectés 12 heures et 24 heures avant le test. On peut observer que
le potentiel insulinotropique de 1’exendin-4 libre ne permet d’exercer qu’un faible
contrdle de la glycémie sur une période de 12 heures et 1’effet disparait & 24 heures
(figure 3.11). Un effet de plateau est observable pour le groupe contrdle, ce qui est
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Figure 3.8 (A) Courbe du glucose et (B) aire sous la courbe du glucose sanguin
suite au test oral de tolérance au glucose chez la souris diabétique (C57BLKS/J-
M+/+Lepr‘"’) injectée avec I’exendin-4 libre (CJC-1132), le DAC™ exendin-4 short
linker (CJC-1133) et le DAC™ exendin-4 long linker (CJC-1134). Une dose de 100
nmol/kg a été injectée par voie sous-cutanée 5 minutes avant ’OGTT. ** P <0.01.
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Figure 3.9 (A) Courbe du glucose et (B) aire sous la courbe du glucose sanguin

suite au test oral de tolérance au glucose chez la souris diabétique (C57BLKS/J-
M+/+Lepr™) injectée avec 1’exendin-4 libre (CJC-1132), le DAC™ exendin-4 short
linker (CJC-1133) et le DAC™ exendin-4 long linker (CJC-1134). Une dose de 100
nmol/kg a été injectée par voie sous-cutanée 6 heures avant ’OGTT. * P < 0.05, **

P<0.01.
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Figure 3.10 (A) Courbe du glucose et (B) aire sous la courbe du glucose sanguin
suite au test oral de tolérance au glucose chez la souris diabétique (C57BLKS/J-
M+/+Lepr®) injectée avec le DAC™ GLP-1 short linker (CJC-1050) et le DAC™
GLP-1 long linker (CJC-1051). Une dose de 100 nmol’kg a été injectée par voie
sous-cutanée 5 minutes et 6 heures avant ’OGTT. ** P <0.01.
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Figure 3.11 (A) Courbe du glucose et (B) aire sous la courbe du glucose sanguin
suite au test oral de tolérance au glucose chez la souris diabétique (C57BLKS/J-
M-+/+Lepr™) injectée avec I’exendin-4 libre (CJC-1132). Une dose de 100 nmol/kg a
été injectée par voie sous-cutanée 5 minutes, 12 heures et 24 heures avant ’OGTT.
** P<0.01.
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engendré par la limitation de la lecture de I’instrumentation. La différence
significative entre le groupe traité 12 heures pré-OGTT et le groupe contrdle pourrait
donc étre plus importante. Il a été possible d’évaluer I’activité d’un DAC™ GLP-1
(CJC-1130) afin de déterminer son potentiel insulinotropique sur une période de 12 et
24 heures (figure 3.12). Au contraire de I’exendin-4 libre, on peut observer une
activité lorsque le composé a été injecté 12 heures avant le test, mais il n’y a pas
prolongation de I’effet jusqu’a 24 heures. Par contre, on observe une différence
significative au niveau de la glycémie basale, en comparaison avec le groupe
controle. En ce qui concerne les DAC™ exendin-4, un seul a été testé sur des
périodes de 12 et 24 heures, soit le composé CJC-1133 (figure 3.13). Le potentiel
insulinotropique est facilement observable et se prolonge, non seulement jusqu’a 24
heures suivant I’injection, mais il permet aussi, aprés 120 minutes une fois ’OGTT
commencé, de revenir & une glycémie normale en comparaison avec le groupe
contrle. On peut aussi observer un effet sur la glycémie basale pour les groupes a 12

et 24 heures ainsi que le méme effet de plateau pour le groupe contréle.

3.3.2 Profil pharmacodynamique en fonction de la concentration

Un profil pharmacodynamique en fonction de la concentration a été établi afin
d’évaluer I'effet de I’injection de plusieurs doses du DAC™ exendin-4 (CJC-1133)
sur la réponse glycémique des souris diabétiques, suite au test de tolérance au glucose
réalisé 5 minutes, 12 h et 24 h suivant I’injection sous-cutanée. Les doses injectées
étaient de ’ordre de 10, 25, 50 et 100 nmolkg. Lorsque le DAC™ est injecté 5
minutes avant I’OGTT, il est possible d’observer I’effet insulinotropique pour toutes
les doses injectées, en comparaison avec le groupe contrdle (figure 3.14). Iln’y a pas
vraiment de différence significative entre les groupes traités, toutes les doses
permettant de diminuer significativement le taux de glucose sanguin. Méme aprés un
période de 120 minutes, la glycémie de tous les groupes traités est encore beaucoup

plus faible que celle du groupe controle. Lorsque le composé a été injecté 12 heures
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Figure 3.12 (A) Courbe du glucose et (B) aire sous la courbe du glucose sanguin
suite au test oral de tolérance au glucose chez la souris diabétique (C57BLKS/J-
M+/+Lepr™) injectée avec le DAC™ GLP-1(dAla®) (CJC-1130). Une dose de 100
nmol/kg a été injectée par voie sous-cutanée 5 minutes, 12 heures et 24 heures avant
I’OGTT. ** P<0.01.
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Figure 3.13 (A) Courbe du glucose et (B) aire sous la courbe du glucose sanguin
suite au test oral de tolérance au glucose chez la souris diabétique (C57BLKS/J-
M+/+Lepr®) injectée avec le DAC™ exendin-4 (CJC-1133). Une dose de 100
nmol/kg a été injectée par voie sous-cutanée 5 minutes, 12 heures et 24 heures avant
I’OGTT. * P<0.05, ** P<0.01.
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Figure 3.14 Profil pharmacodynamique en fonction de la concentration chez la
souris diabétique (C57BLKS/J-M+/+Lepr‘"’) injectée avec le DAC™ exendin-4 (CJC-
1133). Des doses de 10, 25, 50 et 100 nmol/kg ont été injectées par voie sous-
cutanée 5 minutes avant ’OGTT. (A) Courbe du glucose et (B) aire sous la courbe

du glucose sanguin. ** P <0.01.
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avant I’OGTT, on peut observer un profil pharmacodynamique en fonction de la
concentration beaucoup mieux défini, c’est-a-dire que 1’effet est plus marqué avec
une augmentation de la dose (figure 3.15). Il est & noter aussi la présence d’un
plateau a 20 et 30 minutes pour le groupe contrle, signifiant que la mesure du taux
de glucose sanguin est excédée et que I’appareil ne peut lire au-dela d’une valeur de
33.3 mM. Dans le cas contraire, I’effet observé pour les groupes traités serait encore
plus prononcé. On observe encore une diminution du taux de glucose jusqu’a un
niveau plus bas que celui du groupe contrdle aprés une période de 120 minutes. Le
profil pharmacodynamique en fonction de la concentration observé lorsque le DAC™
a été injecté 24 heures précédant I’OGTT démontre clairement que la plus faible dose
administrée ne permet pas de prolonger I’activité insulinotropique jusqu’a 24 heures
(figure 3.16). Par contre, pour les groupes ayant regu 25, 50 et 100 nmol/kg, il est

encore possible d’observer un effet significatif.

3.4  Effet d’une seule injection d’exendin-4 et de ses dérivés (DAC™ et PC) sur la
glycémie et la consommation d’eau et de nourriture des souris diabétiques

Dans le cadre de cette partic expérimentale, les souris diabétiques ont regu une
seule injection sous-cutanée d’exendin-4 et de ses dérivés (100 nmol/kg) ainsi que de
la saline pour le groupe controle. La glycémie a été mesurée sur une période de 72
heures sans que les souris soient privées de nourriture, afin d’évaluer I’effet des
composés sur un régime normal sans jefine (figure 3.17). Suite a I’injection des
composés, on peut observer clairement la diminution du taux de glucose sanguin chez
les souris traitées avec I’exendin-4 libre (CJC-1132), le DAC™ (CJC-1134), le PC &
I’albumine de rat (CJC-1730) et le PC a I’albumine humaine (CJC-1249). Les souris
traitées avec le composé CJC-1733 (PC a I’albumine de rat avec le DAC™ en N-
terminal) ne manifestent aucun effet insulinotropique et possédent un profil trés
semblable a celui du groupe contrdle. On peut observer une diminution progressive

du taux de glucose pendant les 8 premiéres heures suivant I’injection. Par la suite, la
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Figure 3.15 Profil pharmacodynamique en fonction de la concentration chez la
souris diabétique (C57BLKS/J-M+/+Lepr™) injectée avec le DAC™ exendin-4 (CJC-
1133). Des doses de 10, 25, 50 et 100 nmol/kg ont été injectées par voie sous-
cutanée 12 heures avant ’OGTT. (A) Courbe du glucose et (B) aire sous la courbe
du glucose sanguin. * P <0.05.
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Figure 3.16 Profil pharmacodynamique en fonction de la concentration chez la
souris diabétique (C57BLKS/J-M+/+Lepr™) injectée avec le DAC™ exendin-4 (CJC-
1133). Des doses de 10, 25, 50 et 100 nmol’kg ont été injectées par voie sous-
cutanée 24 heures avant ’OGTT. (A) Courbe du glucose et (B) aire sous la courbe
du glucose sanguin. * P <0.05, ** P <0.01.
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Figure 3.17 Profil du taux de glucose sanguin chez les souris diabétiques
(C57BLKS/J-M+/+Lepr®™) suivant une seule injection sous-cutanée de 100 nmolkg
des composés CJC-1132 (exendin-4 libre), CJC-1134 (DAC exendin-4), CJC-1730
(PC RSA:1134), CJC-1249 (PC HSA:1134) et CJC-1733 (PC RSA:1707). Le taux de
glucose sanguin a été mesuré sur une période de 72 heures suivant I’injection et les
souris n’ont pas subi de jefine.
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glycémie recommence & augmenter de fagon plus prononcée pour 1’exendin-4 libre,
suivi du DAC™. Le conjugué pré-formé a 1’albumine de rat (CJC-1730) et celui &
I’albumine humaine (CJC-1249) permettent de maintenir un taux de glucose sanguin
normal pour une période de 24 heures suivant I’injection. Méme que I’injection de
CJC-1249 permet de prolonger I’action insulinotropique au-deld de 48 heures et la
glycémie remonte progressivement jusqu’a 72 heures, sans toutefois atteindre tout a
fait le niveau du groupe contrdle. Le PC CJC-1730 commence a perdre de son
potentiel aprés 24 heures et la glycémie recommence & augmenter progressivement.
Donc, le potentiel insulinotropique diminue de fagon logique selon la classe des
composés, soit de I’exendin-4 libre en passant par le DAC™ et finalement du
conjugué pré-formé a 1’albumine de rat et celui 4 1’albumine humaine.

La consommation de nourriture et d’eau (figures 3.18a et b, respectivement) a été
mesurée tout au long de cette partie expérimentale. Tous les composés injectés, a
Pexception de la saline 0.9% et du CJC-1733, ont un effet marqué sur la
consommation d’eau et de nourriture pendant une premiére période de 24 heures.
L’effet est plus prononcé pour les composés CJC-1249 et CJC-1730. La
consommation de nourriture pour les groupes injectés avec les composés CJC-1132 et
CJC-1134 revient au niveau du groupe contr6le aprés 24 heures, tandis que les
groupes injectés avec les composés CJC-1730 et CJC-1249 ont une consommation
moindre jusqu’a 72 heures. La consommation d’eau est affectée de la méme maniére
cependant, I’effet des composés CJC-1132 et CJC-1134 étant prolongé jusqu’a 48

heures.

3.5 Effet d’un protocole d’injections multiples d’exendin-4 et de ses dérivés
(DAC™ et PC) sur la glycémie et la consommation d’eau et de nourriture des
souris diabétiques

Les souris diabétiques ayant été traitées lors de la partie expérimentale précédente
ont aussi ét€ utilisées pour la présente étude, qui consiste a évaluer I’effet d’un régime

d’injections multiples sur la glycémie des souris diabétiques. Les souris ont regu une
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Figure 3.18 Consommation de nourriture (A) et d’eau (B) chez les souris
diabétiques (C57BLKS/J-M+/+Lepr™) suivant une seule injection sous-cutanée de
100 nmol/kg des composés CJC-1132 (exendin-4 libre), CJC-1134 (DAC exendin-4),
CJC-1730 (PC RSA:1134), CJC-1249 (PC HSA:1134) et CJC-1733 (PC RSA:1707).
La consommation de nourriture et d’eau a été mesurée pendant une période de 96
heures suivant I’injection.
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premiére injection sous-cutanée d’exendin-4 et de ses dérivés (100 nmol/kg), ainsi
que de la saline pour le groupe contréle. La glycémie a été mesurée sur une période
de 24 heures (au temps 0, 60 min, 2 h, 4 h, 8 h, 12 h et 24 h) sans que les souris ne
soient privées de nourriture, afin d’évaluer I’effet des composés sur un régime
normal sans jefine (figure 3.19). Par la suite, les composés CJC-1132 (exendin-4
libre), CJC-1134 (DAC exendin-4), CJC-1730 (PC a I’albumine de rat) et CJC-1249
(PC a I’albumine humaine) ont été injectés & 48 et 96 heures suivant la premiére
injection. Un autre groupe de souris a été injecté 3 24, 48, 72 et 96 heures avec le
composé CJC-1249. La glycémie a été mesurée aux temps suivants suite 3 la
premiére injection, soit 48 h (2 jours), 49 h, 50 h, 52 h, 56 h, 60 h, 72 h (3 jours), 96 h
(4 jours), 97 h, 98 h, 100 h, 104 h, 120 h (5 jours) et, finalement, & 168 heures (7
jours). On observe la rapide diminution du taux de glucose sanguin suite 3 la
premiére injection des composés. Il est a noter que la glycémie basale du groupe
traité avec le composé CJC-1249 aux 2 jours est plus basse, compte tenu du fait que
ces souris ont été traitées avec ce méme composé au cours de 1’étude précédente. On
peut observer une diminution progressive du taux de glucose pendant les 8 premiéres
heures suivant I’injection. Par la suite, la glycémie recommence i augmenter de
fagon plus prononcée pour I’exendin-4 libre, suivi du DAC™. Le conjugué pré-
formé a 1’albumine de rat (CJC-1730) et celui 2 1’albumine humaine (CJC-1249)
permettent de maintenir un taux de glucose sanguin normal pendant une période de
48 heures suivant I’injection (figure 3.20). Malgré une seconde injection du composé
CJC-1249 a 24 heures, le taux de glucose sanguin reste pratiquement le méme que
celui du groupe injecté aux 2 jours. On obtient presque le méme profil lorsque les
composés sont injectés a 48 heures, mais ’effet est plus soutenu pour les composés
CJC-1132 et CJC-1134, dont la glycémie n’atteint pas celle du groupe contrble aprés
96 heures (figure 3.21). Par contre, suite a la derniére injection des composés a 96
heures, on remarque une perte de 1’effet du composé CJC-1249 injecté a tous les jours

sur le maintien de la glycémie, dont le profil correspond pratiquement a celui des
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Figure 3.19 Profil du taux de glucose sanguin chez les souris diabétiques
(C57BLKS/J-M+/+Lepr‘"’) suivant un protocole d’injections multiples sous-cutanées
de 100 nmol/kg des composés CJC-1132 (exendin-4 libre), CJIC-1134 (DAC exendin-
4), CJC-1730 (PC RSA:1134) et CJC-1249 (PC HSA:1134). Les souris ont été
injectées aux 2 jours (0, 48 et 96 heures) pour tous les composés et a tous les jours (0,
24, 48, 72 et 96 heures) pour le composé CJC-1249. Le taux de glucose sanguin a été
mesuré sur une période de 7 jours (168 heures) suivant I’injection et les souris n’ont
pas subi de jefine.
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Figure 3.20 Profil du taux de glucose sanguin de 0 a 48 heures chez les souris
diabétiques (C57BLKS/J-M+/+Lepr®) suivant un protocole d’injections multiples
sous-cutanées de 100 nmol/kg des composés CJC-1132 (exendin-4 libre), CJC-1134
(DAC exendin-4), CJC-1730 (PC RSA:1134) et CJC-1249 (PC HSA:1134).
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