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INTRODUCTION

|. La vectorisation en Cancérologie

Il existe trois armes pour lutter contre le cancerésgntées par la chirurgie, la
radiothérapie et la chimiothérapie. Cette derniére peimoentestablement de sauver des vies
mais au prix d’une toxicité importante. Ces effets secondaires, dus a un manque de sélectivité
envers les cellules tumorales, limitent les doses d’agents thérapeutiques administrées. La
canceérologie clinique nécessite donc le développéemnhe nouvelles méthodes de diagnostic
plus sensibles et plus performantes, ainsi que deelles thérapies plus efficaces mais aussi
mieux tolérées. La recherche sur le cancer se toumselealéveloppement de « stratégies
ciblées » comme la vectorisation de composés aCtdhe-ci est permise grace aux progres
de la recherche notamment dans la compréhensioméesnismes de fonctionnement de la
cellule cancéreuse. Le but principal de cette thérapie est d’augmenter [’efficacité
thérapeutique et de réduire la toxicité du traitement

.1. Généralités sur le cancer

Le cancer est une maladie caractérisée par une pribféeenarchique de cellules qui
échappent a certains mécanismes de régulation comme 1’apoptose et la croissance cellulaire.
On distingue généralement trois types de cances:chlrcinomes (cancers des tissus
epithéliaux), les sarcomes (cancers des tissus adifg)net les cancers hématopoiétiques
(cancers des cellules sanguines). Hanahan et Wgintyat recensé six caractéristiques
spécifiques acquises par les cellules cancéreusgsérd.

Autosuffisance en
signaux stimulant
la croissance
cellulaire

Résistance a la :
mort cellulaire” % : 2 ‘#‘ inhibiteurs de la
ProgrammétLe ‘Caractéristiques . croissance
. spécifiques &
4" acquises par:les
cellules

; cancéreuses 4
Capacité d’i & Invasion tissulaire
une néo- et métastase
angiogenése :

Réplication
illimitée

Figure 2: Caractéristiques spécifiques acquises par les cellules cancéreuses

! Hanahan, D.; Weinberg, R. A., The hallmarks of cancer.ZD€i0,100 (1), 57-70.
% Genentech biooncology. http://www.biooncology.com/images/pathways-lg.jpg.
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INTRODUCTION

La premiére particularité des cellules cancéreusarst de leur capacité de croissance
excessive. La division des cellules saines estrgl@® par un ensemble de signaux de
croissance mitogéene provenant du milieu extracalilda cellule maligne est capable de
générer ses propres signaux de croissance ¢J®PGF...) qui stimulent son propre
développement. De plus, la surexpression des r@oepaux facteurs de croissance induit une
hypersensibilité aux facteurs de croissance com@ERZerB et HER2 surexprimés dans les
carcinomes du sein. Le développement accru des eltdncéreuses est aussi di a leurs
résistances aux inhibiteurs de croissance qui pemmetie réguler la mitose. Les cellules
tumorales sont capables de résister a I’apoptose (mort cellulaire programmée) en sécrétant des
facteurs de survie cellulaire (IGF-1, IGF-2, IL-3) et remdant inactifs les récepteurs aux
facteurs de mort cellulaire (FAS ou TN Ces caractéristiques particulieres permettent aux
cellules tumorales de se multiplier de maniere it

Une autre particularité importante réside dans leur cepaai induire une
néoangiogenéseCe phénomeéne est un processus clé dans le déveleppem la tumeur.
Pour stimuler la formation de nouveaux vaisseaux sasgautour de la tumeur, la cellule
cancéreuse libere des facteurs pro-angiogéniquesneol® VEGF ou les FGF-1 et -2. La
formation de ce réseau vasculaire permet de fournir negiments essentiels au
développement de la tumeur. Ce processus est imdigpke a la progression des tumeurs ce
qui représente une cible intéressante pour le dgpeloent de nouvelles thérapies
anticancéreuses.

Enfin, le processus d’invasion des tissus et la formation de métastases représentent le
caractere gravissime du développement du cancer. peopsiétés de migration sont dues a
la perte ou la modification de protéines de surface intervenant dans les processus d’adhésion
intercellulaire. La sécrétion d’enzymes permet aux cellules tumorales de pénétrer peu a peu
les membranes des capillaires lymphatiques et sasgies métastases empruntent la
circulation sanguine et envahissent les différentes parties de 1’organisme pour y développer
d’autres foyers tumoraux. A I’inverse d’une tumeur localisée, les thérapies utilisées pour
traiter les cancers généralisés sont rarement efficaces.

.1.1. Méthodes actuelles de détection et de traitements des cancers

* Méthodes de détections

La détection avancée des cancers est capitale ppunefire un traitement curatif
efficace. Actuellement les méthodes utilisées pourdiBgnostic sont généralement des
techhiques d’imageriec médicale et I’examen aprés prélévements de tissus. Les méthodes
d’imagerie médicale comprennent la radiographie (rayons X), 1’échographie (ultrasons),
I’IRM (résonance magnétique nucléaire) et les techniques nucléaires (radioactivités). Ces
techniques permettent de détecter des tumeurs de I’ordre du millimétre. Certaines de ces
techniques nécessitent 1’utilisation de substances pouvant améliorer la détection des tumeurs.
Pour I’'IRM, I'utilisation de composé comme le Gadolinium permet d’augmenter le contraste
et de repérer plus facilement les défauts tissuldires techniques nucléaires reposent sur le
principe de la scintigraphie qui permet de visualiser la fixation d’un traceur radioactif injecté

® Carmeliet, P., Angiogenesis in life, disease and medicine. Na®@% 438 (7070), 932-936.
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au patient. Différents agents de contraste commélfec sont utilisés et peuvent étre
conjugués avec des agents de ciblage pour augmentspécificité. La tomographie a
émission de positron (TEP) permet de réaliser dedédicen trois dimensions grace a
I’utilisation de métabolites radioactifs marqués au®F ou au®Cu comme le'®F-fluoro-
desoxy-glucosé. Ces composés ont une durée de vie plus courte queadistraceurs
conventionnels ce qui diminue les risques d’exposition aux radiations.

% Les différents traitements utilisés

Plusieurs méthodes de traitements thérapeutiques woisees pour soigner les
cancers mais la chirurgie reste le moyen le plusastoment utilisé pour les traiter (excepté
pour les cancers hématopoiétiques). L’ablation d’une tumeur permet une guérison efficace si
cetke derniére n’est pas métastasée. Cependant, cette méthode peut s’avérer problématique
dans le cas de cancer d’organes vitaux. Généralement, la radio- et la chimiothérapie sont les
techniques utilisées pour compléter ou remplaceragements chirurgicaux.

La radiothérapie est une méthode utilisant des rayonants ionisants en occasionnant
des dommages a I’ADN provoquant 1’apoptose de la cellule. Dans le cas d’une radiothérapie
externe, la source de rayonnement est située a laxtétii patient. A’inverse, la technique
de curiethérapie suggére une source de rayonnement xanipéo de la tumeur apres
implantation d’'un composé radioactif. Cette méthode permet de délivrer un rayonnement plus
précis et plus spécifique en épargnant les celkdages environnantes.

La chimiothérapie a recours a divers composés quitaffecertains mécanismes
cellulaires essentiels provoquant 1’apoptose de la cellule. Les agents alkylants comme les sels
de platines ou les cyclophosphamides agissenttdiresmt au niveu de I’ADN en formant
des liaisons inter-brins entrainant une incapacit@gkcation. Les antimétabolites, comme le
S-fluorouracile, empéchent la syntheése de I’ADN en remplacant les nucléotides ou en inhibant
I’ADN polymérase. Les inhibiteurs des topoisomérases (I et Il) comme la doxorubicine
empéchent la réplication de I’ADN et la progression du cycle cellulaire. La derni¢re grande
classe d’anticancéreux regroupe divers alcaloides comme la vinorelbine ou les dérivés de
taxane qui empéchent la mitose en inhibant l'askssyaldes tubulines en microtubules.

Les produits utilisés en chimiothérapie agissentéréral sur toutes les cellules qui se
multiplient. lls peuvent donc affecter de nombreusahkiles saines et plus particulierement
les cellules sangnes (lymphocytes, plaquettes...). Cette thérapie entraine aussi de nombreux
effets secondaires liés a une forte toxicité cardiaghématique.

* Les stratégies de ciblage

Depuis une cinquantaine d’années, beaucoup d’études dans le domaine de I’oncologie
sesont portées sur la thérapie ciblée notamment |laorsation des composeés actifs. Le but
principal de cette thérapie est d’augmenter I’efficacité thérapeutique et de réduire la toxicité
du traitement. Le comportement des molécules vecasisét régi par la pharmacocinétique
et la biodistribution des molécules effectrices. Despline vectorisation spécifique vers les

4 Gambhir, S. S., Molecular imaging of cancer with positron emissimodraphy. Nat Rev Canc&p02,2 (9),
683-693.
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tissus ciblés permet d’augmenter la concentration des molécules effectrices dans les cellules
augmentant ainsi son efficacité.

La stratégie de vectorisation des molécules est agée ciblage actif ou passif. La
plupart des études se sont portées vers le dével@mpete systemes multifonctionnels
combinant propriétés de ciblage tumoral et proprié#iectrices résultant du couplage
d’éléments thérapeutiques ou de détection a ’agent de ciblage.” Le ciblage actif peut étre
assuré par des molécules reconnaissant des anomaketfigsles de la membrane
extracellulaire des cellules cancéreuses (antigeelddaires, récepteurs membranaires) ou
bien des anomalies spécifiques du tissu tumoral-y@aéoularisations tumorales). Ces ligands
peuvent étre de natures diverses comme les pepteedipides, les oligosaccharides, les
oligonucléotides, les molécules organiques ou fgi@ps monoclonaux (Tablea).’lLe
ciblage passif exploite les différences biochimiqyesexpression d’une enzyme) etou
physiologiques (vascularisation) entre les tissussset les tissus cancéreux. Ainsi en utilisant
des vecteurs inertes comme des larges moléculesh&igues ou biopolymeéres) ou des
nanoparticules (liposomes ou nanosphéres), on p#uemncer la biodistribution sans avoir
une interaction directe avec les cellules tumorales.

Ligands Cibles Exemples de cancers ciblés
Peptides RGD Intéar 3 5 Cellules endothéliales vasculaires
P SATIES (P, ER{EiS) des tumeurs solides
: . Récepteurs a I’acide folique (FR-a,  Cancer des ovaires, de I’endométre
Acide Folique .
FR-b, FRg) et des reins
Acide hvaluronique Récepteurs a I’acide Hyaluronique Cancers du colon, des ovaires, di
y q (CD44, RHAMM, HARLEC) I’estomac et certaines leucémies
Glucosamine Récepteurs aux Asialoglycoprotéin Hépatocytes cancéreux
Transferrine Récepteurs a transferrine Plusieurs typ es de cellules
cancéreuses
Anticorps
e CTIE TR Cellules endothéliales vasculaires
Anti-VEGFR de I’endothélium vasculaire des tumeurs solides 1
(VEGF1-4)
. Récepteurs au Facteur de croissan .
Anti-EGFR épidermique (EGF1, EGF2) Cancer du sein
: Cluster de différenciation (CD20,
Anti-CD CD22, CD19, CD33) Lymphomes
Anti-MUC1 MUC1 Cancer du sein et de la vessie
Anti-PSA Antigéne prostatique spécifique Cancer de la prostate

Tableau 1. Exemples de ligands utilisés pour cibler les marqueurs tumoraux

® Kratz, F.; Muller, I. A; Ryppa, C.; Warnecke, A., Prodrug stragegie anticancer chemotherapy.
ChemMedCher2008,3 (1), 20-53.
® Allen, T. M., Ligand-targeted therapeutics in anticancer therapy. Nat Rese€2002,2 (10), 750-63.
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[.2. Les agents de ciblages

[.2.1.  Les anticorps monoclonaux thérapeutiques

Les anticorps monoclonaux (mAb) sont des immunoglobsl(lg) produites par un
méme clone de lymphocyte B. Au contraire des antggplyclonaux, les mAbs sont
monospeécifiques et homogenes ce qui en fait dels @ificaces pour le développement de la
recherche et du diagnostic. La premiére méthode deugtiod fut introduite par Kohler et
Milstein en 1975. Cette méthode débute par I’immunisation d’une souris par inoculation de
I’antigéne. Les lymphocytes B sont ensuite isolés puis fusionnés avec des myélomes afin
d’obtenir des hybridomes immortels. Aprés sélection d’un hybridome sécrétant un anticorps
de spécificité connue, le clone sera capable de peodoe quantité illimitée de mAbs.

Immunisation d’une souris Isolation des lymphocytes B Cultures des myélomes Fusion des myélomes Séparation des souches
et des lymphocytes B

Sélection des hybridomes Multiplication (a) in vitro (b) ou in vivo Production du mAb

Figure 3: Processus d'obtention de mAb selon Kéhler et Mildtein

% Structures et fonctions

Les mAbs sont des glycoprotéines symétriques coégsoge deux chaines lourdes
(représentées en vert) et deux chaines légeres (regeEsent bleu) reliées entre elles par un
nombre variable de ponts disulfures (Figure 4). Letscarps comportent deux domaines
distincts : le domaine Fab (Fragment antigen bindetge domaine constant Fc (Fragment
crystallizable). Le domaine Fab, composé en partseddenaines variables des chaines H et L
(VH et VL), présente le site de fixation a I’antigéne appelé CDR (complementary determining
region, représenté en rouge). La tres grande divetsg@nticorps est due a la forte variation
d’acides aminés au niveau des régions CDR. Ce domaine hypervariable est constitué de six
boucles : trois sur la chaine légere (L1, L2 et L3)a@$ sur la chaine lourde (H1, H2 et H3).
Le domaine Fc, composé de deux chaines lourdesyndiée la fonction effectrice de

" Kohler, G.; Milstein, C., Continuous cultures of fused cells secreting antibodgaéfpmed specificity. Nature
1975,256 (5517), 495-7.
® http://fr.wikipedia.org/wiki/Fichier:Hybridomtechnik.png.
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I’anticorps. Ce domaine est nécessaire pour activer les cellules immunocompétentes (Cellules
NK, macrophages, neutrophiles) et/ou activer la casdaccomplément.

Domaine Variable

Activation du
complément

Site de
fixation des S—
macrophages

Figure 4: Structue d 'une immunoglobuline G1

L’efficacit¢ d’'un mAb dépend des caractéristiques de I’antigéne ciblé comme sa
fonction, sa structure ou sa densité sur la surfada dellule. Les caractéristiques du mAb
comme sa spécificité, son affinité et son isotopieveltt aussi étre prises en compte. Les
Immunoglobulines de types G1 (IgGl) peuvent en paréculiéclencher la cascade du
complément apres leur fixation a la surface de lmleecible, provocant ainsi la lyse de la
cellule grice au complexe d’attaque membranaire (Figure 5&)Ce méme type d’anticorps est
capable d’activer les cellules immunocompétentes possédant les récepteurs Fc appropriés
comme les macrophages, les neutrophiles ou les e=lINK (Cytotoxicité a médiation
cellulaire dépendante d'un anticorps). Une foisvasti ces lymphocytes NK peuvent lyser la
cellule liée a I’anticorps par libération de perforine (Figure 5b). Ces mécanismes ont été
prouves in vitromais trés peu d’études ont prouvé leur existence in vivo. Les mAbs peuvent
aussi agir en interférant entre un ligand et s@@pteur inhibant ainsi la transduction d’un
signal (Figure b). Dans ce cas précis, la partie Fc n’est pas utilisée. Cette stratégie est
freguemment employée pour inhiber les sighaux dessaoice en ciblant les ligands ou les
récepteurs intervenant dans le processus de croessgsamorale (EGF, HER2) ou de néo-
angiogenése (VEGF).

Immediate effect

Proliferation
Figure 5 : (a) Activation de la cascade du compiér(i®) Activation des cellules immunocompétentes
(c) inhibition de la transduction du sigrial

° Reichert, J. M.; Rosensweig, C. J.; Faden, L. B.; Dewitz, M. C., Monakhntibody successes in the clinic.
Nat BiotechnoR005,23 (9), 1073-1078.
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% Les différentes cibles et traitements

L’efficacité d’un mAb en thérapie anticancéreuse dépend fortement de la nature de la
cible. Idéalement, la cible présente a la surface d’une cellule tumorale doit étre a la fois
accessible, homogene et abondante. Les stratégi@dule prometteuses et les plus avanceées
se sont portées sur les réactivités auto-immuneghédsapie antivirale et la thérapie
anticancéreuse.

Cancers hématopoiétiques

Rituximab
é 90Y-lbritumomab tiuxetan
131)-Tositumomab

——— Gemtuzumab ozogamicin
<.°°’$

.23 —— Alemtuzumab
¥} o

il Tumeurs solides
Rl . @— Trastuzumab

v !u ’ Panitumumab
-V M Cetuximab

6— Bevacizumab

VEGF

©
&’\,

Figure 6: Anticorps monoclonaux anticancéreux sur le marché et leurs c{iBs = Cluster de
différenciation ; EGFR = Récepteur de facteur de croissemdethéliale ; VEGFR = Récepteur de facteur de
croissance vasculairg)

Dans le domaine de 1’oncologie, les mAbs étudiés en clinique ciblent une multitude de
glycoprotéines, glycolipides et oligosaccharidesgmésa la surface des cellules cancéreuses.
En 2007, 206 mAbs anticancéreux étaient étudiésclamque sur plus de 76 cibles
différentes'' Parmi ces cibles, on retrouve les facteurs de croissépiteéliaux (EGF,
HER?2), les facteurs de croissance vasculaires (VEGF), ’EpCAM (« Epithélial Cell Adhésion
Molecule ») pour traiter les carcinomes épithéliaukestclusters de différenciation utilisés
pour cibler les lymphomes (Figure Bableau 2.

Le Rituximab fut le premier mAb a étre approuvé par la FDA pour le traitement d’un
cancer:? Cette hG-1 chimérique est dirigée contre une protéine transnenaire CD20
exprimée exclusivement par les lymphocytes B matuPéssieurs études ont montré leur
efficacité pour les traitements de lymphome Non-HodkinLe Rituximab a la capacité
d’activer les cellules immunocompétentes, d’activer la cascade du complément et d’induire
une apoptose directe sur certaines lignées de cejuésentant le CD20. De plus, les essais

19 Gerber, D. E., Targeted therapies: A new generation of cancenérgat Am Fam Phy2008,77 (3), 311-
319.

' Reichert, J. M.; Valge-Archer, V. E., Outlook - Development tremmsnionoclonal antibody cancer
therapeutics. Nat Rev Drug Disc2007,6 (5), 349-356.

12 McLaughlin, P.; Grillo-Lopez, A. J.; Link, B. K.; Levy, R.; Czuczmah, S.; Williams, M. E.; Heyman, M.
R.; Bence-Bruckler, I.; White, C. A.; Cabanillas, F., et al., Ritukitlaimeric Anti-CD20 monoclonal antibody
therapy for relapsed indolent lymphoma: Half of patients respond to a four-doseetreptogram. J Clin Oncol
1998,16 (8), 2825-2833.
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cliniques combinant le Rituximab avec des agentscamtéreux (cyclophosphamide,
doxorubicine, vincristine) ont montré une améliorationtiditement sans induire une toxicité
supplémentairé?®

Nom e : o Année
Générigue Description Cible indication d’aprobation
Rituximab Chimérique, 1gG1 anti-CD20  Lymphome Non-Hodkinien 1997

Trastuzumab Humanisé, IgG1 anti-HER2  Cancemméastasique du seir 1998
o . leucémie lymphoide
Alemtuzumab Humanisé, IgG1 anti-CD52 T 2001
. o . cancers colorectaux
Bevacizumab Humanisé, IgG1 anti-VEGF métastatiques 2004
. o . cancers colorectaux
Cetuximab Chimérique, IgG1 anti-EGFR métastatiques 2003
. : . cancers colorectaux
Panitumumab Humain, IgG2 anti-EGFR métastatiques 2006
Nimotuzumab Chimérique anti-EGFR Carcinome spinocellulaire 2005
. Anti-EpCAM Traitement de I'ascite
Catumaxomab Murin Anti-CD33 maligne 2009
. . leucémie lymphoide
Ofatumumab Humain, IgG1 anti-CD20 e 2009
Immuno conjugués
Gemtuzumab Humanisé, anti-CD33, Traitement de l'ascite 2000
0zogamicin IgG4 immunotoxin maligne
Ibritumomab Murine, IgG1 . .
tiuxetan radiolabelled (Y-90) anti-CD20,  Lymphome Non-Hodkinien 2002
13 R
T ST, tefe et anti-CD20 Lymphome Non-Hodkinien 2003

Tositumomab radiolabelled (I-131)

Tableau 2 : Anticorps monoclonaux anticancéreuxadletment sur le marché

* Les conjugués mAb

Les mAbs peuvent étre aussi utilisés en tant qeéeues en les conjuguant avec des
composés actifs comme des éléments radioactifs odogidqaes. Ces immunoconjugués
peuvent ainsi augmenter la spécificité de la chimio ou radiothérapie et améliorer I’efficacité
de I’immunothérapie.® Malheureusement, ce type de molécule reste trésikdiffigroduire et
présente des problémes de sécurité plus importantsapport a leur homologue nu. Les
mADbs ont été conjugués avec une large variété déamas comme des protéines ou des

3@ Czuczman, M. S.; Grillo-Lopez, A. J.; White, C. A.; Saleh, M.; GordonL&Buglio, A. F.; Jonas, C.;
Klippenstein, D.; Dallaire, B.; Varns, C., Treatment of patientsh wow-grade B-cell lymphoma with the
combination of chimeric anti-CD20 monoclonal antibody and CHOP chemothekraiiin Oncol1999,17 (1),
268-76; ® Lenz, G.; Dreyling, M.; Hoster, E.; Wormann, B.; Duhrsen, U.; MetzBer,Eimermacher, H.;
Neubauer, A.; Wandt, H.; Steinhauer, H., et al., Imnmunochemotherdpyitviximab and cyclophosphamide,
doxorubicin, vincristine, and prednisone significantly improves responséra@do treatment failure, but not
long-term outcome in patients with previously untreated mantle ly@phoma: Results of a prospective
randomized trial of the German low grade lymphoma study grous@gLJ Clin Oncok005,23 (9), 1984-
1992.

4 Weiner, L. M.; Surana, R.; Wang, S. Z., Monoclonal antibodies: versptidgorms for cancer
immunotherapy. Nat Rev Immun2010,10 (5), 317-327.

> Sharkey, R. M.; Goldenberg, D. M., Use of antibodies and immunoconjugatelefdherapy of more
accessible cancers. Adv Drug Deliver R€08,60 (12), 1407-1420.
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petites molécules cytotoxiques (vinblastine, méthotrexate, doxorubicine, calicheamicin...).
Ces composés actifs sont greffés sur le mAb de facaalartte via un espaceur, alors que les
protéines immunotoxiques peuvent étre produites pamugaison chimique ou génie
génétique. Actuellement, le seul mAb conjugué auBe immunotoxine, présent sur le
marché, est le « Gemtuzumab ozogamicin » utilisér graiter certaines leucémi&s.Le
développement de ces immunotoxines demeure diffaaleles protéines toxiques peuvent
étre immunogeénes et la faible dose délivrée auanivdes sites tumoraux rend les composés
moins efficaces. De plus, I’internalisation est nécessaire pour l’activité cytotoxique du
composé. Dans le cas d’'un mAb nu, une internalisation trop rapide aura pour effet de
diminuer la réponse immunitaire.

Une autre facon d'utiliser les mAbs comme agents pleétegques est de les coupler a
des éléments radioactif€es Radioimmunoconjugués offrent de nombreux avantegesld
traitement du cancer. La destruction des cellulesenfersde pas sur le systeme immunitaire
de I'hn6te mais se produit par les effets ionisantss gmar des particules radioactives. Ces
particules radioactives toxiques sont efficaces sur distance de plusieurs cellules
Actuellement, seulement deux mAbs thérapeutigueocadjugués (lbritumomab tiuxetan,
Tositumomab-1131) ont été approuvés pour leur mise ser nharché’ Ces
radioimmunoconjugués sont tous deux dirigés contre 1’antigéne soluble CD20 permettant de
cibler les Lymphomes Non-Hodkinien. Par ailleursglentité de mbs radioactifs délivrée
au niveau de la tumeur peut étre mesurée de facomwasive par imagerie médicafe.

*  Probl mesli s Dutilisation des anticorps monoclonaux pour la thérapie ciblée

L’intérét d’utiliser les anticorps monoclonaux dans la thérapie ciblée réside dans leur
grande spécificité envers une multitude de cibledeet capacité a induire une réponse
immunitaire. Leur efficacité a rencontré plusieurstables notamment dus a leur grande
taille si on les compare aux médicaments convenélsn En effet, les mAb sont des protéines
volumineuses et de ce fait elles ont une cinétiqaebiodistribution plus longue et des
propriétés de pénétration tissulaire limitées. Leuaca@ a atteindre des tumeurs solides et
les sites d’inflammation reste relativement faible. Par contre, leur grande taille génére un
temps de demi-vie dans le sérum considérablementgongant aller de 6 jours a 21 jours.
En effet, les mAb étant largement supérieurs au skuitlairance rénal (60-70kDa), ils ne

6@ Hamann, P. R.; Hinman, L. M.; Hollander, I.; Beyer, C. F.; Lindh,Halcomb, R.; Hallett, W.; Tsou, H.
R.; Upeslacis, J.; Shochat, D., et al., Gemtuzumab ozogamigiateat and selective anti-CD33 antibody-
calicheamicin conjugate for treatment of acute myeloid leukemia. Bio¢wm2002,13 (1), 47-58; Sievers,

E. L.; Larson, R. A.; Stadtmauer, E. A.; Estey, E.; LowenbergDBmbret, H.; Karanes, C.; Theobald, M.;
Bennett, J. M.; Sherman, M. L., et al., Efficacy and safetyeoftgzumab ozogamicin in patients with CD33-
positive acute myeloid leukemia in first relapse. J Clin O&66IL,19 (13), 3244-3254.

7@ Witzig, T. E.; Gordon, L. I.; Cabanillas, F.; Czuczman, M. S.; Emmaidesil C.; Joyce, R.; Pohlman, B.
L.; Bartlett, N. L.; Wiseman, G. A.; Padre, N., et al., Randerhi controlled trial of yttrium-90-labeled
ibritumomab tiuxetan radioimmunotherapy versus rituximab immunothei@pyatients with relapsed or
refractory low-grade, follicular, or transformed B-cell non-Hid lymphoma. J Clin Onc&002,20 (10),
2453-2463; ® Witzig, T. E.; Flinn, I. W.; Gordon, L. I.; Emmanouilides, C.; Czuczman,S\ Saleh, M. N.;
Cripe, L.; Wiseman, G.; Olejnik, T.; Multani, P. S., et al., Treait with ibritumomab tiuxetan
radioimmunotherapy in patients with rituxdmrefractory follicular non-Hodgkin's lymphoma. J Clin Oncol
2002,20 (15), 3262-3269.

8 Wu, A. M.; Senter, P. D., Arming antibodies: prospects and challenges for immunatesjuat Biotechnol
2005,23 (9), 1137-1146.
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sont pas éliminés par les glomérules rénaux ce duumsatout majeur pour le ciblage
d’antigénes solubles.*

mAb murin mAb chimérique mAb humanisé mAb humain
(CDR greffés) (Phage Display)

[1975] [1984] [1988-1991] [1994-1999]

...(m)omab* ...Xximab* ...Zumab* ...(m)umab*

Humanisation

Figure 7 : Evolutiondes anticorps monoclonaux pour la thérapigrfinaison du nom du mAb)

Un autre obstacle au niveau clinique est lié aamne du mAb. Les mAbs provenant
de cellules murines génerent divers problemes. Lmadlee Fc est souvent incapable
d’interagir avec les récepteurs des cellules humaines du systéme immunitaire afin d’induire
une réponse. Par ailleurs, le développement d’anticorps humains anti-souris peut générer des
allergies et des chocs anaphylactiques, et diminuer I’efficacité du traitement. Ce probléme fut
en partie résolu en produisant des mAbs chimériquesaqubinent le domaine variable de
I’anticorps (Fab) avec le domaine constant (F¢) d’un anticorps humain (Figure 7). Les mAbs
chimériques sont moins immunogenes et plus efficaoas activer le systéeme immunitaire
par rapport aux mAb murins. De plus, la chimérisation d’'un mAb permet d’augmenter sa
persistance dans la circulation allant de deuxg@aur un mAb murin & deux semaines pour
un mAb chimérique. Grace au développement du gémeétgue, il est maintenant possible
de produire des mAbs humanisés ou totalement hwfiaette stratégie est la plus efficace
car elle permet de diminuer trés largement les réatadiergiques mais ces mAbs sont trés
couteux car trés difficiles & concevétr*

L'exploitation optimale des mAbs thérapeutiques ddpanssi de leur mode de
préparation entierement biologique. De nos joursxaglsont produits a partir de cellules
procaryotes (E. Coli) ou eucaryotes CHP (Chinese hamgiey)odans des fermenteurs dont
la capacité maximale ne peut excéder 10 000 L poer production finale de quelques

19 Breedveld, F. C., Therapeutic monoclonal antibodies. Le2@@8,355 (9205), 735-740.

% | onberg, N., Human antibodies from transgenic animals. Nat Biote20061,23 (9), 1117-1125.

2L Adams, G. P.; Weiner, L. M., Monoclonal antibody therapy of cancer. NaedBinol2005, 23 (9), 1147-
1157.

2 Hoogenboom, H. R., Selecting and screening recombinant antibodyelbrhiat Biotechno005, 23 (9),
1105-1116.

14



INTRODUCTION

kilogrammes par batcH.Cette limitation provient des conditions de cultute dpivent étre
homogénes & I’intérieur du fermenteur.?*

Si le mode d'action des mAbs utilisés en oncolegiebien connu in vitro, leur voie
d'action in vivo est trés discutée. La partie Fc ldenimportante pour l'efficacité de la
thérapie : il existe néanmoins un polymorphisme dguétpour le récepteur reconnaissant la
partie Fc du mAb (FcyR) exprimé sur les cellules NK et les macrophages ce qui rend une
partie des patients résistant au traitement par le iRiab¢® Par ailleurs, la glycosylation du
domaine Fc est critique pour I’activation des cellules immunitaires ° et une mutation de

I’oligosaccharide peut entrainer une modification de I’efficacité du mAb.?’

[.2.2.  Ligands des récepteurs membranaires

X Ciblages des cancers avec les molécules organiques
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Figure 8: Schéma de [’acide folique

La molécule organique la plus étudiée pour cibler les tumeurs est 1’acide folique
(vitamine B9). Ce composé intervient dans la formationalevelles cellules en participant a
la biosynthese des bases nucléiques. Il existe déoepteurs membranaires pour cette
molécule, FRa et FRf. L'expression de ces deux récepteurs dans les tisagsese faible et
restreinte & certaines cellules épithéliales. A reoitt, ces récepteurs sont surexprimés au
niveau de plusieurs tumeurs en particulier dans le cancer des ovaires, de ’endometre et des
reins. L’acide folique posséde une haute affinité avec les récepteurs FRy(K 1nM) ?® et
garde ses propriétés de ligand une fois couplé viaalboxyly ce qui en fait un outil
intéressant pour la vectorisation en cancérolagissi, I’acide folique a été conjugué avec

z Biotech-Production.  http://www.roche.com/research_and_development/iiorovand_technologies

/biotechnology/production.html.

4 carson, K. L., Flexibility-the guiding principle for antibody manufactgriNat BiotechnoR005, 23 (9),
1054-1058.

% Cartron, G.; Dacheux, L.; Salles, G.; Solal-Celigny, P.; BardosC#gmbat, P.; Watier, H., Therapeutic
activity of humanized anti-CD20 monoclonal antibody and polymorphism inFlg@ceptor Fc gamma Rllla
gene. Blood2002,99 (3), 754-758.

6 Shinkawa, T.; Nakamura, K.; Yamane, N.; Shoji-Hosaka, E.; Kanda, Kur&#a, M.; Uchida, K.; Anazawa,
H.; Satoh, M.; Yamasaki, M., et al., The absence of fucose but nptakence of galactose or bisecting N-
acetylglucosamine of human IgG1 complex-type oligosacchariaegssthe critical role of enhancing antibody-
dependent cellular cytotoxicity. J Biol Ch@®03,278 (5), 3466-3473.

27 Siberil, S.; Dutertre, C. A.; Boix, C.; Bonnin, E.; Menez, R.; SturpaJ&ieux, S.; Fridman, W. H.; Teillaud,
J. L., Molecular aspects of human Fc gamma R interactions withHg&tional and therapeutic consequences.
Immunol Lett2006,106 (2), 111-118.

% Elnakat, H.; Ratnam, M., Distribution, functionality and gene regulatiorfolsfte receptor isoforms:
implications in targeted therapy. Adv Drug Deliver R&04,56 (8), 1067-1084.
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divers composés pour tancérologie ou I’imagerie tumorale. Parmi les conjugués étudiés, on
retrouve des nanoparticul&sdes agents de chimiothérapfedes éléments radioactits ou
des agents de contrast&spour I’imageriec IRM. Cependant, pour étre efficace pendant le
traitenent, la prise de ce type médicament doit s’effectuer a jeun. En effet, I’acide folique
présent dans certains aliments peut se retrouver lgaisgrum du patient et rentrer en
compétition avec le ligand.

* Ciblages des cancers avec les oligosaccharides

OH OH COOH OH
OH
o HO OH
HO NH HO OH ° NH
HO OH é/\
18F ° o
(a)'8F-fluoro-desoxy-glucose  (b) B-N-acetylgalactosamine (c) Acide hyaluronique

Figure 9 : Schéma des principaux ligands oligosaatear

Les oligosaccharides peuvent étre utilisés en tam lggands pour cibler divers
récepteurs membranaires comme les transporteurs desglues galectines, les récepteurs a
I’acide hyaluronique et les récepteurs d’asialoglycoprotéines (ASGPR).

Les transporteurs de glucose (GLUT) sont des protéimassmembranaires
spécifigues au glucose permettant ainsi son entrae ldacellule. Les cellules tumorales
ayant une activitt métabolique importante surexpmtmees récepteurs par rapport aux
cellules saines. La stratégie visant ces récepteursréss utilisée en imagerie médicale
notamment en Tomographie a émission de positron (TEP) grace a I’utilisation d’un traceur
radioactif le'®F-fluoro-desoxy-glucose{F-FDG)*® (Figure 9a). Cette imagerie fonctionnelle
permet de déceler des micro-métastases invisiblekesuwlichés radiographiques ou encore
de suivre I’évolution ou la réponse a un traitement antitumoral.

D’autres ¢tudes se sont portées sur le ciblage des récepteurs d’asialoglycoprotéines
(ASGPR). Ces lectines surexprimées au niveau des celtalecéreuses du foie sont visées
afin d’améliorer les traitements des carcinomes hépatiques. Ce récepteur possede une haute
affinité envers les résidus galactosyles efi@és-acétylgalactosaminyles (Figure 9b) présents
sur les glycoprotéine€ertaines études ont montré que ’affinité des ligands pour I’ASGPR
est fortement dépendante du nombre, de la distance et de 1’arrangement tridimensionnel des

# Asadishad, B.; Vosoughi, M.; Alamzadeh, |.; Tavakoli, A., Synthesis ofté&~Madified, Polyethylene
Glycol-Functionalized Gold Nanopatrticles for Targeted Drug Rejivd Disper Sci Techn@010,31 (4), 492-
500.

%@ Gabizon, A.; Tzemach, D.; Gorin, J.; Mak, L.; Amitay, Y.; Shmeeda, H.; Zaljf&kymproved therapeutic
activity of folate-targeted liposomal doxorubicin in folate recegixpressing tumor models. Cancer Chemoth
Pharm2010,66 (1), 43-52;® Leamon, C. P.; Reddy, J. A., Folate-targeted chemotherapy. Adv DrivgDel
Rev 2004,56 (8), 1127-1141.

31 Zhang, Y. D.; Lu, J., Tc-99m Labeled Folate Tumor Imaging Agents. Prog 206022 (4), 603-609.

32 Wiener, E. C.; Konda, S.; Shadron, A.; Brechbiel, M.; Gansow, O., Targiimdyimer-chelates to tumors
and tumor cells expressing the high-affinity folate receptor. InvesbRE@D7,32 (12), 748-754.

¥ Rigo, P.; Paulus, P.; Kaschten, B. J.; Hustinx, R.; Bury, T.; Jems&e Benoit, T.; FoidartWillems, J.,
Oncological applications of positron emission tomography with fluorine-18 fluorodesogg. Eur J Nucl Med
1996,23 (12), 1641-1674.
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oligosaccharides. Afin de concevoir des vecteurs aglarttautes affinités (KD < 1nM), les
dérivés de galactoses doivent étre présentés demaniltivalenté* En se basant sur cette
stratégie, divers composés multivalents ont étéuguds avec des agents de contraste comme
le gadolinium pour I’imageric IRM afin de détecter les cancers hépatiques.® D'autres
composés conjugués avec des agents cytotoxitjueg montré une bonne sélectivité et une
internalisation des molécules par endocytose pernteftactivité du composé actif.
Cependant, I’utilisation de ce ligand reste assez limitée car il cible essentiellement les cancers
hépatiques et non les autres types de cancers.

Les études qui ont montré le plus de succés portent sur ['utilisation de I’acide
hyaluronique (Figure Q. L’acide hyaluronique (AH) est un polysaccharide linéaire chargé
négativement composé de deux unités répét€aside D-glucuronique et la N-acétyl-D-
Glucosamine. L’AH posseéde diverses fonctions dans la matrice extracellulaire comme la
croissance cellulaire, la différenciation et la migratill existe une multitude de récepteurs a
AH et certains comme les récepteurs CD44 et RHAMM somexprimés sur un grand
nombre de cellules tumorales impliquées dans les cancers du colon, des ovaires, de I’estomac
et dans certaines leucémiédl a été démontré que Paffinité de I’AH avec les récepteurs
CD44 est dépendante de la taille de 1’oligomére. Aussi pour avoir une affinité convenable
I’oligomére doit avoir une taille supérieure & 20 unités.®® La spécificité tumorale de
I’interaction AH-CD44 et sa biocompatibilité ont été un atout majsaur la conception et la
synthése de vecteur ciblé. Ainsi, divers agentsteytques comme la doxorubicirié ou le
taxol “° ont été conjugués a 1’acide hyaluronique permettant ’internalisation du composé dans
la cellule par endocytose. Cependant, la synthegeadde échelle de ces composeés reste
difficile et colteus a cause d’un poids moléculaire tres élevé.

Les oligosaccharides sont relativement peu explogésr cibler les récepteurs
tumoraux. Sous leur forme monomeérique ces ligandsepgess une tres faible affinité pour
leur récepteur (1 mM). Ces ligands doivent nécessamendtre exprimés de maniere
multivalente afin de présenter des affinités expldésb

% Merwin, J. R.; Noell, G. S.; Thomas, W. L.; Chiou, H. C.; Derome, MMgKee, T. D.; Spitalny, G. L.;
Findeis, M. A., Targeted delivery of DNA using YEE(GalINAcAHB synthetic glycopeptide ligand for the
asialoglycoprotein receptor. Bioconj Ch&894,5 (6), 612-620.

% @ Fylton, D. A.; Elemento, E. M.; Aime, S.; Chaabane, L.; Botta, M.; Pafe Glycoconjugates of
gadolinium complexes for MRI applications. Chem Com2066, (10), 1064-1066" Prata, M. I. M.; Santos,
A. C.; Torres, S.; Andre, J. P.; Martins, J. A.; Neves, M.; Gaviadin, M. L.; Rodrigues, T. B.; Lopez-
Larrubia, P.; Cerdan, S., et al., Targeting of lanthanide(HBlates of DOTA-type glycoconjugates to the
hepatic asyaloglycoprotein receptor: cell internalization and animal inagidies. Contrast Media MoRDO6,

1 $6), 246-258.

% a)Seymour, L. W.; Ferry, D. R.; Anderson, D.; Hesslewood, S.; Julyan, P. J.; Poyner, R.; Dafanng,;A.
M.; Burtles, S.; Kerr, D. J., et al., Hepatic drug targetPigase | evaluation of polymer-bound doxorubidin.
Clin Oncol2002,20 (6), 1668-1676 Di Stefano, G.; Derenzini, M.; Kratz, F.; Lanza, M.; Fiume, L. elriv
targeted doxorubicin: effects on rat regenerating hepatocytes. Li&004t{24 (3), 246-252.

3" Toole, B. P.; Wight, T. N.; Tammi, M. I., Hyaluronan-cell interant in cancer and vascular disease. J Biol
Chem2002,277 (7), 4593-4596.

% Ponta, H.; Sherman, L.; Herrlich, P. A., CD44: From adhesion molecules to sigmatiulators. Nat Rev Mol
Cell Biol 2003,4 (1), 33-45.

¥ Luo, Y.; Bernshaw, N. J.; Lu, Z. R.; Kopecek, J.; Prestwich, G. D., Tatggelivery of doxorubicin by
HPMA copolymer-hyaluronan bioconjugates. PharmZ 2,19 (4), 396-402.

0 Leonelli, F.; La Bella, A.; Migneco, L. M.; Bettolo, R. M., Designntesis and applications of hyaluronic
acid-paclitaxel bioconjugates. Molecul&308,13 (2), 360-378.
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* Ciblage des cancers avec les peptides

De nombreux ligands protéiques interagissent auas lecepteurs via une séquence
spécifigue. Quand ce domaine correspond a une gétiigence peptidique, il est possible de
concevoir et de synthétiser un ligand peptidiqgue mpsséde des propriétés similaires a la
protéine originelle. L’exemple le plus probant est le ligand peptidique RGD (Arg-Gly-Asp)
dont la séquence est contenue dans divers ligarmsigues tels que la vitronectine, le
fibrinogeére ou la thrombospotine. Ces protéines sont des ligands naturels de I’intégrine o3
qui intervient lors de la formation de la néo-vasde&ion tumorale. Cette protéine
transmembranaire est surexprimée par les cellules lelddes des vaisseaux néo-
angiogénigue®t par de nombreuses lignées tumorales humaines cengfaiteune cible
intéressante pour une thérapie citl&e.

Figure 10: (a) Schéma de la néoangiogénése tumdrétd Représentation de la structure du
domaineextracellulaire de I'intégrine oyfs associé au ligand[-RGDf(N-Me)V-] ** (c) Structure du
Cilengitide c[-RGDf(N-Me)\}.

De nombreux peptides linéaires présentant la ségudRGD- ont été développés mais
ces composés se sont révélés peu affins et peufigpécin vivo®® En effet, les peptides
linéaires peuvent adopter différentes conformations ce qui diminue [’affinité avec le
récepteur. lls peuvent aussi étre rapidement dégraddsgarotéases ce qui diminue leur
biodisponibilité. Des études se sont donc portéesesdéveloppement de peptides cycliques
de conformation réduite présentant le motif -RGD-. ibenbreux penta- et hexapeptides
cycliques ont été congus puis évalués par des tests d’affinité pour diverses intégrines.** Ces
tests d’affinité ont permis la sélection d’un cyclopentapeptide, le c[-RGDfV-] possédant une
trés bonne affinité pour I’intégrine ayPs purifiee (IGo 50 nM en compétition avec la

“! Ferrara, N.; Kerbel, R. S., Angiogenesis as a therapeutic target. 19805@38 (7070), 967-974.

2 Xiong, J. P.; Stehle, T.; Zhang, R. G.; Joachimiak, A.; Frech, M.; Good®ndn; Aranout, M. A., Crystal
structure of the extracellular segment of integrin alpha V beta 3 in complex whily-dBly-Asp ligand. Science
2002,296 (5565), 151-155.

3 Sutcliffe-Goulden, J. L.; O'Doherty, M. J.; Marsden, P. K.; Hart,.].NRarshall, J. F.; Bansal, S. S., Rapid
solid phase synthesis and biodistribution of F-18-labelled linear peptides. Eur J Nuildlenaging2002,29
(6), 754-759.

“ Gurrath, M.; Muller, G.; Kessler, H.; Aumailley, M.; Timpl, R.pGformation/activity studies of rationally
designed potent anti-adhesive RGD peptides. Eur J BiotB8&)210 (3), 911-21.
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vitronectine), comparable a I’affinité de la vitronectine.*® Une autre particularité de ce peptide
provient de sa trés bonne sélectivité pour I’'intégrine ayf3. D’autres dérivés ont ensuite été
développés comme le dérivéxhnéthylé sur le résidu Valine qui s’est révélé étre le plus affin

et le plus sélectif pour I’intégrineayps (ICso 0,58 nM en compétition avec la vitronectiri&).
Ce cyclopentapeptidg-RGDf(N-Me)V-] est actuellement évalué, sous le n@rGdengitide
(Merck KGaA), dans des études clinigues de phases Il epour le traitement de
glioblastomes multiformes, de mélanomes de stadascég et de cancers métastasés de la
prostate.

Les propriétés des cyclopentapeptides -RGD- ont égerdaent étudiées grace a des
analogues du Cilengitide radiomarqués. Parmi ceule@[-RGDyV-] radiomarqué &7 a
montré une accumulation rapide et importante du compmséniveau de la tumeur
(2-4 % ID/g en 10 minf/ Ces cyclopentapeptides -RGD- ont été trés largent#éisés pour
la vectorisation d’éléments thérapeutiques et de détection (Tableau 3. L’un des premiers
bioconjugué évalué fut le conjugué doxorubicine-RGIDagmontré une activité similaire a la
doxorubicine libre tout en diminuant laxioit¢é au niveau du foie et du cceur. Depuis de
nombreux peptides -RGD- conjugués avec des agemntsorijues ont été développés et
testés avec succes en clinique. Dans le domaine de 1’imagerie, une multitude de conjugués
peptides-RGD- ont été concus et évalués en clinigue. La natureonjugué dépend de la
technique d’imagerie. Les premicres études réalisées en TEP utilisaient des peptides RGD
couplés avec urPF-Galactose. Cependant la durée de vi¢®gBuétant relativement courte,
d’autres alternatives furent développées. La stratégie la plus prometteuse est d’utiliser le ®“Cu
qui a une durée de vie plus longue qu&fe Pour cela le peptide RGD doit étre couplé avec
un composé permettant la chélation du Cuivre coneni@dTA ou le Cyclam. Les conjugués
RGD-DOTA furent aussi utilisés pour chélater le Gadofn utilisé comme agent de
contraste en IRM. L’imagerie optique peut étre aussi utilisée pour détecter des tumeurs en
conjuguant le peptide - RGDavec des fluorophores proche-infrarouge. Récemment,
Ruoslahti et collont montré que la coadministration du composé iRGD améliore 1’efficacité
des agents anticancéreux en augmentant la peribéatsls vaisseaux et des tis&tiCe
phénomene permet de diminuer les effets secondairés cle@miothérapie et ne nécessite
aucune conjugaison chimique entre le peptide ebheposé actif.

4 pfaff, M.; Tangemann, K.; Muller, B.; Gurrath, M.; Muller, G.; KiessH.; Timpl, R.; Engel, J., Selective
recognition of cyclic RGD peptides of NMR defined conformation by alpha llb beta 3,\élpéta 3, and alpha
5 beta 1 integrins. J Biol Chel®94,269 (32), 20233-8.

% Goodman, S. L.; Holzemann, G.; Sulyok, G. A.; Kessler, H., Nanomolad smadécule inhibitors for
alphav(beta)6, alphav(beta)5, and alphav(beta)3 integrins. J Med2002m5 (5), 1045-51.

4" Haubner, R.; Wester, H. J.; Reuning, U.; Senekowitsch-Schmidtke jékenbach, B.; Kessler, H.; Stocklin,
G.; Schwaiger, M., Radiolabeled alpha(v)beta(3) integrin antagonists: Alagsvaf tracers for tumor targeting.
J Nucl Med1999,40 (6), 1061-1071.

48 Sugahara, K. N.; Teesalu, T.; Karmali, P. P.; Kotamraju, V. Renig L.; Greenwald, D. R.; Ruoslahti, E.,
Coadministration of a Tumor-Penetrating Peptide Enhances thedgffiiaCancer Drugs. Scien@910, 328
(5981), 1031-1035.
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Conjugués Description Référence
RGD-Doxorubicine  Agent cytotoxique e
RGD-cisplatin Agent cytotoxique 50
RGD-Paclitaxel Agent cytotoxique 51
RGD-(KLAKLAK)  Peptide pro-apoptotiqu 52
RGDFc Fragment Fc d’un IgG 28
RGD-Galacto™F Imagerie TEP 54
RGD- "¢ Radio traceur 2
RGD-DOTA-[Cu] Imagerie TEP 56
RGD-DOTA-[Gd] Imagerie IRM =
RGD-Cyanineb5 Imagerie optique 58

Tableau 3 : Exemples de conjugués peptREéD-

*  Ciblages des cancers avec les aptameres

Les aptameres sont des oligonucléotides de 15 and€l@otides sélectionnés a partir
d'une banque combinatoire de séquences selon létwdgpa reconnaitre une cible. Cette
technologie de production d’aptamére nommé SELEX a été mise au point par Tuerk et al. et
Ellington et al.en 1998:°° Les aptameéres présentent des affinités et spéésficomparables

49 Arap, W.; Pasqualini, R.; Ruoslahti, E., Cancer treatment by tardeteddelivery to tumor vasculature in a
mouse model. Sciend®98,279 (5349), 377-380.

0 Mukhopadhyay, S.; Barnes, C. M.; Haskel, A.; Short, S. M.; Barnes, KLifpard, S. J., Conjugated
platinum(IV)-peptide complexes for targeting angiogenic tumor vatae. Bioconj Cher2008,19 (1), 39-49.

L Chen, X. Y.; Plasencia, C.; Hou, Y. P.; Neamati, N., Synthesis and lial@ialuation of dimeric RGD
peptide-paclitaxel conjugate as a model for integrin-targeted diligery. J Med Cher2005, 48 (4), 1098-
1106.

%2 Ellerby, H. M.; Arap, W.; Ellerby, L. M.; Kain, R.; Andrusiak, R.; CRio, G.; Krajewski, S.; Lombardo, C.
R.; Rao, R.; Ruoslahti, E., et al., Anti-cancer activity of¢ted pro-apoptotic peptides. Nat ME@99,5 (9),
1032-1038.

3L, J. J.; Ji, J. F.; Holmes, L. M.; Burgin, K. E.; Barton, L. By, X. Z.; Wagner, T. E.; Wei, Y. Z., Fusion
protein from RGD peptide and Fc fragment of mouse immunoglobulin G talkibgiogenesis in tumor. Cancer
Gene TheR004,11 (5), 363-370.

** Haubner, R.; Wester, H. J.; Weber, W. A.; Mang, C.; Ziegler, S. |.; Goodman, SnekoBétsch-Schmidtke,
R.; Kessler, H.; Schwaiger, M., Noninvasive imaging of alpha(afBgintegrin expression using F-18-labeled
RGD-containing glycopeptide and positron emission tomography. Canc0&®e$1 (5), 1781-1785.

® Su, Z.; Liu, G. Z.; Gupta, S.; Zhu, Z. H.; Rusckowski, M.; Hnatowich, D. J., In vitro aridldrevaluation of
a technetium-99m-labeled cyclic RGD peptide as a specifikkenaf alpha(V)beta(3) integrin for tumor
imaging. Bioconj Cher2002,13 (3), 561-570.

% Wu, Y.; Zhang, X. Z.; Xiong, Z. M.; Cheng, Z.; Fisher, D. R.; Liu, S.; Gambhir, S. S.; Chen, X. YoP®&itr
imaging of glioma integrin alpha(V)beta(3) expression using Cu-64-thietimmeric RGD peptide. J Nucl Med
2005,46 (10), 1707-1718.

> park, J. A; Lee, J. J.; Jung, J. C.; Yu, D. Y.; Oh, C.; Ha, S.; Kith; Thang, Y. M., Gd-DOTA Conjugate
of RGD as a Potential Tumor-Targeting MR Contrast Agent. ChemBioQB689 (17), 2811-2813.

8 Jin, Z. H.; Josserand, V.; Razkin, J.; Garanger, E.; Boturyn, D.ptav. C.; Dumy, P.; Coll, J. L.,
Noninvasive optical imaging of ovarian metastases using &y&ldd RAFTe(-RGDfK-)(4). Mol Imaging
2006,5 (3), 188-197.

% Tuerk, C.; Gold, L., Systematic evolution of ligands by exponential enrithmeRNA ligands to
bacteriophage-T4 DNA-polymrase. Scied®&90,249 (4968), 505-510.
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a celles des anticorps pour des molécules variéesneoles acides aminés, antibiotiques,
motifs ARN ou ADN, protéines. La liaison de l'aptamarsa cible induit un réarrangement
plus ou moins importantle 1’oligonucléotide avec l'adoption d'une nouvelle strigctur
intégrant la cible. La richesse structurale des oligt#aiides permet de comprendre leur
efficacité en tant que ligands et leur utilisatiomslale nombreux domaines comme |'étude
des interactions entre acides nucléiques et protdmegtection, la purification, I'imagerie de
cibles moléculaires ou la régulation de I'expressiem genes.

Plusieurs dizaines d'aptaméres a visée thérapeutisp® actuellement en
développement contre diverses pathologies (camfrmnmation, maladies auto-immunes) et
ont montré des effets positifs sur des modéles anifffauxe dizaine d'aptaméres sont en
phase d'essai clinique, et un aptamere dirigé comtfacteur d'angiogenése VEGF a obtenu
l'approbation de la FDAt de I’Union Européenne pour traiter la dégénérescence maculaire
liée & l'agé?Par ailleurs, le faible poids moléculaire des apt@séreur bonne délivrance
tissulaire et leur clairance sanguine rapide en fonbales candidats pour l'imagerie. Le
développement de méthodes de conjugaison des albigmtides aux nanoparticules, associé
aux techniques d’imagerie a ouvertune voie au développement des aptameres comme outils
pour l'imagerie moléculaire in vivt:**

[.2.3.  Anticorps monoclonaux versus pets ligands

Quels types d’agents de ciblage doivent étre privilégiés ? Les anticorps monoclonaux
ou les autres ligands ? Tous deux présententadalés avantages et des inconvénients. Les
ligands non-mAb sont des composés relativement sisngbncpeu colteux a produire et
facilement fonctionnalisables. Leur principal incénient provient parfois de leur manque de
sélectivité. Les ligands comme les peptides RGD,fdéetes ou les transferrines peuvent
parfois se lier a des tissus non-ciblés. Grace acentés avancées des technologies Phage-
Display, les mAbs peuvent étre sélectionnés powsgmtér un haut degré de spécificité et une
excellente affinité avec le tissu ciblé. Certains mAlmmme le Rituximab possédent une
cytotoxicité intrinséquerace a leur capacité a induire une réponse immunitaire. L’utilisation
de ces mAbs en synergie avec la chimiothérapie pedmatiter les tumeurs par deux voies
différentes ce qui améliore ’efficacité du traitement. Malgré les nombreuses avancées
technologiques dans la production de mAb, ces ceggaont limités par leur colt de
production élevé, leur stabilité durant le stockagewtfonctionnalisation parfois difficile.

% Ellington, A. D.; Szostak, J. W., Invito selection of RNA moleculett bind specific ligands. Natuf®90,
346 (6287), 818-822.

®1 Keefe, A. D.; Pai, S.; Ellington, A., Aptamers as therapeutics. Nat Rev Dragv2i810,9 (7), 537-550.

62 Gragoudas, E. S.; Adamis, A. P.; Cunningham, E. T.; Feinsod, M.; Guyer,; NeBva, V. I. S. O.,
Pegaptanib for neovascular age-related macular degeneration. N EegP00,351 (27), 2805-2816.

&3 Hwang, D. W.; Ko, H. Y.; Lee, J. H.; Kang, H.; Ryu, S. H.; Song, I.L€e, D. S.; Kim, S., A Nucleolin-
Targeted Multimodal Nanoparticle Imaging Probe for Tracking Qa@edls Using an Aptamer. J Nucl Med
2010,51 (1), 98-105.

® Lee, J. H.; Yigit, M. V.; Mazumdar, D.; Lu, Y., Molecular diagnosiiud drug delivery agents based on
aptamer-nanomaterial conjugates. Adv Drug Deliver 0,62 (6), 592-605.
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.3. Les vecteurs cellulaires

Il existe principalement trois familles de vecteuetludaires : les nanoparticules qui
exploitent les anomalies des tissus cancérewpdpsdes de translocations (CPP) permettant
I’entrée cellulaire et des systémes plus complexes comme les vecteurs viraux. Pour délivrer
un composé vers une cellule, le choix du systeniteteltir compte de la nature de la cellule
ciblée ainsi que la nature de la molécule a vectorise

[.3.1. Les Nanoparticules
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Figurell : Types de nano-vectetft

Les importantes avancées en nanotechnologie ontigderdévelopper des systemes
de nanovecteurs dans le domaine de I’imagerie et la thérapie anticancéreuse. Les
nanoparticules sont des composés de taille comenise 5 et 200 nm. Leur utilisation offre
un meilleur contréle pharmacocinétique et permethiadistribution de molécules a délivrer
en grande quantité. Ces vecteursnpetent de protéger le composé jusqu’a sa cible en
limitant sa dégradation et en diminuant leurs interactions prématurées avec I’environnement.

Par ailleurs, leur taille conséquente diminue fortenheur clairance rénale ce qui induit une
durée de vie dans le plasma de plusieurs joursililege passif exploite les caractéristiques
physiologiques des tumeurs qui permettent aux negteurs de s'accumuler dans la tumeur
par effet EPR (enhanced permeability and retepfiorCet effet spécifique aux tissus
tumoraux est dd a la grande perméabilité des vaigsssmguins et au disfonctionnement du
drainage lymphatique. Ainsi,’absorption du médicament dans les tissus ainsi que sa
distribution au niveau des tumeurs sont améliotkesnaniere significative. Plusieurs types

5 Matsumura, Y.; Maeda, H., A new concept for macomolecular theiapein cancer-chemotherapy-
mechanism of tumoritropic accumulation of proteins and the antitag@it smancs. Cancer Re¥86,46 (12),
6387-6392.
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de nano-vecteurs ont été développés comme les pobanles particules polymériques, les
nanotubes de carbone, les nanoparticules inorgagjidas dendriméres et les liposomes
(Figure11).%® Selon la nature du nanovecteur, le composé a délpaut étre soit directement
greffé par lien covalent (polymeére, micelle, dendrimére), soit encapsulé a I’intérieur d’une
cavité dans le cas des liposomes ou autres padipolgmériques. Ces nano-vecteurs ont été
¢tudiés pour une grande variété d’applications comme la vectorisation d’anticancéreux,
I'imagerie, I’ablation ou Iirradiation des tumeurs (Tableau 4° Cependant, la taille
importante des nanovecteurs présente quelquestionisacar certaines tumeurs solides ne
présentent pas 1’effet EPR ce qui a pour conséquence de réduire fortement la biodistribution et

la rétention du médicament. Par ailleurs, ces vectétast uniquement guidés par une
vectorisation passive présentent une tres failbdeiBpté envers les cellules tumorales. Pour
compenser ces inconveénients, la surface des nateowvegeut étre modifiees par des ligands
afin qu’ils interagissent spécifiguement avec les cellules tumorales (81)p

Type de nano- Molécule Nom .
., . Description
vecteur vectorisee commercial
Styrene (polymeére) Neocarzn_mstatln Zinostatin/Stimalmel Cancer des hépatocytes
(proteine)
PEG L-asparaginase Oncaspar Leucémie lymphoide chronique
. - Cancer du sein récurent et Sarcome
Liposomes Doxorubicine Myocet .
Kaposi
Nan icul . . . .
anoparticule Paclitaxel Abraxane Cancer métastasique du sein

d'albumine

Tableau 4 : Exemples de nanovecteurs conjugués sariehé

[.3.2.  Peptides et protéines de translocations

Durant les dix derniéres années, un certain nombpepliédes ayant la particularité de
traverser les membranes cellulaires ont été identifiéstains de ces peptides appelés CPP
(Cell Penetrating Peptid®) sont relativement courts (10 & 27 résidus) et prosen
d’origines diverses (Tableau 5). Certains ont été inspirés par des séquelegsotéines
naturelles comme des protéines de surface de virde éactéries, alors que d'autres sont
purement synthétiques.

® Faraji, A. H.; Wipf, P., Nanoparticles in cellular drug delivery. Bioorg. Med. CB809,17 (8), 2950-2962.

®" Peer, D.; Karp, J. M.; Hong, S.; FaroKhzad, O. C.; Margalit, R.gégrR., Nanocarriers as an emerging
platform for cancer therapy. Nat Nanotech2@07,2 (12), 751-760.

% @ | indgren, M.; Hallbrink, M.; Prochiantz, A.; Langel, U., Cell-penetrgtpeptides. Trends Pharmacol Sci
2000,21 (3), 99-103;® Temsamani, J.; Vidal, P., The use of cell-penetrating peptidesidgrdelivery. Drug
Discov Today004,9 (23), 1012-1019.
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Agents de translocation S quence d’acides amin s Origines
Pénétratine RQIKIWFQNRRMKWKK Antennapedia
Tat (48-60) GRKKRRQRRRPPQC HIV-1
Transportan GWTLNSAGYLLKINLKALAALAKKIL  Galanine et Mastopare
Peptide amphiphile KALKLALKALKAALKLA Synthése
Argo RRRRRRRRR Synthése

Tableau 5 Exemples d’agents de translocation

Ces agents de translocation ont été conjugués arandegvariété de composés dans le
but de permettre leur pénétration intracelluldredinsi, ils ont permis la vectorisation
cellulaire de petites matéles, de peptides, de protéines, d’acides nucléiques ° ou de
nanoparticule! Bien que ces systémes aient montré une certaineditificde vectorisation
in vitro et in viva ils ne possedent aucune spécificité envers legstissmoraux. Les CPP
interagissent potentiellement avec toutes les merabraellulaires et ne peuvent étre utilisés
seuls dans une stratégie anticancéreuse.

[.3.1. Vecteurs viraux

Les virus sont des microorganismes qui sont capabkedibérer leur matériel
génétique et de se répliquer en utilisant le systemllulaire de la cellule héte. Ces dix
dernieres années, les vecteurs viraux ont pris de 1I’importance notamment dans le domaine de
I’oncologie. Cependant, 1’utilisation des virus en thérapie nécessite un grand nombre de
modifications. Premiérement le virus doit étre nothpgene tout en gardant son activité
infectieuse contre les cellules humaines. Pour repdee virus spécifiques aux cellules
tumorales, la surface des virus peut étre modifiéegreffant divers ligands comme des
mAb 2 ou des peptides RGD reconnaissant spécifiquement des antigénes tumotaabes
récepteurs membranaires (Figur2a). Une fois reconnu le virus pénétre a I’intérieur de la
cellule cible et libére son matériel génétique ouvinduire une apoptose ou activer les
systémes immunitaires via le systeme MHC (Fidilig). Cette stratégie a été employée avec
succes : de nombreux virus oncololitiques sont detment en phase clinique. Le seul succes

% Gupta, B.; Levchenko, T. S.; Torchilin, V. P., Intracellular delivefriarge molecules and small particles by
cell-penetrating proteins and peptides. Adv Drug Deliver R&b,57 (4), 637-651.

® Hassane, F. S.; Saleh, A. F.; Abes, R.; Gait, M. J.; Lebleu, B.,pEe#trating peptides: overview and
applications to the delivery of oligonucleotides. Cell Mol Life Z810,67 (5), 715-726.

™ Torchilin, V. P.; Rammohan, R.; Weissig, V.; Levchenko, T. S., TAT pemtidéhe surface of liposomes
affords their efficient intracellular delivery even at lewiperature and in the presence of metabolic inhibitors.
Proc Natl Acad Sci US2001,98 (15), 8786-8791.

2 Tai, C. K.; Logg, C. R.; Park, J. M.; Anderson, W. F.; Press, MKRsahara, N., Antibody-mediated
targeting of replication-competent retroviral vectors. Hum Gene 20@3,14 (8), 789-802.

3@ Gollan, T. J.; Green, M. R., Redirecting retroviral tropism britisn of short, nondisruptive peptide
ligands into envelope. J Vir@002,76 (7), 3558-3563;" Borovjagin, A. V.; Krendelchtchikov, A.; Ramesh,
N.; Yu, D. C.; Douglas, J. T.; Curiel, D. T., Complex mosaicismrg\el approach to infectivity enhancement
of adenovirus type 5-based vectors. Cancer GeneZllt¥,12 (5), 475-486.
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clinique est celui de 1’adenovirus oncolitique Onyx-15, approuvé uniguement par la Chine en
2005, utilisé dans les traitements du cancer du tde k& téte*

( a ) ( b ) Reconnaissance
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Figurel2: (a) Schéma de virus modifiés pour le cibl&yeb) Mode d action des virus oncotiques ™

" Khuri, F. R.; Nemunaitis, J.; Ganly, l.; Arseneau, J.; Tannock, I. F.;eRdm Gore, M.; Ironside, J.;
MacDougall, R. H.; Heise, C., et al., A controlled trial of itraoral ONYX-015, a selectively-replicating
adenovirus, in combination with cisplatin and 5-fluorouracil in patients with etunead and neck cancer. Nat
Med 2000,6 (8), 879-885.

> Waehler, R.; Russell, S. J.; Curiel, D. T., Engineering targétativectors for gene therapy. Nat Rev Genet
2007,8 (8), 573-587.

® Parato, K. A.; Senger, D.; Forsyth, P. A. J.; Bell, J. C., Recent progress in thé&atden oncolytic viruses
ard tumours. Nat Rev Canc2005,5 (12), 965-976.
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Il. tat de Part sur ’am lioration des vecteurs

Les vecteurs cellulaires et les agents de ciblagseptent différentes limitations
commela spécificité, la biodisponibilité, I’affinité ou le colit de production. De nombreuses
méthodes ont donc été¢ développées dans I’optique d’optimiser les vecteurs pour une stratégie
ciblée en cancérologie.

[I.L1. M thodes d’optimisation des anticorps monoclonaux

[1.L1.1. Conception de fragments de mAb par voie biologique

Comme il a été démontré précédemment, le principdautiédes anticorps
monoclonaux est notamment di a leur taille conséqueuai limite la pénétration intra-
tumorale. De plus, leur longévité dans le sérum n’est pas souhaitable dans les cas de
radioimmunothérapie ou d’imagerie car il provoquerait une irradiation des tissus seins ainsi
qu’une mauvaise résolution. Les nombreux progrés dans le domaine de I’ADN recombinant
ont permis de contourner ces problémes en produisant des fragments d’anticorps.

Les premiers fragments étudiés ont été les scFvlésaoimin Fragment variable) qui
sont composés du domaine variable de la chaine |airkdgere reliés entre eux par un bras
espaceur flexible. Ces fragments, bien que présentésdadon monovalente, ont la
particularité de garder les propriétés de reconnaissance de I’anticorps entier en termes de
spécificité et d’affinité.”” Leur taille réduite permet ainsi une meilleure lBpdnibilité au
niveau des tumeurs comparée aux lgG entiers. Capgnce bénéfice est contrebalancé par
une durée de vie trop courte dans le sérum (2 h) etcqraséquent, la disponibilité de ces
fragments pour atteindre leur cible (antigénes...) est nettement diminuée. Ces fragments ont
des propriétés idéales pour I’imagerie mais sont par contre inefficaces pour la thérapie.

Afin d’augmenter la durée de vie de ces fragments dans le sérum, plusieurs stratégies
alternatives ont ét¢ menées, la plus prometteuse étant la conjugaison d’un polymére soluble
comme les PEG ou I’albumine. La conjugaison de ces fragments au PEG permet d’augmenter
considérablement la taille et ainsi diminuer la claiadans le sang:=14 jours).”® Cette
modification confére au fragment une meilleure stabét une immunogénicité moindre mais
peut parfois altérer 1’affinité du fragment a son antigéne. D’autres études ont montré que le
remplacement dREG par de 1’albumine du sérum humain permettait d’augmenter le temps
de demivie sans affecter ’activité du fragment.

" Bird, R. E.; Hardman, K. D.; Jacobson, J. W.; Johnson, S.; Kaufman, B. MSLbe; Lee, T.; Pope, S. H,;
Riordan, G. S.; Whitlow, M., Single-Chain Antigen-Binding Proteins. Sci&888,242 (4877), 423-426.

8 Nelson, A. L.; Reichert, J. M., Development trends for therapentioaly fragments. Nat Biotechn2D09,
27 (4), 331-337.

" Huhalov, A.; Chester, K. A., Engineered single chain antibody fragrfemtadioimmunotherapy. Q J Nucl
Med Mol Im2004,48 (4), 279-288.
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IeG scFv-Fc  Minibody Diabody Triabody  Tetrabody  scFv

28 88 452 U oy|e T
7 Q30 =9

kDa 150 100 80 55 75 100 28 15
T,»(h) 110 12 5 6 6 6 2 0.05

Figurel3: Comparaison des différents anticorps et leur temps de % vie réspecti

D’autres parameétres importants doivent aussi €tre pris en compte comme la valence.
En effet les anticorps sont des systémes bivalents ce qui a pour effet d’augmenter 1’affinité
envers sa cible. La conception de fragments muéiual (Diabody, Triabody, Tetrabod3)
ont montré une meilleure affinité pour I’antigene, une meilleure rétention aux niveaux des
tumeurs ainsi qu’une durée de vie plus longue due a I’augmentation de la taille (Figuré3).®*
De maniére générale, la multimérisation est un banptomis entre le temps de vie dans le
sérum, la pénétration tumube et I’affinité pour 1’épitope (Figurel4).

Tumor (—) and blood (---) levels Tumor/blood ratio

7 — lgG
— Minibody
— Diabody
— scFv

Percentage injected
dose per g (or ml)

0 24 48 72 9 120 0 20 40 60
Time post infusion (h) Time post infusion (h)

Figure14 : Biodistribution de différents formats de m?b

Le développement de fragments d’anticorps a permis de concevoir des fragments, dits
bispécifiques pouvant reconnaitre deux antigene<ifgpées différents. De nombreux
fragments recombinés comme les minibodfesu les diabody bispécifiquéd ont été

8 Todorovska, A.; Roovers, R. C.; Dolezal, O.; Kortt, A. A.; Hoogenboon®.HHudson, P. J., Design and
application of diabodies, triabodies and tetrabodies for cancer targeting. J Imnathoti&2001,248(1-2), 47-

66.

8 Holliger, P.; Hudson, P. J., Engineered antibody fragments and thef ssiegle domains. Nat Biotechnol
2005,23 (9), 1126-1136.

8 Hu, S. 2. Shivery, L.; Raubitschek, A.; Sherman, M.; Williams, L. Eongy J. Y. C.; Shively, J. E.; Wu, A.
M., Minibody: A novel engineered &rcarcinoembryonic antigen antibody fragment (single-chain Fv-G(H)3
which exhibits rapid, high-level targeting of xenografts. CancerlB86,56 (13), 3055-3061.

8 Holliger, P.; Prospero, T.; Winter, G., Diabodies - small bivalent and bigpantibody fragments. Proc Natl
Acad Sci USAL993,90 (14), 6444-6448.
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développés et utilisés selon différentes stratéfidsa voie la plus intéressante est de
concevoir un fragment pouvant reconnaitre simultanéomenécepteur tumoral et une cellule
immunitaire dans le but d’activer la lyse cellulaire. Les minibodies ont été créés selon ce
concept, ces derniers sont des composés bivalests-(2 comportant une partie de la région
Fc d’un mAb pouvant activer le systéme immunitaire. De nombreux midibs sont
actuellement en tests cliniques et représentetttomncompromis entre un anticorps entier et
un fragment de petite taille.

Diabody Minibody scFv-Fc

Figure 15: Comparaison d’imagerie TEP de souris présentant un cancer du colon aprés 18h d’infusion de
radiotraceur® conjugué au Diabody, minibody ou sciPe¢!

En ce qui concerne leur utilisation en tant que wectéblé pour la thérapie, les
fragments d’anticorps ont été conjugués avec diverses immunotoxines ou cytokines ® mais
leur temps de vie dans le sérum étant relativemant,ccette stratégie est actuellement peu
exploitée.Par contre, dans le domaine de I’'imagerie, ces fragments ont eu un certain succes
clinique grace a leur rapide clairance dans le sang ainsi qu’une biodisponibilité accrue. Les
fragments multivalents comme les diabodies ou lesibodies conjugués aux composés
radioactifs {4, ®*Cu) ont montré de trés bonnes résolutions en imagé&ie(Figurel5).%°

[1.L1.2. Conception de mimes de CDR par voie chimigue

Afin de moduler les différentes propriétés des anticonpsoclonaux, des approches
entierement synthétiques ont été envisagées corntrreaives aux méthodes biologiques.
Bien qu’intéressante, il existe trés peu d’exemples dans la littérature qui utilisent cette voie
chimique pour concevoir des mimes d’anticorps. Comme il a ét¢ mentionné précédemment,
I’interaction antigéne-anticorps se fait via des séquences précises ghaide variable appelé
CDR (Complementary Determining Region). Les études mepéesPark et al. se sont
portées sur la conception de peptides cycliques pouvant mimer 1'une des boucles CDR d’un
anticorps (Herceptin) ciblant les récepteurs HER-En se basant sur la séquence et la

# Hollander, N., Bispecific antibodies for cancer therapy. Immunothe2@@§,1 (2), 211-222.

8 Kaspar, M.; Trachsel, E.; Neri, D., The antibody-mediated targeted ijetinterleukin-15 and GM-CSF to
the tumor neovasculature inhibits tumor growth and metastasis. Can@9@Re87 (10), 4940-8.

% Qlafsen, T.; Wu, A. M., Antibody Vectors for Imaging. Semin Nucl N6d0,40 (3), 167-181.

8 park, B. W.; Zhang, H. T.; Wu, C. J.; Berezov, A.; Zhang, X.; Dua, RngMQ.; Kao, G.; O'Rourke, D. M,;
Greene, M. |, et al., Rationally designed anti-HER2/neu peptideetio disables p185(HER2/neu) tyrosine
kinases in vitro and in vivo. Nat Biotechr2000,18 (2), 194-198.
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structure de la boucle CDRH3, différents peptides ahtsghthétisés et un de ces peptides a
montré des activités similaires a I’anticorps d’origine. Une autre étude suivant la méme
approche s’est portée sur un anticorps anti-TNFo.®™ Dans cette étude, Feng et al ont utilisé
I’analyse cristallographique du complexe mAb-TNF et des techniques de modélisation pour
concevoir un peptide pouvant mimer 1’activité de ’anticorps. Ce peptide présentant une
séquence similaire a la boucle CDRH2 n’a pas montré d’aussi bonnes activités in vitro que
I’anticorps de référence. Ces stratégies de mimes d’anticorps sont basées sur la structure
d’une seule boucle hypervariable parmi les six présentes sur le domaine variable de
I’anticorps. L’interaction antigéne-anticorps se fait via plusieurs boucles CDR, gépénaht

3 ou 4. Concevoiun mime d’anticorps en tenant compte des résidus des différentes boucles
permettrait ainsi d’augmenter 1’affinité envers ’antigéne. Casset et al. ont congu un peptide
cyclique formé par la juxtaposition de résidu provenant des 5 boucles CDR d’un anticorps
anti-CD4% Ce peptide de 27 résidus posséde une affinité pouiblsa(€D4) supérieure a
I’anticorps d’origine (0.9 nM). Malheureusement, les tests in vitro n’ont pas été concluants et

ont montré une faible activité biologique.

Dernierement, Timmerman et al. ont élaboré une eltenapproche plus complexe
permettant de concevoir des mimes de mAb possédenactivité anticancéreuse in vit.
En s’appuyant sur une stratégie combinatoire, différents fragments peptidiques provenant de
différentes boucles CDR sont disposeés puis cyclisésrsurtemplate » (Figuré6). Plusieurs
macromolécules comportant de une a trois boucles d& @iférentes ont pu étre
synthétisées puis testées in viteinsi qu’in vivo. Malgré des constantes d’affinité
relativement faibles comparées au mAl, (# 1’ordre du pM) certains de ces assemblages
peptidiques ont présenté des activités anti-tumoraleso.

A ; e B CDR-derived peptidomimetics Synthetic platforms

\

1 (bicyclic) 2 (tricyclic) 3 (monocyclic)

Figure16 : Structure d 'un mAb et des peptidomimetiques dérivés de CDR *°

8 Feng, J. N.; Li, Y.; Zhang, W.; Shen, B. F., Rational design of potent mimic peptide desivethonoclonal
antibody: antibody mimic design. Immunol £ 2005,98 (2), 311-316.

8 Casset, F.; Roux, F.; Mouchet, P.; Bes, C.; Chardes, T.; Granier, C.; Mani, gi@er® M.; Laune, D.; Pau,
B., et al., A peptide mimetic of an anti-CD4 monoclonal antibody hgnalt design. Biochem Biophys Res
Commun2003,307 (1), 198-205.

 Timmerman, P.; Barderas, R.; Desmet, J.; Altschuh, D.; Shochatolstelle, M. J.; Hoppener, J. W. M.;
Monasterio, A.; Casal, J. |.; Meloen, R. H., A Combinatorial Approachttfe Design of Complementarity-
determining Region-derived Peptidomimetics with in Vitro Anti-tuah Activity. J Biol Chen2009,284 (49),
34126-34134.
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[I.2. Conception de vecteurs multivalents

1.2.1.  L’effet de multivalence

Au lieu d’augmenter la force d’interaction entre un ligand et son récepteur, la nature
utilise le plus souvent des systémes multivalents afin d’améliorer 1’affinit¢ de maniére
considérable. Ces interactions multiples jouent sauuenréle crucial dans les systemes
biologiques. Elles permettent d’induire des réponses spécifiques qui ne peuvent pas étre
observées dans le cas d’une interaction monovalente. Ce systéme rentre en jeu dans de
nombreux mécanismes biologiques comme les réponses immunitaires, 1’adhérence des
membranes cellulaires, la transduction du signal, I’endocytose, et plusieurs systémes
enzymatique§! L’effet de multivalence dans les phénoménes de reconnaissance peut

. . s 92
s’expliquer selon différents mécanismes.

(a) Chelation (b) Stastical rebinding

Figurel7: Mécanismes impliqués dans la reconnaissance d 'un ligand multivalent par sa cible

L’effet de « chélation » met en jeu un ligand multivalent interagissant avec un
récepteur possédant plusieurs sites de liaison cdesyanticorps ou les lectines (Figurea).
L’effet de « statistical rebinding » fait intervenir un ligand ltinalent dont les différentes
unités peuvent se lier successivement sur le mémessitiaison (Figur&7b). Ce phénomeéne
est dU a la concentration locale élevée du ligampdoaimité du récepteur. Ces deux effets
induisent une augmentation de [l’affinité apparente grace a une diminution de I’énergie
d’association du couple ligand-récepteur. Pour finjrI’effet « cluster » met en jeu un ligand
multivalent interagissant avec de multiples réceteéula surface de la cellule (Figutéc).
Ce processus est facilité par la fluidité de la botau lipidique et permet de créer un
« cluster de récepteur pouvant induire un phénoméne cellulaire comme 1’endocytose.*® Cet

1 Mammen, M.; Choi, S. K.; Whitesides, G. M., Polyvalent interactionsdlogical systems: Implications for
design and use of multivalent ligands and inhibitors. Angew Chem Ih9€8,37 (20), 2755-2794.

92 Gestwicki, J. E.; Cairo, C. W.; Strong, L. E.; Oetjen, K. A.; KiesglL. L., Influencing receptor-ligand
binding mechanisms with multivalent ligand architecture. J Am Cher@@a,124 (50), 14922-14933.

% Simons, K.; lkonen, E., Functional rafts in cell membranes. N428@,387 (6633), 569-572.
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effet est propre au ligand multivalent et permet parfois I’internalisation du couple ligand-
récepteur’

[1.2.2. Les nanocvecteurs comme supports de haute valence

Ce concept est utilisé dans la recherche médicale gmstruire des architectures
complexes pouvant améliorer les propriétés du composé. La présentation multivalente d’un
ligand permet airisl’augmenter I’affinité et la spécificité envers une cible et parfois d’induire

; . . o 94,95
une réponse biologique spécifique comme 1’endocytose.

Polymére synthétique
ou biologique

Dendrimére
! Ligands, aptaméres,

! anticorps (ou fragments)
i L Agent de détection
Nanovecteurs - -xJ - = ou agent cytotoxique
multivents 7\ / %
v Y "\~  Bras espaceur

Liposome

Particule inorganique

Q Polymeére biodégradable
Nanoparticule Liposome Particule

inorganique polymérique

Figure18 : Exemples de nano-vecteurs utilisés en thérapie anticancéfeuse

Comme il aété montré précédemment, I’efficacité des nanovecteurs est régie par une
vectorisation passive. Malheureusement, cette gimtprésente quelques limitations car
certaines tumeurs ne présentent pas les caractéeistigficessaires a la pénétration et la
rétention des nanovecteurs (Effet EPR). Sans cet &fethanovecteurs ont difficilement
acces a la tumeur a cause de leur taille volumineBser compenser certains de ces
inconvénients, les nanacteurs doivent étre modifiés afin qu’ils interagissent spécifiquement
avec les cellules tumorales. Ce ciblage actif pget@tenu en greffant des agents de ciblage
a la surface des nanovecteurs par diverses ligatlinsques. Ainsi de nombreuses études se
sont portées sur la modification des surfaces degrglivnanovecteurs (dendriméres,
liposomes, polyméres...) avec une grande variété de ligands (Figure18).%® La grande surface
de ces composés permetgeffage d’un nombre considérable de ligands ce qui en fait un
support de choix pour la multivalence. Par exemple,dendrimére conjugué avec 15

% Kiessling, L. L.; Gestwicki, J. E.; Strong, L. E., Synthetic multivalagatrids as probes of signal transduction.
Angew Chem Int EQ006,45 (15), 2348-2368.

% Carlson, C. B.; Mowery, P.; Owen, R. M.; Dykhuizen, E. C.; Kiesslind, LSelective tumor cell targeting
using low-affinity, multivalent interactions. Acs Chemical Biol@&§07,2 (2), 119-127.

% Sinha, R.; Kim, G. J.; Nie, S. M.; Shin, D. M., Nanotechnology in canceaghetics: bioconjugated
nanoparticles for drug delivery. Mol Cancer TR€06,5 (8), 1909-1917.
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molécules d’acide folique montre une affinité¢ 170 000 fois supérieure par rapport a I’acide
folique libre?’

Les liposomes et les nanopatrticules polymériquesssmivent utilisés pour encapsuler
des ¢léments thérapeutiques. Pour étre actif, le composé doit étre libéré a I'intérieur de la
cellulecible. La présentation multivalente d’un ligand permet dans certains cas
I’internalisation du nano-vecteur et la libération du composé actif dans lggsme par
endocytose. Parmi les ligands utilisés, on peet &t peptide portant le motif -RGD- qui a été
utilisé pour modifier la surface de ce type de nanapdes. Cette stratégie permet de
vehiculer les molécules encapsulées a I’intérieur de la tumeur comme des agents
cytotoxiques”® ou des SIRNA? Les anticorps monoclonaux ainsi que leurs fragmeatg
tres largement utilisés pour décorer la surface dpssdmes. Ces immunoliposomes
encapsulant des composés actifs offrent ainsi unéemeirétention au niveau des tumeurs et
une efficacité accrut®?

Les nanoparticules inorganiques étant limitées pardelubilité et leur spécificité de
ciblage, la modification de leur surface permet utisation plus vaste. Ces systemes
présentent diverses propriétés spécifiques (magmetiuorescence) liées a leur composition
(or, silice, fer, Cadmium). Par exemple, les nanoparticules d’or modifiées par un agent de
ciblage sont particulierement intéressantes car plésentent des propriétés thérapeutiques
(photothérapie) et peuvent étre localisées par imayferie’autres particules inorganiques
fluorescentes « quantum dot » présentant sur leuscides ligands multivalents ont montré
leur efficacité dans le domaine de ’imagerie médicale. '

Bien qu’elles permettent d’obtenir des systemes de haute valence, 'utilisation des
nanovecteurs comme support présente quelques limiggtains parametres sont difficiles a
contdler comme 1’homogénéité, I’ orientation, la densité ou le nombre de ligands greffés. Des
études se sont aussi dirigées vers des supporisleiece plus faible mais possédant une plus
grande modularité d’un point de vue chimique.

[1.2.3. Les supports a faible vaénce

Les supports de faible valence sont des chassis moléculaires n’excédant pas le kDa et
pouvant présenter un nombre controlé de ligands pouvant aller jusqu’a une dizaine. Leur
taille, plus restreinte par rapport aux nano-vectqueanet de les manipuler et de les moduler

" Hong, S.; Leroueil, P. R.; Majoros, I. J.; Orr, B. G.; Baker, J. R, éIM. B., The binding avidity of a
nanoparticle-based multivalent targeted drug delivery platform. Cher@®al,14 (1), 107-115.

% Zhang, Y. F.; Wang, J. C.; Bian, D. Y.; Zhang, X.; Zhang, Q., Targeteeedetif RGD-modified liposomes
encapsulating both combretastatin A-4 and doxorubicin for tumor thelrapjtro and in vivo studies. Eur J
Pharm Biopharn2010,74 (3), 467-473.

9 Schiffelers, R. M.; Ansari, A.; Xu, J.; Zhou, Q.; Tang, Q. Q.; StormMslema, G.; Lu, P. Y.; Scaria, P. V,;
Woodle, M. C., Cancer siRNA therapy by tumor selective dsfiv@th ligand-targeted sterically stabilized
nanoparticle. Nucleic Acids R2§04,32 (19).

190 5ofou, S.; Sgouros, G., Anti body-targeted liposomes in cancer therapy and irBagierg.Opin Drug Deliv
2008,5 (2), 189-204.

1011, Z. M.; Huang, P.; Zhang, X. J.; Lin, J.; Yang, S.; Liu, B.; GaoXk.P.; Ren, Q. S.; Cui, D. X., RGD-
Conjugated Dendrimer-Modified Gold Nanorods for in Vivo Tumor Tangetind Photothermal Therapy. Mol
Pharmaceu2010,7 (1), 94-104.

192 Gap, J. H.; Chen, K.; Xie, R. G.; Xie, J.; Yan, Y. J.; Cheng, Z.; Pen.XChen, X. Y., In Vivo Tumor-
Targeted Fluorescence Imaging Using Near-Infrared Non-Cad@uantum Dots. Bioconj Che2®10,21 (4),
604-609.
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plus aisément. Ces molécules peuvent présenter difé&r¢opologies : les chassis flexibles,
les chéassis plans et les chassis tridimensionnels.

R
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Figurel9: Structures des différents chassis flexibles et plan

Les chassis flexibles sont des dendrimeéres de patite possédant un noyau a 3 ou a
4 branches. Ces systémes sont notamment trés utilisés pour la présentation multitopique d’un
antigéne pour la création de vaccins synthétiquesRM%E Ces composés possédent une
grande modularité au niveau de la taille et la présem du nombre de ligands. Par contre,
certains parametres comme |’ orientation ou la rigidité ne peuvent pas étre controlés.

D’autres chassis sont basés sur des noyaux aromatiques ou polyaromatiques induisan
une certaine rigidité et une orientation plane. Leéssis plans les plus utilisés sont
généralement les dérivés de benzénes et les porphyfes dernieres sont particulierement
intéressantes catles présentent quatre points d’ancrage et I’intérieur du noyau est capable de
chélater divers métaux de transition. Les conjuguéghgoines-agents de ciblage ont montré
diverses activités thérapeutiques. Selon la natumaétal, le composé peut a la fois induire la
mort cellulaire par irradiatioh™ (photothérapie) et étre utilisé pour imagerie méditl

La derniére topologie de chéassis est représentéedgm composés polymériques
cycligues comme les cyclodextrines, les calixaresteles peptides ou peptoides cycliques.
Ces composés rigides ont la particularité de présenter différentes faces d’accroche permettant
une orientation spatiale des ligands.

* Les cyclodextrines
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Figure20: Schéma et structure cristalline des cyclodexrine

193 Tam, J. P., Synthetic Peptide Vaccine Design - Synthesis and tirepefr a High-Density Multiple
Antigenic Peptide System. Proc Natl Acad Sci US8&8,85 (15), 5409-5413.

194 Chen, X.; Hui, L.; Foster, D. A.; Drain, C. M., Efficient synthesisl @hotodynamic activity of porphyrin-
saccharide conjugates: Targeting and incapacitating canceBietlsemistry2004,43 (34), 10918-10929.

195 Kralova, J.; Koivukorpi, J.; Kejik, Z.; Pouckova, P.; Sievanen, E.; Ko&hem, E.; Kral, V., Porphyrin-bile
acid conjugates: from saccharide recognition in the solution teelleetive cancer cell fluorescence detection.
Org Biomol Chen2008,6 (9), 1548-1552.
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Les cyclodextrines sont des macromolécules cycliques extraites de 1’amidon
composées de 6 a 8 unités de glucose. La partiéuldst cette molécule est sa cavité
hydrophobe modulable en taille capable d’interagir avec de petites molécules organiques.
Dans le domaine thérapeutique cette molécule egrgiement utilisée pour encapsuler les
principes actifs et les vectoriser de maniére pasSfvafin de la rendre plus sélective, des
agents de ciblage peuvent étre greffia les fonctions hydroxyles de la cyclodextrine. Le
grand nombre de fonctions hydroxyles, présent sur ées daces, permet une présentation
multivalente de ligands. Hattori et colint montré que ce chassis pouvait étre utiliséaah t
que vecteur ciblé pour la thérapie anticancérél{dBans ces études, la cyclodextrine permet
a la fois une présentation multivalente d’oligosaccharide et I’encapsulation de la doxorubicine
a Pintérieur de la cavité hydrophobe.'®® Cependant, la modification chimique de ces composés
est problématique d’un point de vue régiosélectif. Les hydroxyles présents sur chacune des
faces étant équivalents, il est tres difficile de d&féérencier. Malgré quelques avantages
comme sa non-toxicité (complément alimentaire) et jmax peu élevé, ce chassis peine par
son manque de modularité chimique.

% Les calixarenes

Vectorisation cibl e Inhibition d’adhésion

Encapsulation

Cellule

Pr sentation de
ligand multivalent

Figure21 : Structure et utilisation du calixaréh@

19 yekama, K.; Hirayama, F.; Irie, T., Cyclodextrin drug carrier systems. Cteml 998,98 (5), 2045-2076.

107 Hattori, K.; Kenmoku, A.; Mizuguchi, T.; Ikeda, D.; Mizuno, M.; Inazu, Baccharide-branched
cyclodextrins as targeting drug carriers. J Incl Phenom M2@06,56 (1-2), 9-16.

108 @ Oda, Y.; Kobayashi, N.; Yamanoi, T.; Katsuraya, K.; Takahashi, K.toHalk., betaeyclodextrin
conjugates with glucose moieties designed as drug carriers:Siingheses, evaluations using concanavalin A
and doxorubicin, and structural analyses by NMR spectroscopy. Med Z0@8m4 (3), 244-255;® Oda, Y.;
Miura, M.; Hattori, K.; Yamanoi, T., Syntheses and Doxorubicin-Inclusionlitds of beta-Cyclodextrin
Derivatives with a Hydroquinone alpha-Glycoside Residue AttachdéleaPrimary Side. Chem Pharm Bull
2009,57 (1), 74-78.
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Les calixarénes sont des composés cycliques de 8! unités résultant de la
polymérisation du phénol et du formaldéhyde. CesssiBasont largement utilisés comme
support multivalent de ligands et offrent plusieunsardages (Figure2l). Comme la
cyclodextrine, ce composé présente deux faces clisinfacilement fonctionnalisables de
maniere régiosélective. Ces chassis étant puremetitétigiues, il est plus facile de modifier
chimiquement et de maniére indépendante les diffésennités. Il est donc possible de
controler a la fois le nombre de ligands greffés etslgositions sur le chassis. Les études
menées par Vidadt coll. ont montré que 1’orientation des sucres supportés par le calixaréne
influence de maniére significative I’interaction avec les lectines.’® Contrairement aux
cyclodextrines, les propriétés d’encapsulation de ces composés se limitent a des petites
molécules inférieures a 1kDa. Les calixarenes soriségildans de nombreuses approches
telles que la reconnaissance de surface, I’inhibition de récepteur membranaire ou les mimes
structuraux*®

* Les peptides et peptoides cycliques

(d)

Figure 22: Structures cristallographiques de différents peptidet peptoides cycliques
(a)B-cyclotetrapeptoid€™ (b) azag’-cyclohexapeptidé® (c) p-cyclohexapeptoide?® (d)
cyclodecapeptide (TASP)*

(a) (b)

Les peptides et les peptoides cycliques peuverdi @tie utilisés comme support
multivalent de ligands. La cyclisation de ces ofigwes permet de bloquer leur conformation
et offre ainsi des propriétés structurales intéressafiteSelon les cas, cette rigidité est
favorisée par la formation de liaisons hydrogénesatnbléculaires ou par les interactions

199 Cecioni, S.; Lalor, R.; Blanchard, B.; Praly, J. P.; Imberty, A.;tMats, S. E.; Vidal, S., Achieving High
Affinity towards a Bacterial Lectin through Multivalent Topaica) Isomers of Calix 4 arene Glycoconjugates.
Chem-Eur 2009,15 (47), 13232-13240.

119 Baldini, L.; Casnati, A.; Sansone, F.; Ungaro, R., Calixarene-basedvaledti ligands. Chem. Soc. Rev.
2007,36 (2), 254-266.

11 Roy, O.; Faure, S.; Thery, V.; Didierjean, C.; Taillefumier, C¢li€ybeta-peptoids. Org. Let2008,10 (5),
921-924.

112 | e Grel, P.; Salaun, A.; Mocquet, C.; Le Grel, B.; Roisnel, T.; PbtelPostsynthetic modification of C-3-
symmetric aza-beta(3)-cyclohexapeptides. J. Org. CP@d8,73 (4), 1306-1310.

13 Shin, S. B. Y.; Yoo, B.; Todaro, L. J.; Kirshenbaum, K., Cyclic peptoidsnlCAem So@007,129 (11),
3218-3225.

14 peluso, S.; Ruckle, T.; Lehmann, C.; Mutter, M.; Peggion, C.; CrismaCrystal structure of a synthetic
cyclodecapeptide for template-assembled synthetic protein design. ChemBia@ia (6), 432-437.

115 @ Mutter, M., Natures rules and chemists tools- a way for oigatovel proteins. Trends in Biochemical
Sciences1988, 13 (7), 260-265; ® Yoo, B.; Shin, S. B. Y.; Huang, M. L.; Kirshenbaum, K., Peptoid
Macrocycles: Making the Rounds with Peptidomimetic Oligomers. Chem-E0t@ 16 (19), 5528-5537.
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hydrophobes entre les différentes chaines latérales. L’étude des azap>-cyclohexapeptide
montre que I’introduction de carbone asymétrique permet de controler la chiralitéadetes
bloquant ainsi la conformation du cycfé. Certains cyclopeptides peuvent adopter une
conformation contrainte comme les feuill@tCette structure est favorisée par ’introduction,
dans le maocycle, d’un coude f pouvant étre induit par différents motifs (hétéroaroqueg;
dicetopiperazine, dipeptides-Prop-Pro)!!’ Cette structure secondaire rigide influence
I’orientation des chaines latérales des différents résidus. Certains macrocycles montrent une
orientation alternée des chaines latérales par rappgotan moyen du squelette peptidique.
Ces cyclopeptides sont facilement modulables et rendent possible I’accroche de différents
composeés pour la présentation multivalente de ligabal modularité de ce genre de composé
permet de contrdler I’orientation, la position et le nombre de ligands.**®

Pour conclure, il existe une multitude de supports e présentation multivalence de
ligands. Ces différents chassis offrent des caractéristigudes propriétés tres différentes. Le
choix de ces composés doit donc tenir compte deepitssparametres comme la flexibilité, la
modulation, le contréle de I’orientation et la biocompatibilité.

116 Mocquet, C.; Salaun, A.; Claudon, P.; Le Grel, B.; Potel, M.; Guichardla@art-Gregoire, B.; Le Grel, P.,
Aza-beta(3)-cyclopeptides: A New Way of Controlling Nitrogenr@lity. J Am Chem So@009, 131 (40),
14521-14525.

1" Robinson, J. A., beta-Hairpin Peptidomimetics: Design, Structures ahsBal Activities. Accounts Chem
Res2008,41 (10), 1278-1288.

18 Trouche, N.; Wieckowski, S.; Sun, W.; Chaloin, O.; Hoebeke, J.: Fournel, Shaedj G., Small
multivalent architectures mimicking homotrimers of the TNF dapeity member CD40L: delineating the
relationship between structure and effector function. J Am Chera(83¢129 (44), 13480-92.
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lll. Stratégies pour préparer de nouveaux vecteurs
pour des applications anticancéreuses

[11.1. Chassis moléculaire RAFT

Comme il a été mentionné précédemment, 1’utilisation de macrocycle peptidique en
tant que chassis moléculaire offre différents avantages en termes de modulation, d’orientation
et de biocompatibilité. Dans notre laboratoire, denbieuses études se sont portées sur
I’utilisation d’un cyclodecapeptide développé dans le laboratoire du Pr. Mutter sous
I’aconyme TASP (Template-Assemble-Synthetic Proteim)®

I11.1.1. Structure

Figure23: Structure cristallographique cyclggNFp-Pro-Gly,-pNF--Ala), « TASP »"**

Les caractéristiques structurales de ce peptide eychgnt dues a la présence de deux
coudes dus a I’enchainement Proline-Glycine. Ce coudd de type Il induit une contrainte
conformationnelle du squelette en feuillt antiparalléle. Les études de RMN et de
modélisations moléculaires dynamiques réalisées esypraduit ont permis de révéler cette
structure secondairé®*?! Peluso et al. ont déterminé cette structure par diftla aux
rayons X (Figure23).”* Ces travaux montrent que les liaisons peptidiques st
conformation trans avec un repliement du peptide enlldep stabilisé par des liaisons
hydrogenes intramoléculaires. Dans cette structusecHaines latérales des six résidus de la
partie centale se trouvent orientées de part et d’autre du plan moyen du cycle. Ces résidus
peuvent étre modulés sans affecter les caractéristispnesturales du macrocycle. Pour

119 @ Mutter, M.; Vuilleumier, S., A chemical approach to protein desigfemplate-Assembled Synthetic
Proteins (TASP). Angew Chem Int H889,28 (5), 535-554:") Mutter, M.; Dumy, P.; Garrouste, P.; Lehmann,
C.; Mathieu, M.; Peggion, C.; Peluso, S.; Razaname, A.; Tuchscherer, G., tBeasglambled synthetic proteins
(TASP) as functional mimetics of proteins. Angew Chem IniB86,35 (13-14), 1482-1485.

120 pumy, P.; Eggleston, I. M.; Esposito, G.; Nicula, S.; Mutter, M., Solusibacture of regioselectively
addressable functionalized templates: An NMR and restrained nalebmamics investigation. Biopolymers
1996,39 (3), 297-308.

121 peng, Z. H., Solid phase synthesis and NMR conformational studies on cyclic decapepild&tmolecule.
Biopolymers1999,49 (7), 565-74.
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I’étude cristallographique, I’introduction de dérivés p-nitrophénylalanine ont permis de
stabiliser 1’état cristallin du composé grace aux interactions entre les noyaux aromatiques.
L’introduction de résidus lysines dans la structure primaire permet 1’adressage chimique via
leur fonction amine. Ces résidus peuvent comportegaegements protecteurs orthogonaux
permettant une fonctionnalisation régiosélectf’eCe type de chassis dénommé RAFT
(Regioselectively Adressable Fonctionalized Templaedmet de contrdler la position et
I’orientation des composés greffés (Figure24).

n fl I \
N N
R4 Ré: §R3 R, \‘ \’/ \(
LLL"\‘_IH/Lys\ /Lry;l_r"r'fr \‘ 5 \\" “f
Gly Ala pro L Y ~d
N, Py, [5%< N fﬁ*\‘j
ys Gly ’,7\‘ ”
Rs ‘\;
‘7»
4

Figure24 : Structure du chassis RAFT

[11.1.2. Application

A la fin des années 80, Mutter et al. ont proposé approche de stabilisation des
structures secondaires basée sur I’utilisation de la topologie de ce chassis. Ce support peut
étre percu comme un outil synthétique capable dgedila structure dans une orientation
spatiale bien définie. Cette approche a permistatooction de molécules complexes mimant
les structures et les propriétés particulieres de inedebiomolécules. Cette stratégie a été
utilisée dans divers domaines comme la concept®miimes de surfac&'?* (4 Hélix
Bundle), de canal ioniqi*?, la stabilisation de G-quadrupleX€ ou la formation de mimes
de fibres amyloide¥’

122 pumy, P.; Eggleston, I. M.; Cervigni, S.; Sila, U.; Sun, X.; Mutter, MGonvenient Synthesis of Cyclic-
Peptides as Regioselectively Addressable Functionalized Templaffs {Rtrahedron Lett995,36 (8), 1255-
1258.

123 Mutter, M.; Tuchscherer, G. G.; Miller, C.; Altmann, K. H.; Car®y,|.; Wyss, D. F.; Labhardt, A. M.;
Rivier, J. E., Template-Assembled Synthetic proteins with 4-fiielndle topology - total chemical synthesis
and conformational studies. J Am Chem $662,114 (4), 1463-1470.

124 Rau, H. K.; Haehnel, W., Design, synthesis, and properties of a naeehmyme b model. J An Chem Soc
1998,120 (3), 468-476.

125 Futaki, S., Peptide ion channels: Design and creation of function. Biopolye@8s47 (1), 75-81.

126 Murat, P.; Cressend, D.; Spinelli, N.; Van der Heyden, A.; Labbe, FmyPR.; Defrancq, E., A novel
conformationally constrained parallel g quadruplex. ChemBioQ2@#8,9 (16), 2588-91.

27 Dolphin, G. T.; Dumy, P.; Garcia, J., Control of amyloid beta-peptideogiboil formation by a designed
template assembly. Angew Chem Int HaD6,45 (17), 2699-2702.
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Figure25 : Schéma représentant les différentes approches basées sur  'utilisation du chdssis

Outre I’approche structurale, ce chassis peut tout aussi bien étre utilisé en tant que
support multivalent de ligand. Le RAFT peut comporter jusqu’a six sites d’accroches suivant
une orientation spatiale bien déterminée. En seaéfé@u plan moyen du cycle, on remarque
gue les quatre résidus lysines au voisinage desarides Pro-Gly ont leurs chaines latérales
qui s’orientent du méme coté du plan moyen du cycle, tandis que les deux résidus lysines
centraux ont leurs chaines latérales qui s’orientent vers le c6té opposé. Les différents sites de
greffage peuvent accueillir divers ligands et lessenéer de maniere multivalente. Renaudet
et al. utilisent les deux faces du chassis pour aoenldes sucres de type GalNAc et un
peptide immunoactif’® La combinaison et la multivalence de ces deux biéoules permet
I’activation des cellules NK sans induire d’effet indésirable comme [’apoptose. D’autres
composés présentant un cluster d’oligosaccharides ont été congus a partir de ce « scaffold ».
La présentation multivalente de sucre intervientsdarconception de vaccins synthétiqd®&s
ou la reconnaissance de récepteurs membranairesetentectines>°

128 Renaudet, O.; Krenek, K.; Bossu, I.; Dumy, P.; Kadek, A.; Adamek, D.; V&helkavan, D.; Gazak, R.;
Sulc, M., et al., Synthesis of Multivalent Glycoconjugates Cairtgithe Immunoactive LELTE Peptide: Effect
of Glycosylation on Cellular Activation and Natural Killing by HamPeripheral Blood Mononuclear Cells.
Am Chem S0@010,132 (19), 6800-6808.

129 Grigalevicius, S.; Chierici, S.; Renaudet, O.; Lo-Man, R.; Deriaud, E.; ke€ler Dumy, P., Chemoselective
assembly and immunological evaluation of multiepitopic glycoconjegbtaring clustered Tnh antigen as
synthetic anticancer vaccines. Bioconj CH2905,16 (5), 1149-1159.

%0 Renaudet, O.; Dumy, P., Chemoselectively template-assembled glyagatesj as mimics for multivalent
presentation of carbohydrates. Org. L2@03,5 (3), 243-246.
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[11.1.3. Conception de vecteurs ciblés pour la cancérologie

* Principe

Une derniére approche consiste a utiliser les pr@wistructurales de ce chassis pour
concevoir des vecteurs pour la thérapie et le diagn@& structure cyclique est un avantage
dans le cadre d’une utilisation in vivo. En effet, les peptides cycliques sont décpbur
conférer une plus grande résistance aux protéaseaine des particularités du RAFT réside
dans la présentation de deux faces fonctionnalisables de manicre indépendante avec jusqu’a
six sites de fixation de motifs structuraux. Ces s#est adressables chimiquement via la
fonction amine des chaines latérales des Lysinesemhgitentl’accrochage de différents
motifs sur les deux faces du gabarit. Il est égalemessible de moduler le nombre de sites
d’ancrage sur chacune des deux faces en remplagant les résidus lysines par des résidus
alanines. Les propriétés du RAFT en font un outil ipaiitrement versatile dans la
construction d’architectures multivalentes.

Domaine de
ciblage cellulaire

Domaine effecteur R, et R,: groupements . .
X : Lysine ou Alaline
protecteurs orthogonaux

Figure26 : Schéma du chassis RAFT utilisé pour la vectorisatiol@ée en cancérologie

La présentation de quatre sites de greffage sur lasiapérieure permet de construire
une architecture multivalente de ligands ciblantés®pteurs tumoraux tandis que les sites de
fixations sur la face inférieure permettdat conjugaison avec d’un a plusieurs éléments
effecteurs. Le systtme RAFT permet une séparationadpales modules de ciblage et
effecteur, évitant leur interférence (Figu26). Par ailleurs, il n’est pas immunogéne et sa

métabolisation cellulaire ne génére pas de prodeitségradation toxiqués®

* Propriétés du RAFT(c[-RGDfK-]4 pour la vectorisation ciblée en cancérologie

Des études antérieures menées dans notre laboratdirgeomis de concevoir un
vecteur ciblé utilisable en cancérologie. Ce commssé&oncu a partir du chassis moléculaire
RAFT conjugué via les chaines latérales de lysines quaatre motifs c[-RGDfK-].
L’intégration du motif —-RGD- permet de cibler I’intégrine ayf3 surexprimée par les cellules

181 Katsara, M.; Tselios, T.; Deraos, S.; Deraos, G.; Matsoukas, MLakoura, E.; Matsoukas, J.;
Apostolopoulos, V., Round and round we go: Cyclic peptides in disease. Cdir€ihen2006,13 (19), 2221-
2232.
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endothéliales des vaisseaux néo-angiogéniggtepar de nombreuses lignées tumorales
humaines®

L’étude de I’effet de multivalence de différents montages sur le chassis a montré que
les meilleures structures en terme de liaison et d’interaction avec 1’intégrine a3 sont des
gabarits présentant trois ou quatre motifs -RED**Le composé tétravalent est 10 fois plus
affin pour I’intégrine que le composé monovalent (Figure 27). Compte tenu des propriétés
structurales du RAFT4(c[-RGDfR); cette augmentation d’affinité est trés certainement liée a
un effet de concentration locale en ligands -R@Proximité de I’intégrine lorsqu’un ligand
multivalent y est associé. Cependant, il a été monue cette molécule était capable
d’interagir avec deux intégrines en solution, on peut donc supposer qu’un effet « cluster»
intervient lors de la reconnaissance entre les detiéeh” Lors de tests in vitro et in vivo, le
RAFT4(c[-RGDfK-]) est un inhibiteur efficace d&adlhésion cellulaire. Chez la souris Nude,
des injections intra-tumorales répétées de faiblegside RAFT4(c[-RGDFK-]) ont montré
une réduction de la croissance tumorale et conféree acamposé une activité anti-
angiogénique et antitumoral®.

Marquage
Cy5

Marquage
Hoechst
(noyau)

Hek29361) Hek29363) Hek293B3) Hek293p3)

Figure 27: Clichés d’imagerie de fluorescence de 'étude d’adhésion cellulaire du ligand marqué a la
cyanine 5 (a-b) RAFT4(c[-RGDfK-]) (cr[-RGDfK-] et (d) RAFT4(c[-FBADfK-]) sur la lignée cellulaire
KEK293(53) ou KEK29333)

Des études in vitro ont montré que le RAFT4(c[-RGDfK4§gente des propriétés
d’internalisation dans les cellules de statut o3 positif 132 L entrée cellulaire de ce composé
multivalent se fait par une endocytose réceptepedéanté>® contrairement au
cyclopentapeptide -RGD- qui semble étre interngdeséune endocytose en phase fluide. Par
ailleurs, le RAFT4(c[-RGDfK} biotinylé au niveau de sa face inférieure s’est avéré capable
d’internaliser une protéine de taille importante, la streptavidine (60 kDij.La trés bonne
affinité et spécificitt du RAFT4(c[-RGDfK} pour l’intégrine ayvPs et ses propriétés

132 Boturyn, D.; Coll, J. L.; Garanger, E.; Favrot, M. C.; Dumy, P., Tatephssembled cyclopeptides as
multimeric system for integrin targeting and endocytosis. J Am Cher2(B2;126 (18), 5730-5739.

133 Garanger, E.; Boturyn, D.; Coll, J. L.; Favrot, M. C.; Dumy, P., Multivalent RGD synipeptides as potent
alpha(V)beta(3) integrin ligands. Org Biomol Ch2606,4 (10), 1958-1965.

13 Foillard, S.; Dumy, P.; Boturyn, D., Highly efficient cell adhesionbeads functionalized with clustered
peptide ligands. Org Biomol Che2009,7 (20), 4159-4162.

135 Sancey, L.; Garanger, E.; Foillard, S.; Schoehn, G.; Hurbin, A.; Albiges-Riz Boturyn, D.; Souchier, C.;
Grichine, A.; Dumy, P., et al., Clustering and Internalizationntégrin alpha(v)beta(3) With a Tetrameric
RGD-synthetic Peptide. Mol Th&009,17 (5), 837-843.

136 Garanger, E.; Boturyn, D.; Jin, Z. H.; Dumy, P.; Fawrot, M. C.; Coll.,JNew multifunctional molecular
conjugate vector for targeting, imaging, and therapy of tumors. Mol 205,12 (6), 1168-1175.
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d’internalisation récepteur-dépendante ont permis d’envisager 1’utilisation de ce systéme pour
la vectorisation de molécules effectrices.

X Vectorisation d’agents pour la d tection de tumeurs

Pour des applications d’imagerie non invasive de tumeurs chez le petit animal, des
chromophores émettant dans le proche infrarouge (Cgd&ih I’ Alexa-Fluor® 700 %) et
divers radiotraceurs{1-Tyr, ®“mTc)**® ont été couplés au RAFT4(c[-RGDfK-]). Les
résultats préliminaires obtenus en imagerie optiquee é conjugué marqué au fluorophore
sur des modeles murins montrent que le RAFT4(c[-RGDfli])le efficacement la
neovascularisation tumorale ainsi que les métastiessetatutoyps positif (Figure28a)13 A
ce jour, une molécule analogue est utilisée en phaseinique pour I’aide a la chirurgie de
I’ostéosarcome (Figusb-c).

Figure 28: (a) Clichés d’imagerie optigue non invasive (a) de métastases et (b-cudeurs
(ostéosarcome) chez la souris (injections i.v. 10l d@a@onjugués/souris)

Afin d’améliorer la détection des tumeurs et des métastases par imagerie optique,
notre laboratoire a également développé de nouvebbesles fluorescentes activables en
conditions intracellulaires. Ces molécules sont cas®ps du vecteur multivalent cyanilé
auquel est conjugué par pont disulfure un « quench@SY21) capable d’absorber
I’émission de fluorescence de la Cyanine 5. Ce systéme de type FRET (Forster Resonance
Energy Transfer) permet la visualisation de la flsoemce aprées réduction du pont disulfure a
Iintérieur des cellules cancéreuses.™® Ce systéme permet d’augmenter le contraste lumineux
améliorant ainsi la détection tumorale (Figaey.**°

137 Keramidas, M.; Josserand, V.; Righini, C. A.;; Wenk, C.; Faure, C.; &Cdll, Intraoperative near-infrared
image-guided surgery for peritoneal carcinomatosis in a preiliexperimental model. Br J Sup§10,97 (5),
737-43.

138 @ sancey, L.; Ardisson, V.; Riou, L. M.; Ahmadi, M.; Marti-Batlle,; Boturyn, D.; Dumy, P.; Fagret, D.:
Ghezzi, C.; Vuillez, J. P., In vivo imaging of tumour angiogenas mice with the alpha(v)beta(3) inte%rin-
targeted tracer Tc-99m-RAFT-RGD. Eur J Nucl Med Mol Imagid@07, 34 (12), 2037-2047; )
Dimastromatteo, J.; Riou, L. M.; Ahmadi, M.; Pons, G.; Pellegrini,BEoisat, A.; Sancey, L.; Gavrilina, T.;
Boturyn, D.; Dumy, P., et al., In vivo molecular imaging of mydi@drangiogenesis using the alpha(v)beta(3)
integrin-targeted tracer Tc-99m-RAFT-RGD. J Nucl Car@@0,17 (3), 435-443.

139 Razkin, J.; Josserand, V.; Boturyn, D.; Jin, Z. H.; Dumy, P.; FavrotChll; J. L.; Texier, I., Activatable
fluorescent probes for tumour-targeting imaging in live mice. ChemMead@866,1 (10), 1069+.

140 Jin, Z. H.; Razkin, J.; Josserand, V.; Boturyn, D.; Grichine, A.; TekieFavrot, M. C.; Dumy, P.; Coll, J.
L., In vivo noninvasive optical imaging of receptor-mediated RGERBrivalization using self-quenched Cy5-
labeled RAFTe(-RGDfK-)(4). Mol Imaging2007,6 (1), 43-55.
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10 min
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v tumour T—
Conjugué . Kidney
(Cy5-S-S-QSY21) kidney :
RAFT(c[-RGDfK-] ,) V\

tumour

tumour

Figure29: Clichés d’imagerie de fluorescence de tumeurs sous cutanées (IGROV-1) chez la souris
(injections i.v. 10 nmol de conjugués/sour{s).

X Vectorisation d’agents th rapeutiques

En ce qui concerne la thérapie antitumorale, cesewext multivalents ont été
conjugués a la doxorubicine, des SIRNA ou un peptideapoptotique KLA"*' Ce peptide
pro-apototique ne présente aucune toxicité en defmia cellulemas une fois internalisé
dans la cellulesible, il induit I’apoptose en perturbant la membrane mitochondriale. Le
conjugué RAFT(c[-RGDfK4)-KLA a montré un effet biologique spécifique envees |
cellules exprimant I’intégrine.**® En couplant ce conjugué a un systtme FRET, il a été
possible de visualiser le cheminement et la libératlu composé actif jusqu'a sa cible : la
mitochondrie**®

11 Foillard, S. Synthése de nouveaux vecteurs peptidiques pour la thénéipiaréreuse et limagerie
tumorale. These :Chimie-Biologie, Université Joseph Fourier, 2008.

12 Foillard, S.; Jin, Z. H.; Garanger, E.; Boturyn, D.; Fawrot, M. CH,Co L.; Dumy, P., Synthesis and
Biological Characterisation of Targeted Pro-Apoptotic Peptide. CherhBio2008,9 (14), 2326-2332.

143 Foillard, S.; Sancey, L.; Coll, J. L.; Boturyn, D.; Dumy, P., Targelelivery of activatable fluorescent pro-
apoptotic peptide into live cells. Org Biomol Ch2609,7 (2), 221-224.
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[11.2. M thode de conjugaison pour I’assemblage de biomolécules

Afin de concevoir des macromolécules complexes, le chimiste doit disposer d’un
grand nombre de méthodes chimiques permettant I’assemblage de différents éléments.

[11.2.1. Couplages chimiques traditionnels

Plusieurs stratégies de couplages chimiques pe@enutilisées pour assembler les
biomolécules. Par exemple, le couplage amide faisdatvenir un acide et une amine est
couramment utilisé pour ’assemblage de peptides. Dans cette stratégie, les fonctions mises en
jeu pour la conjugaon doivent étre les seules a réagir. C’est pourquoi, les fonctions
potentiellement réactives que comportent les biooudés doivent étre protégées. Une fois le
couplage effectué, une étape de déprotection esssaioe pour obtenir le composé désiré.
Pour controler les différents sites de fixation, de hweux groupements protecteurs
orthogonaux ont été développés.

Déprotection
S

Qe Fragment—|

[«_-Ij 0
Agent de
it OH couplage qﬂ o @ o
N
H

Figure30: Principe de couplage de deux fragments protégékgmeamide

Cependant, ces méthodes comportent de nombreustditms. Un agent de couplage
est nécessaire a la réactivité et peut parfois causer 1’épimérisation du composé. L’ utilisation
de nombreux groupements protecteurs cause parfoispdesiemes de solubilités et
d’agrégations. Enfin, la conjugaison de biomolécules de natures différentes peut s’avérer
problématiqueEn effet, la chimie standard des différentes biomolécules n’est pas entierement
compatible et ne permet pas 1’utilisation de ce type de stratégie. Par exemple, dans le cas d’un
couplage peptide-oligonucléotide, les fragmentsigeptes se déprotégent par un traitement
en milieu acide, conditions dans lesquelles legoolicléotides sont instables.

[11.2.2. Ligations chimiosélectives

L’utilisation de réactions chimiosélectives est une approche alternative auhouokéts
de couplages traditionnelles pour I’assemblage de biomolécules. Cette stratégie de couplage
met en jeu des fragments comportant des fonctionsighés présentant une réactivité
réciproque et spécifiqué® Elle permet ainsi lutilisation de biomolécules totalement
déprotégées de natures différentes comme les oligortid®s, les oligosaccharides et les
peptides. L’utilisation de composés sans groupement protecteur permet de limiter les

144 |sidro-Llobet, A.; Alvarez, M.; Albericio, F., Amino acid-protectiggoups. Chem Re2009,109 (6), 2455-
504.

145 Kolb, H. C.; Finn, M. G.; Sharpless, K. B., Click chemistry: Divetkemical function from a few good
reactions. Angew Chem Int E2001,40 (11), 2004+.
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probléemes de dabilité et certains phénoménes d’agrégation. Par ailleurs, ces méthodes
chimiosélectives donnent généralement de bons remdsnsans réactif de couplage et
peuvent s’opérer en milieu aqueux. Les stratégies de synthéses sont souvent simplifiées et les
manipulations chimiques diminuées.

Les ligations chimiosélectives peuvent se classerdemx catégories : celles permettant

d’obtenir un lien natif (comme le lien amide) et d’autres donnant un lien non-naturel**°

NH NH

O_NH, OH O_OH NH
Y 2 [ an NH, 2 O_NH, OH O(OH HNJLNHZ rlmz o

il aulie
o (ST o —— - - - ST o

Figure31l: Principe de la ligation chimiosélective

* Ligation par Lien natif

La formation d’un lien natif peut étre obtenue par une stratégie mise au point par Kent
et al. appelée « Native Chemical Ligation » (NGt)La NCL est généralement utilisée pour
coupler différents fragments de peptides afin d’obtenir une protéine. Cette ligation fait
intervenir des segments déprotégés comportant ucéidorthioester et un résidu cystéine en
N-Terminal du peptide. La formation du lien amidé residue possible grace a une étape de
capture du thioester suivie d’une étape de réarrangement intramoléculaire appelé S—N shift.
En se basant sur ce concept de « capture/réarrangemiRatnes et coll. ont développé une
ligation chimiosélective menant & lien natif en s’inspirant de la réaction de Staudinger.™*®
Cette méthode appelée « Traceless Staudinger Ligatfait intervenir un azoture et un ester
de phosphinothiol qui réagissent pour former un imiogphorane suivi du réarangement
S— N shift pour donner un lien natif. D’autres réactions moins utilisées permettent
I’obtention d’un lien amide comme celle faisant intervenir un azoture et un thioacide, 149 un
azoture et un selenocarboxyi®ou un cétoacide et une hydroxylaminé.

148 Hackenberger, C. P. R.; Schwarzer, D., Chemoselective LigatidrModification Strategies for Peptides
and Protems Angew Chem Int 2608,47 (52), 10030-10074.

147 @ pawson, P. E.; Muir, T. W.; Clark-Lewis, I.; Kent, S. B., Synthesis of proteins byertiemical ligation.
Science1994, 266 (5186), 776-9:®) Dawson, P. E.; Kent, S. B. H., Synthesis of native proteins by chemi
ligation. Annu Rev Biochen2000, 69, 923-960; © Muir, T. W.; Sondhi, D.; Cole, P. A,, Expressed protein
ligation: A general method for protein engineering. Proc Natl Acad Scil988,95 (12), 6705-6710.

148 @ Nilsson, B. L.; Kiessling, L. L.; Raines, R. T., Staudinger ligatidrpeptide from a thioester and azide.
Org. Lett.2000,2 (13), 1939-1941® Nilsson, B. L.; Kiessling, L. L.; Raines, R. T., High-yielding Staudinge
ligation of a phosphinothioester and azide to form a peptide. OrgQe@itt 3 (1), 9-12.

149 Shangguan, N.; Katukojvala, S.; Greenberg, R.; Williams, L. J., Teéaeaf thio acids with azides: a new
mechanism and new synthetic applications. J Am Cher@ @, 125 (26), 7754-5.

130 Knapp, S.; Darout, E., New reactions of selenocarboxylates. Orgaest7 (2), 203-6.

31 Bode, J. W.; Fox, R. M.; Baucom, K. D., Chemoselective amide ligaipecarboxylative condensations
of N-alkylhydroxylamines and alpha-ketoacids. Angew Chem In2@6,45 (8), 1248-1252.
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Figure32: Schéma des différentes ligations chimiosélectivaadat un lien natif

* Ligation par lien non-naturel

Les réactions qui suivent mettent en jeu deux grodigmsionnels orthogonaux qui
réagissent sélectivement pour donner un lien non elatua ligation la plus étudiée est sans
doute la cycloaddition 1-3 dipolaire catalysée pa€levre | entre un alcyne et un azoture.
Cette réaction développée par Meld et Sharples$® souvent référencée sous le nom de
« click» *° donne le lien triazole 1,4 disubstitué comparé &desion non-catalysée qui
délivre I’isomere 1,4 et 1,5 dans des proportions équivalentes. Cette réaction chimiosélective
envers un grand mebre de groupes fonctionnels, donne d’excellents rendements et peut
s’effectuer dans des conditions douces.

La condensation de carbonyles sur des amines prisnaireéophiles est trés utilisée
pour la bioconjugaison et s’effectue généralement en milieu acide pour donner un lien imine
réversible. Cette imine peut étre réduite in-siturp@rmer un lien amine non-hydrolysable.
La présence d’un groupe donneur d’¢lectron en position a de I’amine est utilisé pour former
des liens hydrazones et oximes montnamt plus grande stabilit¢ a I’hydrolyse. Ces deux
liens présentent une grande stabilité a pH physigleget sont couramment utilisés pour la
ligation de biomolécule§?*

Les propriétés réactionnelles des thiols offrentdasphilité de former différents liens
chimiosélectifs dans des conditions bien précisdd, (pradiation, oxydation). Le lien
thioéther peut étre formé par addition de types Miclsagl un maléimide, par réaction

2 Tornoe, C. W.; Christensen, C.; Meldal, M., Peptidotriazoles on solid phase: [1,2,3ksihyakgiospecific
copper(i)-catalyzed 1,3-dipolar cycloadditions of terminal alkynes to azidag Chen002,67 (9), 3057-64.
133 Rostovtsev, V. V.; Green, L. G.; Fokin, V. V.; Sharpless, K. B., A stpWwuisgen cycloaddition process:
copper(l)-catalyzed regioselective "ligation" of azides t@mchinal alkynes. Angew Chem Int 002,41 (14),
2596-9.

134 @ Forget, D.; Boturyn, D.; Defrancq, E.; Lhomme, J.; Dumy, P., Highligiefit synthesis of peptide-
oligonucleotide conjugates: Chemoselective oxime and thiazolidinettorm&hem-Eur 2001,7 (18), 3976-
3984; ® Shao, J.; Tam, J. P., Unprotected peptides as building blocks for thessymthpeptide dendrimers
with Oxime, Hydrazone, and Thiazolidine linkages. J Am ChenS66,117 (14), 3893-3899%) Melnyk, O.;
Fehrentz, J. A.; Martinez, J.; Gras-Masse, H., Functionalizatigreptides and proteins by aldehyde or keto
groups. Biopolymer2000,55 (2), 165-186.
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radicalaire entre un thiol et un alcén® ou par substitution nucléophile’vst dérivé
Halogéné. Un autre lien possible est le pont disalfjui résulte de la condensation de deux
unités thiols en milieu oxydant.

D’autres ligations sont référencées dans la littérature mais leur utilisation est plus rare.
Par exemple, les réactions de cycloaddition de Dider *°° ont montré de bons rendements
et une bonne sélectivité mais sont trés peu wiigEour la conjugaison de biomolécules. La
grande majorité des liaisons obtenues sont stables dies conditions physiologiques mais
certaines présentent des stabilités dépendantesliéu environnant (pH, milieu réducteur).
Par exemple a I’intérieur du cytoplasme, la liaison disulfure peut étre réduite et coupée. Cette
rupture est souvent utilisée dans des stratégiesdrqmues » avec libération intracellulaire
du composé conjugué

| 0 0
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Figure33: Schéma des différentes ligations chimiosélectivaadat un lien non-naturel

195 Wittrock, S.; Becker, T.; Kunz, H., Synthetic vaccines of tumor-assodigedpeptide antigens by immune-
compatible thioether linkage to bovine serum albumin. Angew Chem IB0&0,46 (27), 5226-30.

%6 de Araujo, A. D.; Palomo, J. M.; Cramer, J.; Seitz, O.; AlexandfavWaldmann, H., Diels-Alder ligation
of peptides and proteins. Chemis2306,12 (23), 6095-109.

47



INTRODUCTION

l11.3. Objectifs des travaux réalisés

Dans 1I’optique de développer de nouveaux vecteurs peptidiques pour des applications
anticancéreuses, nos travaux se sont focalisés steckercher de nouveaux ligands de
récepteurs tumoraux en s’inspirant de modeles biologiques. Les anticorps monoclonaux
constituent une classe prometteudéagent thérapeutique ciblé en pleine évolution.
Cependant, de nombreux inconvénients limitent leyslodation optimale comme leur
biodisponibilité au niveau des tumeurs solidiss stabilité des lignées productrices, leur
fonctionnalisation chimique souvent difficile, etdelt excessif de leur production. Dans ce
contexte, la conception de composés synthétiqugwodeisant les fonctions de
reconnaissance des mAbs représente une approchrafilte avantageuse. Les boucles CDR
des mAbs impliguées dans la reconnaissadicé’antigéne peuvent étre mimées par des
peptides qui conservent une excellente affifité.une approche d’ingénierie moléculaire, ce
projet a pour objectif de réaliser des mimes syrmihés de mAbs présentant une haute
spécificité pour leur cible et pouvant étre conjug@aéun élément de détection et/ou de
cytotoxicité De part leur nature entierement synthétique, la tfoncalisation et la
production de ces composeés seront plus aisées.|lRarsileur taille plus réduite permettrait
une meilleure pénétration des tumeurs solides.

Les travaux antérieurs réalisés au sein de notre larabnt démontré que les
propriétés conformationnelles du cyclodécapeptidique-R lui conferent de multiples
applications. En outre, ce chasis moléculaire géet utilisé en tant que support multivalent
pour présenter des éléments de ciblage (ligands « RGI délivrer spécifiquement des
éléments de détection et/ou cytotoxique daescellules tumorales exprimant le récepteur
cible (intégrineayfs) in vitro et in vivo. Dans cette approche, nous psgms la conception de
mime d’un anticorps monoclonal thérapeutique : le Rituximab ciblant ’antigéne CD20 utilisé
dans le traitement des lymphomes Néwdkinien. Ce mime de mAb sera composé d’un
domaine de reconnaissance issul’dnalyse structurale du mAb, étun module effecteur
composéd’un élément de détection et/ou cytotoxique, le tout assemblé surchassis
moléculaire RAFT.

L’un des paramétres importants dans la conception de structures complexes, basée sur
ce chassis peptidique, réside dans le contréle iffésetits sites de greffage. Les domaines de
ciblage et de reconnaissance doivent étre fondil@as indépendamment de maniere
chimiosélective. Par ailleurs, le module de recorsagise peut étre fonctionnalisé selon
différentes approches structurales : présentation migltite de ligands ou présentation de
sites discontinus. Nous nous sommes donc intéreasédevelopper des procédures
d’assemblages biomoléculaires permettant de moduler les sites d’accrochages du chassis.
Pour cela, nous avons mis au point des méthodolatgesynthese combinant plusieurs
ligations chimiosélectives orthogonales. On démoatogie cette stratégie offre de multiples
avantages et permet un assemblage en « One pos ¢tsges de déprotection ni purification
intermédiaire.
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Figure34 : Objectifs des travaux

La premiére partie du manuscrit est consacrée aux difByestratégies de synthese.
Ce chapitre regroupe les méthodologies de synthésssdifférents précurseurs (acides
aminés modifieés, chassis moléculaires, ligands ¢@iepies) ainsi que leur procédure
d’assembages chimiosélectifs PARTIE A). La seconde partie de mes travaux est dédiée a la
recherche de nouveaux ligands de récepteurs tumoraux s’inspirant du mAb Rituximab. Dans
cette approche, nous présenterons la conception, la synthése et I’évaluation biologique
d’assemblages peptidiques mimant I’activité de reconnaissance de cet anticorps (PARTIE B).
La derni¢re partie du manuscrit sera consacrée a la préparation et 1’évaluation biologique de
vecteurs multivalents destinés a des applications d’imagerie tumorale. Nos chassis
multivalents présentant des ligands RGD ont étéugrds avec différents agents de détection
puis évalués par techniques d’imagerie TEP, IRM et imagerie optique (PARTIE C).
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Partie A Procédures de synthése

A. Procédures de synthese

A.1l. Stratégie de synthése

Durant mes travaux de these, différentes stratégies d’assemblages biomoléculaires ont
eté déeveloppées afin de concevoir des structures leaes (Figure35). Comme il a été
démontré auparavant, le chassis RAFT possede dees flistinctes auxquelles on attribue
deux roéles différents. La face supérieure du chassimgida reconnaissance cellulaire grace
a la présentation de ligands ciblant les récepteurmraux. Ce domaine de ciblage a été
fonctionnalisé selon différentes approches structurdlaspremiere approche consiste a
présenter quatre copies d’un méme ligand afin d’augmenter 1’affinité envers sa cible par effet
de multivalence. La seconde approche permet deegoircun site discontinu en greffant
deux ou trois ligands différents selon une dispositi@m précise. Cette derniére sera utilisée
pour concevoir des mimes d’un paratope d’anticorps décrit dans la seconde partie du
manuscrit. Une fois le domaine de reconnaissancenidéf face inférieure sera
fonctionnalisée par un ou deux éléments dont les m@dsriseront utilisées pour des
applications diagnostiques ou thérapeutiques.
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Figure35 : Stratégies rétrepnthétique d ‘assemblage biomoléculaire
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La stratégie d’assemblage utilisée consiste a synthétiser indépendamment les différents
fragments et de les assembler pour former les compisdses. Pour concevoir de telles
architectures, il est nécessaire de controler spéeifigut les différents sites de greffage du
chassis. Pour cela, différentes stratégies ont étéagidas. La premiére approche consiste a
utiliser des gropements protecteurs orthogonaux sur les différents sites d’accrochage du
chassis. Les différents fragments seraient ainsi asésrmshr le chassis aprés déprotection
successive des groupements orthogonaux. Pour cowgderfrdgments entre eux il est
préfé&able d’utiliser des ligations chimiosélectives plutét qu’un couplage conventionnel par
lien amide (cf. g4). La littérature référence de nombreux exemples aititisette stratégie de
déprotections et de couplages successifs pour coincees molécules a haut poids
moléculaire. Cette stratégie est trés utilisée notamipour la synthése totale de protéifiés.
La procédure d’assemblage la plus courante consiste a greffer plusieurs fragments peptidiques
par ligations natives et déprotections successivagsidus cystéine en N-termiraf:**°En
2008, Carell et coll. procedent au couplage succdsdifois composés différents par ligation
CuAAC sur un oligonucléotide modifié par des alcynes ggés par des groupes
orthogonauX® Bien qu’efficaces, ces stratégies comportent quelques limites. Les
nombreuses étapes de déprotections et de couptagesssifs augmentent le nombre de
manipulations chimiques. De plus, les conditiongldprotection étant parfois incompatibles
avec les procédures de ligation, il est nécessaire d’isoler le produit par purification. Afin
d’éviter I'utilisation de groupements protecteurs, une derniére stratégie basée sur 1’utilisation
de ligations chimiosélectives orthogonales a ¢té retenue. Cette procédure d’assemblage
nécessite I’emploi de différentes réactions chimiosélectives ne présentant aucune interaction
I’'une envers I’autre. De ce fait, les étapes de déprotections seront éliminées et le nombre de
manipulations se verra, par conséquent, diminué. Palisee cette stratégie, trois types de
ligation ont été sélectionnés : la ligation oxir@eligation CUAAC et la ligation thioéther.

La suite du manuscrit portera sur la synthese de difersagments et chassis
moléculaires ainsi que leur assemblage par ligatibimigsélectives. On démontrera que la
combinaison de ligations chimiosélectives orthogesalffre de multiples avantages comme
I’assemblage en « One pot » sans étapes de déprotection ni purificatitermédiaire.

A.2. Les ligations utilisées
A.2.1. Ether d’oxime

La formation du lien éther d’oxime résultant de la condensation entre une fonction
oxyamine et un carbonyle a été étudiée la premadsesh 1959'°* Cependant, son utilisation
en tant que ligation a été référencée bien plus pardRose et al. pour la conception de

57 Kent, S. B. H., Total chemical synthesis of proteins. Chem. Soc26@9,38 (2), 338-351.

18158 Bang, D.; Kent, S. B. H., A one-pot total synthesis of crambin. Angew Qitelfitl 2004,43 (19), 2534-
2538.

%9 Torbeev, V. Y.; Kent, S. B. H., Convergent chemical synthesis arsiatistructure of a 203 amino acid
"covalent dimer" HIV-1 protease enzyme molecule. Angew Chem /208d,46 (10), 1667-1670.

180 Gramlich, P. M. E.; Warncke, S.; Gierlich, J.; Carell, T., Clitikk-click: Single to triple modification of
DNA. Angew Chem Int EQ008,47 (18), 3442-3444.

181 Jencks, W. P., Studies on the Mechanism of Oxime and Semicarbazonéidtdtma Am Chem So959,
81 (2), 475-481.
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protéines a haut poids moléculatfé Grace a I’effet inductif donneur de I’oxygéne en a, le
lien oxime possede une plus grande stabilité wssate 1’hydrolyse, par rapport a d’autres
liens similaires comme le lien hydrazol?d.Ce lien est particuliérement stable dans une
gamme de pH allant de 2 a 9 et son hydrolyse a pMHiplogique est extrémement faible.
Dans le cas d’un aldéhyde et d’une oxyamine aliphatique, les conditions optimales de
couplages se situent entre pH 4 et 5. En miliédeda formation de ce lien est quantitative et
rapide mais extrémement faible & pH 7 ce qui a pfiat @e limiter son utilisation in vitret
in vivo. Cependant, les études menées par Dawsaulleint montré qu’a pH physiologique,
I’ajout d’aniline catalyse la réaction *** ouvrant la voie aux ligations oxime in vi®:**°Par
ailleurs, ce lien offre une excellente chimiosélet#iét la conjugaison par ligation oxime est
coummment utilisée pour I’assemblage de biomolécules comme des glycopeptides,™ les
conjugués peptides-oligonucléotidé®ou les conjugués glycopeptides-oligonucléotitiés.

A.2.2. Lien Triazole

La formation d’un triazole, mettant en jeu une fonction alcyne terminale et un azoture,
a été mise au point par Huisgen en 1883A I'origine, cette cycloaddition 1,3 dipolaire
nécessitait un apport énergétique important et ddigeaix regioisomeres 1,4 et 1,5 dans des
proportions équivalentes. En 2002, Sharpless et Me&takttent cette réaction au godt du
jour en rendant cette réaction régiosélective etugmantant sa cinétique de formation grace
a I'utilisation du Cu' comme catalyseur. Cette réaction, présentant de mombvantages, fut
rapidement utilisée en tant que ligation chimiogilecdans une multitude de domaines
(conjugaison de biomolécules, dendriméres, ligation sur surface, librairie combinatoire ...).
En effet, les fonctions azoture et alcyne sont paréiceinent inertes envers une large variété
de produits chimiques et stables dans les conditittnsynthése de biomolécules ce qui rend
leur utilisation plus aisée. Par ailleurs les caratiues spatiales et électroniques du triazole
font de ce dernier un excellent bioisostere du lien amide a la différence pres qu’il est stable a
I’hydrolyse et aux protéases.®

Cette ligation, communément appelée CuAAC (Copper yzddl Azide alcyne
Cycloaddition), est une réaction particulierement robpstivant s’effectuer dans une large
variété de solvants dans une zone de pH allant@®.7Le facteur le plus important est de
maintenir le cuivre a un degré d’oxydation I tout au long de la réaction. C’est pourquoi, il
existe de nombreuses conditions opératoires, plusmoms efficaces, employant diverses

182 Rose, K., Facile Synthesis of Homogeneous Attificial Proteins. J Am Ghe994,116 (1), 30-33.

183 Kalia, J.; Raines, R. T., Hydrolytic stability of hydrazones and oxirAegew Chem Int E®2008,47 (39),
7523-7526.

184 Dirksen, A.; Hackeng, T. M.; Dawson, P. E., Nucleophilic catalysisxafe ligation. Angew Chem Int Ed
2006,45 (45), 7581-7584.

185 Zeng, Y.; Ramya, T. N. C.; Dirksen, A.; Dawson, P. E.; Paulson, J. gh;efficiency labeling of sialylated
glycoproteins on living cells. Nat Me2009,6 (3), 207-209.

185 Baskin, J. M.; Dehnert, K. W.; Laughlin, S. T.; Amacher, S. L.; Bertozzi, C. R., \éBugknveloping layer
glycans during zebrafish early embryogenesis. Proc Natl Acad 820,107 (23), 10360-10365.

187 Singh, Y.; Renaudet, O.; Defrancq, E.; Dumy, P., Preparation of a migltilysopeptide-oligonucleotide
conjugate. Org. LetR005,7 (7), 1359-1362.

188 Huisgen, R., 1,3-Dipolar Cycloadditions. Past and Future. Angew Chem &2 (10), 565-632.

189 Kolb, H. C.; Sharpless, K. B., The growing impact of click chegiatr drug discovery. Drug Discov Today
2003,8 (24), 1128-37.
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sources de cuivre pour la formation de'@QuSQ/ Ascobate de sodium, CuBr, Cul,
nanopoudre de cuivre...).” La procédure la plus utilisée pour la formation dé & obtenue
par réduction du sulfate de Epar ’ascorbate de sodium. Bien qu’efficace, cette méthode
présente quelques inconvénients comme la produd®neroxyde d’hydrogéne in situ
pouvant oxyder certains résidus peptidiques (Hisid®ystéine, Méthionine) ou induire des
coupures des biomolécules. De nombreuses études se sont penchées sur 1’optimisation de
cette ligation et ont montré que I'utilisation d’un ligand stabilisant le Cu' permet d’augmenter

la cinétique, le rendement de la réaction et limétedxydations néfasté§: Néanmoins, cette
ligation n’est pas réduite a I'utilisation du Cu' comme catalyseuf? En 2007, Bertozzi
andcoll ont développé une méthode originale permettaifdrmation du lien triazole in vivo
en I’absence de catalyseur.'’”® Cette réaction non-catalysée est rendue possibles giac
I’utilisation d’une cyclooctyne présentant un alcyne contraint qui abaisse le AG de I’état
transition de formation du triazole. Malgré 1’absence de régiosélectivité, cette réaction
présente une chimiosélectivité et biocompatibildéale pour des ligations chimiques in
vivo.*"

A.2.3. Ligation Thioéther

La ligation thioéther est une technique trés utilidaas le domaine de la biochimie
pour la fonctionnalisation des protéines via leugsidus cystéines. Cette ligation
chimiosélective permet d’obtenir un lien stable dans différentes conditions (pH, oxydation).
lls existent plusieurs types de téans permettant I’obtention d’un lien thioéther a partir d’un
dérivé thiol. Ce lien peut étre formé par additiontgee Michael sur un maléimide, par
réaction radicalaire entre un thiol et un alcéne au gdition nucléophile sur un dérivé
halogéné. La chimiosélectivité des fonctions thiéside dans leur réactivité particuliere
(Nucléophile mou) comparée aux autres groupements émmetis des biomolécules. En
1995, Mutter et coll.ont réalisé¢ 1’assemblage de plusieurs fragments peptidiques sur un
chassis présentant quatre fonctions maléimide pmtidin thioéthet’® Cette ligation se
réalise dans des conditions douces en milieu aqueux et offre d’excellents rendements. Un
autre exemple réalisé par Englebretsen et al. maqiee les dérivés thiols réagissent
spécifiguement sur les dérivéas-halogénocarbonyles selon une substitution nuclé®phi
d’ordre 2.1"® Cette stratégie a été utilisée avec succés pour woinaen analogue de la
protéase HIV. Cependant, la fonction thiol étant uspeee tres réactive, son utilisation
présentequelques inconvénients. Ces derniers sont trés sensibles a 1’oxydation de I’air et

179 Meldal, M.; Tornoe, C. W., Cu-catalyzed azide-alkyne cycloaddition. Chem26@8,108 (8), 2952-3015.
"1 Hong, V.; Presolski, S. I.; Ma, C.; Finn, M. G., Analysis and optitiinaof copper-catalyzed azide-alkyne
cycloaddition for bioconjugation. Angew Chem Int #009,48 (52), 9879-83.

12 jJewett, J. C.; Bertozzi, C. R., Cu-free click cycloadditiorctieas in chemical biology. Chem. Soc. Rev.
2010,39 (4), 1272-1279.

173 pgard, N. J.; Prescher, J. A.; Bertozzi, C. R., A Stainmoted [3 + 2] Azide—Alkyne Cycloaddition for
Covalent Modification of Biomolecules in Living Systems. J Am Chem280d,126 (46), 15046-15047.

1" Laughlin, S. T.; Baskin, J. M.; Amacher, S. L.; Bertozzi, C. R., InoMimaging of Membrane-Associated
Glycans in Developing Zebrafish. Scierk@)8,320 (5876), 664-667.

15 Nefzi, A.; Sun, X. C.; Mutter, M., Chemoselective ligation of nfuitctional peptides to topological
templates via thioether formation for TASP synthesis. Tetrahedroh9@H;36 (2), 229-230.

176 Englebretsen, D. R.; Garnham, B. G.; Bergman, D. A.; Alewood, P. FqualNhioether Linker: Chemical
Synthesis of a HIV-1 Protease Analogue by Thioether Ligation. Tetraméeit1995,36 (48), 8871-8874.
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peuvent former des diméres via un pont disulfureuteagour effet de limiter les rendements
de la ligation. Afin d’optimiser la réaction, il est souvent nécessaire de dégazer les solutions
ou d’introduire un agent réducteur dans le milieu.

A.3. Synthese sur phase solide

La technigue de Synthése Peptidique sur Phase S@IEES) a été utilisée pour
préparer les différents peptides linéaires impliquésisdla préparation des différentes
molécules. Cette procédure, mise au point par Mdditlans les années 1960 consiste en
I’addition successive d’acides aminés protégés sur un support insoluble a partir de 1’extrémité
C-terminale. Les supports solides sont généralemesthilles de polyméres réticulés de
différentes natures (PEG, Polystyréne ...) possédant des bras espaceurs fonctionnalisés pour
la liaison du premier acide aminé. Sur le marchéxiste un grand nombre de résines
commerciales possédant différentes propriétés de abtvat(solvants aqueux/organiques) et
diverses fonctions chimiques. Le choix du bras espaceur permet le décrochage d’un peptide
protégé et permet la modification de 1’extrémité C-terminale (acide, amide, hydrazide, ester
méthylique, aldéhyde).

En SPPS, I’addition de chaque acide aminé s’effectue selon un cycle de deux étapes : le
couplage d’un acide aminé protégé et 1’élimination du groupement protecteur Na—terminal.
La synthése sur support offre de nombreux avantagespaorta la synthese en solution. La
résine étant séparée de la phase liquide par simple filtration, les étapes d’isolations et de
purifications des produits sont de ce fait simplifiées. Afin d’optimiser les rendements de
couplages, il est possible d’utiliser un exces de réactifs. L’excédent de réactif restant dans la
phase liquide est facilement éliminable par filtration

Il existe plusieurs stratégies pour réaliser une syntpepadique qui different par le
choix du groupe protecteuroNerminal et les groupements protecteurs orthogonailigés
pour protéger les chaines latérales des acides arhmégatégie la plus couramment utilisée
reste la stratégie Fmoc/tBu. Cette derniere utiliseguoupement alcalino-labile Fmoc
(fluorénylméthoxycarbonylekn tant que groupe protecteur de ’amine en o facilement
¢liminable en présence de pipéridine. Pour des raisons d’orthogonalité, les protections des
chaines latérales sont stables en milieu basique et s’enlévent en conditions acides par un
traitement a I’acide trifluoroacétique. Par ailleurs, la modulariié la SPPS permet
I’incorporation d’acides aminés modifiés.

A.4. Introduction des groupes fonctionnels chimiosélectifs

Comme il a été précisé auparavant, ’assemblage des différents fragments sur le
chassis RAFT est réalisé par I’intermédiaire de liens chimiosélectifs orthogonaux. De maniére
générale, les différentes unités peptidiques sont étiséles en SPPS puis rassemblées en
solution afin d’effectuer les différents montages. Les fragments et les sites d’accrochages du
chassis doivent présenter les différents groupes @matls impligués dans la ligation
chimiosélective. Dans ce contexte, plusieurs proE ont été mises au point pour

17 Merrifield, R. B., Solid phase peptide synthesis. I. The synthesisetfapeptide. J Am Chem St863,85
(14), 2149-54.
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I’introduction de ces fonctions. En général, la modification d’un peptide s’effectue grace a la
déprotection orthogonale d’un site d’accroche suivie du couplage d’un composé comportant la
fonction désirée. Dans ces travaux, hous avons ameésapproche alternative en incorporant,
directement lors de la SPPS, des acides aminés fi@Godiomportant les fonctions
chimiosélectives.

A4.1l. Synthése d’acides aminés modifiés

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressyRimiser les voies @
synthéses des chassis moléculaires en diminuant le nombre d’étapes et en augmentant les
rendements. L un des paramétres importants dans la conception des différents chassis réside
dans le controle des différents sites de greffage s@lasment, les fonctions impliquées dans
les ligations chimiosélectives sont introduitesésmsynthese peptidique sur support solide sur
les cyclopeptides en solution. Cette stratégie nécessite 1’élimination de différents groupes
protecteurs orthogonaux (supportés pas les chairealés des lysines) suivie du couplage
d’un ester activé portant le groupe fonctionnel désiré (Figure36). Afin de nous affranchir de
ces étapes de fonctionnalisation et de déprotectioccessives, nous avons décidé
d’incorporer, lors de la SPPS, des acides aminés modifiés présentant les fonctions impliquées
au cours des différentes ligations chimiosélectiva8c& a cette stratégie, il est possible de
synthétiser un chassis moléculaire présentant plssgiies chimiosélectifs orthogonaux.

EHEd w UV
Groupements protecteurs Groupements fonctionnels
g orthogonaux chimiosélectifs
_ Lys, i“ ‘
G.y”L \Alaﬁ \pro Utilisation en SPPS d’acides aminé
ys, a ef 2 < fE4
Pr{/ \Ala/ \GI/ v — Ala—Lys—Pro—Gly—Ala—Ala—Lys—Pro—Gly modifiés par différe "‘ts'grql"pe.ments
y fonctionnels chimiosélectifs
L ? (cP T (e ?
AN Lys\ _ Lys P Lys LJ
Iy %, aa” Pro cly” S e cly” Sa e
//Lys\ /Ala\ / v //Lys\ Ala / v //Lys\ Ala\ / 7 N
Pro Ala Gly Pro Ala/ \Gly Pro Ala/ Gly —Ala—Lys—Pro—Gly—Ala—Ala—Lys—Pro—Gly

Utilisation de groupements protecteurs orthogonaux
et introduction en solutiondes différent groupements fonctionels

Figure36 : Schéma rétroynthétique des deux voies de synthése d’un chdssis moléculaire présentant
plusieurs sites chimiosélectifs orthogonaux

L’utilisation de ces acides aminés modifiés diminue considérablement le nombre
d’étapes en solution permettant ainsi un gain en termes de rendement et de temps de synthese.
Les acides aminé 5, 7, 9 et 11 ont été synthétisés a partir de la Fmoc-lysine &entent,
sur leurs chaines latérales, les fonctions impliqudsass la ligation oxime, CuAAC et
thioéther (Figure7). Les fonctions aldéhyde, oxyamine ou thiol sontglesipes tres réactifs
et doivent subir des modifications pour demeurer isadurant la synthése peptidique. Les
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fonctions thiol et oxyamine seront protégées par despgments acido-labiles tandis que la
fonction aldéhyde sera masquée par un résidu sérinefoheions alcyne et azoture étant
inertes dans les conditions de SPPS, aucune protection n’est nécessaire.
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aldéhyde masquée oxyamine protégée alcyne terminale azoture thiol protégée

Figure37: Schéma des acides aminé modifiés

* Synthése de dérivés de Lysine présentant un aldéhyde snqaé

De nombreuses stratégies de synthése, référencéetaddtérature, ont été mises au
point pour la fonctionnalisation de peptides par welayde. La stratégie la plus courante
pour I’obtention d’un peptide aldéhydique met en jeu la coupure oxydante d’un diol *"®*"°ou
d’un a-aminoalcool® Pour cette étude, nous avons décidé d’introduire une sérine qui aprés
déprotection et oxydation aigiodate de sodium offre I’aldéhyde glyoxylique.'®! Pour des
raisons de stabilité dans les conditions de SPPSratégie Fmoc/tBu, la sérine est protégee

par des fonctions acido-labiles orthogonales au gnmgmt Fmoc.
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Figure38 : Schéma de synthése de ['acide aminé modifié présentant une fonction aldéhyde masquée

Pour effectuer la synthése du dérRBiéon prépare ’ester activé d’une Boc-Ser(tBu)-
OH en utilisant le N,N'-dicyclohexylcarbodiimide (DCQ)le N-hydroxysuccinimide (NHS).
Le produitl obtenu est ensuite couplé par lien amide sur I’amine € d'une Fmoc-LyS9H pour

18 Melnyk, O.; Fruchart, J. S.; Grandjean, C.; Gras-Masse, H., Tadiitbased linker for the solid-phase
synthesis of C-terminal peptide alpha-oxo aldehydes. J. Org. @R8m66 (12), 4153-4160.

19 gpetzler, J. C.; Hoeg-Jensen, T., Masked side-chain aldehyde amindoacittid-phase synthesis and
ligation. Tetrahedron Le002,43 (12), 2303-2306.

180 @ Gaertner, H. F.; Rose, K.; Cotton, R.; Timms, D.; Camble, R.; OffrcE., Construction of protein
analogues by site-specific condensation of unprotected fragments. BpoBhpm1992, 3 (3), 262-8; ®
Geoghegan, K. F.; Stroh, J. G., Site-directed conjugation of nonpeptide gooppgtitdes and proteins via
periodate oxidation of a 2-amino alcohol. Application to modification &riinal serine. Bioconj Chet®92,

3 (2), 138-146.

8L Wahl, F.; Mutter, M., Analogues of oxytocin with an oxime bridge usingnoselectively addressable
building blocks. Tetrahedron Let896,37 (38), 6861-6864.
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donner le compos@ avec une pureté supérieure a 96 % et un excekentement (Figure
38). Les études précédentes réalisées avec ce compmoponve que ce dernier était stable
dans les conditions de SPPS et permettait d’obtenir des peptides aldéhydes avec d’excellents
rendement$®

* Synthése de dérivés de Lysine présentant une oxyaminetggée

Comme pour la fonction aldéhyde, diverses procédpeesent étre employées pour
incorporer un motif oxyamine sur un peptide vim dérivé d’acide aminé.'®*'® Ce
groupement est généralement introduit sous forme d’acide 2-aminooxyacétique (AoaH)
protégé par un groupement Boc. Les études précéderaeées au laboratoire ont montré
que, méme protégée, la fonction oxyamine garde une certaine réactivité. L’azote de
I’oxyamine peut subir une seconde acylation entrainant la formation de produits secondaires
lors de la synthese peptidique. Afin de contourneprodleme, notre équipe a développé un
groupement protecteur alternatif : le groupement bététhylidéne'®? Ce groupement’est
révélé étre stable durant les conditions de la SRR®w facilement étre éliminé dans des

conditions acides relativement douces.
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Reéactifs : (a) ICHCOOH, NaOH, HO ; (b) DCC, NHS, AcOEt/dioxane ; (c) Fmoc-Lgd4, DIPEA, DMF

Figure39 : Schéma de synthése de ['acide aminé modifié Sprésentant une fonction oxyamine protégée
par un groupement 1-éthoxyéthylidene

Pour préparer le compo$¢on fait tout d’abord réagir 1’éthyle N-hydroxyacétimidate
par substitution nucléophile sur [D’acide iodoacétique offrant 1’acide 2¢1-
éthoxyéthylideneaminooxy)acétigu2 avec un rendement de 1’ordre de 80 %. L’acide
carboxyligue du compos&est ensuite activé sous forme d’ester N-hydroxysuccinimide selon
le méme protocole que le compdséd.’ester activé 4 est finalement additionné sur la Fmoc-
Lys-OH pour donner le dériv@avec un rendement global de 75 % et une excelfgmite.
Les études de stabilité réalisées sur ce groupepmnetdgcteur ont montré que ce dernier est
stable dans les différentes conditions utilisées @SSiperidine, milieu basique) et permet
d’obtenir des peptides avec une trés bonne pureté sans obtention de produits secondaires.*®?
Par ailleurs, ce groupement est résistant aux conditions de décrochage d’un peptide sur résine
chlorotrityle en milieu faiblement acide (AcOH) maisesente une grande sensibilité au TFA
dilué en solution aqueuse. La déprotection de ’oxyamine est totale au bout de 30 min en
utilisant une solution a 3 % de TFA. Ces conditiomsdent cette protection orthogonale a
d’autres groupements acido-labiles comme Boc et tBu.

182 Foillard, S.; Rasmussen, M. O.; Razkin, J.; Boturyn, D.; Dumy, P., 1-aitipgiglene, a new group for the
stepwise SPPS of aminooxyacetic acid containing peptides. J. Org. Z0881¥ 3 (3), 983-991.

183 gpetzler, J. C.; Hoeg-Jensen, T., Preparation and application of O-semime, Ams, a new building block
in chemoselective ligation chemistry. Journal of Peptide Scit®@@,5 (12), 582-592.

18 peluso, S.; Imperiali, B., Asparagine surrogates for themimgeof N-linked glycopeptide mimetics by
chemoselective ligation. Tetrahedron L2001,42 (11), 2085-2087.
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* Synthése de dérivés de lysine présentant un alcyne

Les alcynes terminaux présentent une tres bonhdit&eenvers une large gamme de
produits chimiques. De ce fait, ils peuvent étre dement introduits pendant la synthese
peptidique sans subir de dégradation. Ces dernierégsammne multitude d’acides aminés
fonctionnalisés par des alcynes ont été développést certains sont maintenant

commerciaux comme la propargylglycine.
[o] OH O o

L P
/J\NH NH & NH
/‘J’\ (a),(b) SPPS +
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[e] [o] R [e] R

Réactifs : (a) DCC, NHS, Acétad ‘éthyle/dioxane ; (b) Fmoc-Lys-OH, DIPEA, DMF.
Figured0 : Schéma de syntheése de [’acide aminé modifié présentant une fonction propiolamide

Les premiers essais de fonctionnalisation de la lysine, ont été effectués avec 1’acide
propiolique. Aprés formation de 1’ester activé et couplage sur une Fmoc-Lysine, orenbte
dérivé alcyne avec d’excellent rendement. Malheureusement, ce composé s'est révélé instable
dans les conditions de déprotections du Fmoc. En, é&féonction propiolamide posséde une
forte réactvité en raison d’une conjugaison entre ’alcyne et ’amide.*®® En milieu basique,
I’eau résiduelle contenue dans les solvants peut s’additionner sur le composé par réaction de
type Michael et former un produit secondaire (Figt®e Ces résultats ont été confirmés par
les analyses RMN et spectrométrie de masse. Les réactifs utilisés en SPPS n’étant
généralement pas anhydres, nous avons décidé d’utiliser un autre dérivé d’alcyne non
conjugué donc moins réactif.
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Réactifs: (a) DCC, NHS, Acétate d’éthyle/dioxane ; (b) Fmoc-Lys-OH, DIPEA, DMF.
Figuredl : Schéma de synthése de l'acide aminé modifié_jprésentant une fonction alcyne

Notre second essai s’est porté sur 1’utilisation de ’acide pentynoique (Figure 41).
Apres activation de ce produit sous forme d’ester activé suivie du greffage sur une Fmoc-Lys-
OH, on obtient le composg& avec des rendements quantitatifs et une excellemteté
(>96%). Ce composé¢ a été testé dans les conditions utilisées en SPPS et n’a révélé aucune
dégradation du motif alcyn@’

18 Isaad, A. L.; Barbetti, F.; Rovero, P.; D'Ursi, A. M.; Chelli, MhdZev, M.; Papini, A. M., N-alpha-Fmoc-
Protected omega-Azido- and omega-Alkynyl-L-amino Acids as Buildigl&l for the Synthesis of "Clickable"
Peptides. Eur J Org Che2f08, (31), 5308-5314.

18 Tejedor, D.; Lopez-Tosco, S.; Cruz-Acosta, F.; Mendez-Abt, G.; Gamdlado, F., Acetylides from Alkyl
Propiolates as Building Blocks for C-3 Homologation. Angew Chem Ir29,48 (12), 2090-2098.

87 Galibert, M.; Dumy, P.; Boturyn, D., One-Pot Approach to Well-Definednilecular Assemblies by
Orthogonal Chemoselective Ligations. Angew Chem In2@&a0,48 (14), 2576-2579.
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* Synthése de dérivés de Lysine présentant un azoture

La fonction azoture offre également une bonne résistang réactifs employés durant
la synthése peptidique. Il existe différentes proc&dpair incorporer une fonction azoture
sur un acide aminé comme les subsiitus nucléophiles d’un dérivé halogéné,*®® le greffage
d’un linker ou le transfert d’un diazo sur un compos¢ aminé. Cette dernicre stratégie est
particulierement intéressante car elle permet defoemer de maniére sélective les amines
primaires en azoture avec de hauts rendements sa&ucteaffa stéréochimie de la molécule.
Cette technique, utilisée dans des conditions douesissouvent employée pour modifier
I’amine en N-Terminal d’un peptide afin de procéder a la ligation CuAAC. Généralement, ce
transfert de diazo est opéré par I’azoture de triflate catalysé par un métal de transition
bivalent!®8'8 Cependant, ce réactif est limité par son manqueabdisé durant le stockage,
son colt, son caractére explosif et sa faible sdt@l@n milieu aqueux. En 2007, Goddard-
Borger et al. ont mis au point un réactif alternatdins colteux, plus stable et plus facile a
produire : ’azoture d’imidazole-1-sulfonyle.*® L utilisation de ce réactif nous a permis de
synthétiser, en une seule étape, un dérivé dedypm@sentant un azoture en modifiant
directement I’amine de la chaine latérale.
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Réactifs : (a) CuSg) NaHCQ, MeOH/Eau
Figure42 : Schéma de synthése de [’acide aminé modifié présentant une fonction azoture

Différentes voies de synthése du produiont référencées dans la littératti'ePour
réaliser ce composé, une nouvelle méthode de synthése a été envisagée grace a I’utilisation de
I’azoture d’imidazole-1-sulfonyle 8 (Figure 42). En premier lieu, nous avons préparé, en
grande quantité, le réactif de diazo-transfert en asuiia procédure décrite dans la
littérature®® Ce réactif est ensuite ajouté dans une solution [ggarebasique contenant la
Fmoc-Lys-OH et du sulfate de cuivre en quantit@lgéijue. Une fois la réaction compléte, le
produit 9 est isolé avec une excellente pureté (> 95%) etamlement quantitatif. Ce
composé a été testé dans les conditions classiguiesees en SPPS (piperidine, TFA,
DIPEA, TIS...) et n’a révélé aucune dégradation de la fonction azoture. Cependant, certains
réactifs comme I’éthanedithiol, les phosphines, les complexes dagam et certains sels
métalliques doivent étre évités car ils peuvenuirgda fonction azoture en amine.

18 Alper, P. B.; Hung, S. C.; Wong, C. H., Metal catalyzed diazo trarfisfethe synthesis of azides from
amines. Tetrahedron Let996,37 (34), 6029-6032.

189 Nyffeler, P. T.; Liang, C. H.; Koeller, K. M.; Wong, C. H., Thieemistry of amine-azide interconversion:
Catalytic diazotransfer and regioselective azide reduction. J Am Gbe2902,124 (36), 10773-10778.

1% Goddard-Borger, E. D.; Stick, R. V., An efficient, inexpensive, and shafifle diazotransfer reagent:
Imidazole-1-sulfonyl azide hydrochloride. Org. L&D07,9, 3797-3800.

191 Katayama, H.; Hojo, H.; Ohira, T.; Nakahara, Y., An efficient pepticiitig using azido-protected peptides
via the thioester method. Tetrahedron R&08,49 (38), 5492-5494.
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* Synthése de dérivés de Lysine présentant un thiol prajé

Pour introduire une fonction thiol dans un peptidestratégie la plus courante consiste
a incorporer un résidu cystéine dans la séquence peptidique. Dans notre cas ou 1’on souhaite
réaliser les ligations thioéther et oximes de manicres orthogonales, I'utilisation d’une cystéine
en N-Terminale serait problématique. En milieu acidedérivé aldéhyde peut réagir a la fois
sur une oxyamine et un aminothiol pour former une dlidine!* Afin d’éviter cette
réaction non désirée, le dérivé thiol ne devra pas posséder d’amine en position 3.

N
\OH — > \o/ B e 11

Fmoc N OH

H
o

Réactifs : (a) DCC, NHS, Acétad éthyle/dioxane ; (b) Fmoc-Lys-OH, DIPEA, DMF.

Figure43 : Schéma de synthése de [’acide aminé modifié présentant une fonction thiol protégée par
un trityle

Pour des raisons d’homogénéité avec les autres acides aminés synthétisés, nous avons
décid¢ d’utiliser la méme stratégie qu’auparavant en modifiant une lysine sur sa chaine
latérale. La fonction thiol est introduite sur une Ferwys-OH par greffage amide de I’acide
3-(tritylthio)propanoique préalablement activé (Figu#8). Comme pour les synthéses
précédentes, le compokg est obtenu avec un rendement quantitatif et unadpareté.
Les différentes synthéses réalisées avec cet acioe anodifié montrent que ce dernier est
stable dans les conditions de synthése utilisé&P#85. Par ailleurs, le groupement trityle est
résistant aux conditions de décrochage d’un peptide sur résine 2-chlorotrityle® en milieu
faiblement acide (AcOH).

* Synth se d’un ch ssis mol culaire comportant différents acides aminés modifiés

E(O
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SPPS @
P P
— = u— L[ Ala—! Lys Pro—Gly— Lys Ala— Lys Pro— Gly Gly ro Gly ro

= /\/\/ /\/\/

13 14
Réactifs : (a) TFE/ACOHICKCI, (2/2/6) ; (b) PyBOP, DIPEA, DMF (c) TFA4®/TIS (80/10/10)

Figure 44: Schéma de synthése du chéassis moléculaire présamanfonction oxyamine, une
fonction thiol, une fonction azoture et une fonatadcyne

La conception des différents chassis moléculairesiegqune stratégie de synthese
mixte en phase solide et en solution. Afin de démeorla stabilité et la bonne réactivité des
différents acides aminés modifiés, nous avons dédadéynthétiser un modele de chassis
moléculaire présentant quatre fonctions chimiosélestirférentes. Les composbs?, 9 et
11 ont été incorporés lors de la SPPS en stratégie fBuosur une résine acido-labile : la 2-
chlorotrityle®. Cette résine présente I’avantage de récupérer les peptides dans des conditions
trés douces (acide acétique/Trifluoroéthanol/DichlagFthane) L’accrochage du premier
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résidu ne nécessite pas d’activation, ce qui limite les risques de racémisation. La synthése
débute par I’attaque nucléophile du carboxylate du premier acide aminé sur la résine
2-chlorotritylé® en condition basique.alsynthése d’un peptide cyclique débute généralement

par un résidu achiral comme la glycine permettant de limiter les phénomeénes d’épimérisation

qui peuvent apparaitre lors de 1’étape de cyclisation. Les cycles de déprotection des amines N-
terminales sont effectués avec une solution de pipéria 20 %. Les couplages peptidiques
sont réalisés au moyen d’agents de couplage comme le PyBOP ou HOBt en présence d’un
exces de réactifs (2 équiv. d’acides aminés et d’agents de couplage). En fin de synthése, le
peptide protégé est libéré du support dans des itcmmsl acides (TFE/AcOH/CHLI,)
compatibles avec les différents groupements protectélrityle et éthoxyéthylides). La
cyclisation du peptid@2 est réalisée entre les extrémités acide et amine en présence d’agent

de couplage, en milieu trés dilué (5181). Ces conditions de hautes dilutions permettent de
limiter les phénoménes de polymérisation et dondaderiser la réaction de cyclisation
intramoléculaire. Pour finir, la déprotection totale ajiclopeptidel3 est réalisée au moyen
d’une solution de TFA/TIS/H,0O. L’utilisation de ’eau est nécessaire a 1’élimination du
groupement éthoxyéthylide tandis que le triisopropylsilane est utilisé compiggeur pour
réduire les carbocations formés. Les analyses HPLGéeéalisur le produit brut montrent que
cette procédure n’induit aucune dégradation des différentes fonctions présentds sinassis
(Figure4b). Aprés purification par chromatographie liquidechéssis puf4 est obtenu avec
un rendement global de 61 %.
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Figure45: Chromatogramme et spectre ESI du comgdddgrut

Cette procédure de synthése offre un gain considéembtermes de rendement et de
nombre d’étapes de synthése. Dans le cas de ce chéssis particulier, une stratégie de synthése
dite classique (déprotection orthogonale des lysines suivie de I’introduction des différentes
fonctions) aurait été extrémement délicate. En effetfdestions azoture et alcyne ne sont
pas compatibles avec les conditio d’élimination de certains groupes protecteurs
orthogonaux (Hydrogénation catalytique, Complexes dalagium, 2ZnC}, SnCh,
¢thanedithiol ...). Dans cette approche, les conditions de déprotections utilisées sont
totalement compatibles avec les différentes fonctiprésentes. Cette méthodologie de
synthése permet de concevoir une large variété dsish@isléculaires parfaitement contrblés
en combinant les différents acides aminés modifiés.
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A.5. Assemblage biomoléculaire par ligation chimiosélecte

Les travaux antérieurs réalisés au laboratoire onttr@ajue le cyclopeptide RAFT
peut étre utilisé efficacement pour améliorer 1’affinité d’un ligand envers sa cible. Dans ce
contexte, différentes méthodologies de synthese tntdéveloppées afin de réaliser des
ligands multivalents supportés par ce type de ch§Bgysire46). La stratégie de synthese la
plus efficace consiste a préparer séparément les difféfegments peptidiques puis de les
assembler en solution en utilisant un lien chimiestifl Pour cela, les ligands et les sites
d’accrochages du chassis doivent étre fonctionnalisés par des groupes fonctionnels impliqués
dans la ligation. Deux types de ligations ont étdisas pour réaliser ces structures
multivalentes : la ligation oxime et la ligation CA&. Pour illustrer les différentes
procédures de synthéses, nous avons procédé atlarigaultiple sur le chassis moléculaire
d’un cyclopentapeptide présentant le motif RGD ciblant spécifiquement I’intégrine owyf3.

FHAL

SN / \ / \
Gly
/ \ / \ Chassis presentant Ligand modifié
quatre sites de greffage par une fonction
Présentation de modifié pour la ligation chimiosélective
ligand multivalent chimiosélective

Figure46 : Schéma rétreynthétique d’assemblage biomoléculaire par ligation chimiosélective

A5.1. Assemblage biomoléculaire par ligation Oxime

Pour réaliser le lien éther d’oxime, le chassis est fonctionnalisé de maniére contrdlée
sur sa face supérieure avec quatre fonctions oxyapnatégées. Les ligands peptidiques sont
fonctionnalisés avec une fonction aldéhyde masqu&redinte grace a un résidu sérine
protégé. La coupure oxydante de la fonction 1,2-aéilmanol de la sérine par le périodate de
sodium produit un aldéhyde glyoxylique’assemblage de ces peptides aldéhydiques sur le
chassis par ligation oxime permet d’accéder a des structures multivalentes.
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* Synthése du chéassis fonctionnalisé par quatre oxyaminpeotégeées
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Réactifs : (a) TFE/ACOH/CHCT, (2/2/6) ; (b) PyBOP, DIPEA, DMF

Figure 47: Schéma de synthése du chéassis moléculaire présaqpiatre fonctions oxyamine
protégées par des groupements 1-éthoxyéthylidene

Pour effectuer la synthése du chad€ison preéde a I’assemblage du peptide linéaire
sur une résine 2-Ch|0r0trit)9%Gn incorporant, durant la SPPS, I’acide aminé modifi¢ 5
porteur du groupement oxyamine. Afin de conserver teagements 1-éthoxyéthylidene sur
les fonctions oxyamine, le peptide est libéré derdaine dans des conditions douces
AcOH/TFE/CHCI, (1/1/8) La cyclisation intramoléculaire du peptidé est réalisée en
solution, en présence d’agent de couplage, dans des conditions de haute dilution. Apres
précipitation a I’éther éthylique, le peptide brul6 est récupéré avec un excellent rendement et
une pureté suffisante pour son utilisation ultérietigure48).
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Figure48: Chromatogramme et spectre ESI du comgdédgrut

* Synthése des ligands[-RXDfK- ] aldéhydiques

La préparation du cyclopeptiag-RGDfK-] fonctionnalisé sur le résidu lysine par un
aldéhyde glyoxylique a été développée dans lesurapaécédents® La mutation du résidu
glycine au sein du cyclopentapeptide par un réBidianine permet d’obtenir un peptide ne
possédant plus d’affinité pour I’intégrine ayfs. Ce peptide c[-BADfK-] est nécessaire pour
controler la spécificité de nos macromolécules bes expériences biologiques (pfl34).
Les cyclopentapeptides contenant les motifs -RGDRBAD- sont préparés selon la méme
stratégie.
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Figure49 : Schéma de synthése du c[-RXDfK-] fonctionnaliaé pn aldéhyde

Le peptide linéaire est synthétisé sur une résindlcatrityle® en utilisant les
différents acides aminés protégés et le com@opiésentant la fonction aldéhyde masquée.
La séquence de ce peptide débute par un résidu la@tyreine oup-alanine) en C-Terminal
afin de s’affranchir des problémes d’épimérisation pouvant survenir durant 1’étape de
cyclisation. Apres élongation du peptide, celuesi décroché de la résine dans une solution
faiblement acide (1% de TFA) compatible avec les dfits groupements protecteurs (Pbf,
tBu, Boc). Les peptides protégés sont ensuite cyoiaésolution puis totalement déprotégés
en milieu acide au moyen d’une solution de TFA (95%) en présence d’agents piégeant les
différents carbocations libérés. L’oxydation de la fonction 1,2-aminoalcool du résidu sérine
est effectuée en milieu aqueux en présence d’un exces de périodate de sodium (10 équiv.). A
I’issue de la réaction, les composés sont directement purifiés par HPLC préparative afin
d’¢liminer les sels présents ainsi que le formaldéhyde libéré lors de la coupure oxydante. Les
composés23 e 24 sont obtenus avec un rendement global de 1’ordre de 55 % et une
excellente pureté (Figui).
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Figure50 : Spectre ESI du composé @3 et (b)24

* Procédure de ligation oxime

Le lien éther d’oxime résultant de la réaction entre une oxyamine et un aldéhyde
s’effectue généralement en milieu acide dans une gamme de pH compris entre 4 et 5. Dans
notre stratégie, 1’aldéhyde glyoxylique permet la formation d’un lien oxime présentant une
meilleure stabilité a bas pH comparé aux oximeghaliques. Cette stabilité vis-a-vis de
I’hydrolyse acide est due a la présence d’un carbonyle en a offrant plusieurs formes de
résonances (Figutel).
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Figure51 : Formes de résonnances d'un éther d oxime glyoxylique
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b

Grace a ses propriétés particulieres, il est possiblgprocéder a la formation de
I’oxime a bas pH sans affecter ’efficacité de la réaction en termes de cinétique et de
rendement. Par ailleurs, les fonctions oxyamine é&gmémement réactives, il est nécessaire
de prendre certaines précautions lors de leurs défimtsclLes manipulations doivent étre
réalisées dans des milieux libres de tous composés carbonylés comme 1’acétone ou le
formaldéhyde. C’est pourquoi, il est souvent préférable de réaliser la déprotection des
fonctions oxyamine et les couplages avec les congpaidéhydes en une seule étape.
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Figure52 : Schéma d’assemblage de c[-RXDfK-] sur le chassid6 par ligation oxime

Le couplage par lien oxime des peptides aldéhy®esu 24 sur le chassigb protégé
est réalisé dans une solution contenant 70% de TFA et 30 % d’eau (Figure52). Cette réaction
est généralement effectuée en utilisant un exces mgases aldéhydes (1,5 équiv. par site
oxyamine). La forte concentration en TFA utiliséerestessaire pour une déprotection rapide
des groupements Boc et permet de réduire la formation d’agrégats. Dans le cas ou l’on
souhaite garder ce groupe protecteur, il est possible d’effectuer cette réaction avec un
pourcentage de TFA plus faible de I’ordre de 5%. Dans ces conditions, les groupements 1-
éthoxyéthylidene sont rapidement enlevés tandidegigroupements Boc restent stables tout
au long de la réaction. Au bout de 30 minutes detigacla ligation est complete et les
produits sont directement purifiés par HPLC préparaties. conjuguég5s et 26 sont obtenus
avec desendements de I’ordre de 60-70 % et une excellente pureté (Fig66.
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Figure53 : Chromatogramme et spectre ESI des composes t)(b)26
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Cette voie de synthése permet de diminuer le terspalction au cours duquel les
fonctions oxyamine sont libres, limitant ainsi leagons secondaires que peuvent subir ces
fonctions.

A5.2. Assemblage biomoléculaire par ligation CUAAC

Pour réaliser le greffage de quatre ligands sur lesghasa un lien triazole, les
différents fragments doivent étre fonctionnalisés par deux fonctions requises pour la
ligation. Dans cette approche, le chassis a été frdoslir sa face supérieure par quatre
fonctions alcyne tandis que les ligands peptidiquatsété fonctionnalisés par une fonction
azoture introduite vi&’acide azidoacétique.

* Synthése du chéassis fonctionnalisé par quatre fonctisralcyne

Vi
/ V4
Lys
Cl O . (a)’(b) H—Lys—Ala—Lys—Pro—Gly—Lys— Lys Lys—Pro—Gly—oH L Gly Pro
e Boc [ ~. /L"s
7 Pro ys
B 29

Réactifs : (a) 1 % TFACKCl, ; (b) PyBOP, DIPEA DMF; (c) TFADCM (50/50)
Figure54 : Schéma de synthése du chassis moléculaire présgogne fonctions alcyne

Pour effectuer la synthése du chag8§ison procede a I’assemblage du peptide linéaire
sur une résine 2-chlorotrityleen introduisant, durant la SPPS, la lysine modifiée une
fonction alcyne?. A T’inverse du composé 16, ce peptide ne possede pas de groupements
sensibles au TFA et peut donc étre décroché plus rapidement de la résine au moyen d’une
solution a 1% de TFA. Aprés cyclisation et dépratecen milieu acide (50% TFA dans le
DCM), le peptide bruR9 est récupéré avec un bon rendement et une purgséisante
(Figure55). Cependant, les premiers essais de ligations réalisés avec un peptide brut n’ont pas
été trés concluants. Le produit brut comporte de memdb sels et autres impuretés qui
peuvent interférer avec le bon déroulement de Iatidigall est donc parfois préférable de
purifier le composé par HPLC préparative méme si cettbntque engendre la perte de
composeé.
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Figureb5: Chromatogramme et spectre ESI du com@8béut
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*  Synthése de ligand c[-RGDfK-] fonctionnalisé par unéonction azoture

/tBu /tBu
Gly—Asp Gly—Asp Gly—Asp
Alloc O
fpu | (a).(b) [\ @ [N e L\
H— Asp—D-Phe—Lys— Arg—Gly-o O be—Arg\ B-Phe be—Arg\ B-Phe rg\ /- e
Fl’bf c O Lys Lys Lys
|
Alloc

31 32

—_— Ny =—

w
ol

Réactifs : (a) 1 % TFAICHCI, ; (b) PyBOP, DIPEA, DMF; (c) Pd°(PBh, PhSiH, CH,Cl, /DMF ; (d) acide azidoacetique
DIPEA DMF ; (e) TFABO/TIS (95/2,5/2,5)

Figure56 : Schéma de synthése du c[-RGDfK-] fonctionngbiaé un azoture

Le peptide linéaire est synthétisé dans les mé&mueditions que le composZ3 a la
différence que l’on introduit une lysine dont I’amine & est protégée par un groupe
orthogonal Alloc. Aprés décrochage du support et sgtibbn du peptide protégé, on procede
a la déprotection orthogonale de la chaine latémalggésidu lysine. Le groupement Alloc est
¢liminé par une catalyse au palladium (0) en présence d’un large excés de phénylsilane
(PhSiH) en milieu anhydre. Apres 30 minutes de réactierpdptide32 est précipité dans
I’éther éthylique permettant d’éliminer les réactifs restant dans le surnageant. Ensuite, la
fonction azoture est apportée par couplage amide de 1’acide azidoacétique 33 sur le résidu
lysine en présence d’agent de couplage. Le peptide obten@4 est enfin totalement déprotégé
dans une solution concentrée en TFA pendant deusebeApres précipitation du peptide a
I’éther et purification par HPLC préparative, on obtient le peptide azoture 3miravec un
rendement global de 55% (Figs@).
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Figure57 : Chromatogramme et spectre ESI du com@isé
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* Procédure de ligation chimiosélective CUAAC

Gly—Asp Gly—Asp
Ar D-Phe Ar D-Phe
Gly—Asp g\ S g\ S/ Gly—Asp
Lys Lys \
Arg D-Phe Arg D-Phe
(@) [¢] N 7
N‘N N y Lys
{ { o
N
N N~N
Y
Gly—Asp o
Ar{; D-Phe
~ 7 o
Lys (a)
—_— Lys Lys
+ O%\ \Ala/ Pro
N3 Lys
4 ~N N /
Gly
29 35 36

Réactifs : (a) micropo@re de cuiwre, tBuOH/Tamponsphate pH 7(6:4)
Figure58: Schéma d’assemblage de c[-RGDfK-] 35 sur le chassig9parligation CUAAC

La réalisation du lien triazole entre le chax®set les quatre unités de ligaBd a
nécessité de nombreuses optimisations (FighBe Différents parametres doivent étre
rigoureusement contrdlés pour effectuer cette ligatiomaleiere efficace : la température, le
pH, le solvant, la concentration et la source dé& Quous avons donc procédé a différents
essais de ligation entre le chas8set le ligand azotur85 en exces (1,2 equiv. par alcyne).
En variant certaines conditions opératoires et emastli’avancement de la réaction par
HPLC analytiques, nous avons pu déterminer les donditoptimales de synthése du
composé6 (Tableau 6).

Solvant Réactifs Tem?o%';l ture Temps Coﬁ‘l;fgon
tBuOH/Eau CuSOQOy4 (0.1 équiv.) o o
(6:4) AscNa (0.2 équiv.) ~URC A Ve
tBuOH/Tampon phosphate pH 7 CuSQO, (0.1 équiv.) o 0
(6:4) AscNa (02 équiv.) 40°C 48h 10%
tBuOH/Tampon phosphate pH 7  CuSO, (10 équiv.) o o
(6:4) AscNa (20 équiv.) AL AL A
tBuOH/Tampon phosphate pH 7  Micropoudre de o
(6:4) cuivre (10 équiv.) TA 18 h Quantitative
tBuOH/ Micropoudre de
Tampon phosphate pH 7 cuivre (10 équiv.) TA 18 h Quantitative
(6:4) AscNa (0.2 équiv.)
Micropoudre de
CHg((éﬁgEau cuivre (10 équiv.) TA 18 h Quantitative
’ DIPEA (pH 8)

Tableau & Conditions utilisées pour [’assemblage de c¢[-RGDfK-] sur le chassi®9 par ligation
CuAAC

Dans cette étude, on remarque que la source destwn paramétre critique pour
I’efficacité de la réaction. Les conditions classiques utilisant CuSOg4 en présence d’ascorbate
de sodium comme agent réducteur ont donné des atsspliutdt médiocres. En revanche,
I’utilisation de micropoudre de cuivre, permettant de catalyser la réaction a la surface de la
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particule en générant du Cwest révélée particuliérement efficace.*® De plus, ces conditions
sont trés simples a mettre en ceuvre et 1’élimination du cuivre solide par filtration facilite la
purification du produit. Afin d’éliminer I’excés de réactif, la mixture est purifiée par HPLC
préparative offrant le compo8€ pur avec un bon rendement de 70 % (Fidife

| te=7.0 min i Calc MW : 4087.6
Found MW : 4086.4

“ 3+
[ 5+ 1363.1

818.4

200 400 .00 8.00 10.00 12.00 600 800 1000 1200 1400 1600

Figure59: Chromatogramme et spectre ESI du com@&sé

A.6. Assemblage biomoléculaire via deux ligations chimiésectives
orthogonales

La formation successive de ligations chimiosélectives permet d’accéder a une large
variété de structures complexes parfaitement comsdl@eux grandes stratégies peuvent étre
utilisées pour réaliser cette approche. La premiersisiena assembler plusieurs fragments
par formation successive d’'un méme type de lien. Bien qu’efficace, cette stratégie nécessite la
déprotection du groupe fonctionnel requis pour piecé& la ligation suivant&’*¢°1%gn
revanche, la combinaison de différentes réactions ol#tectives orthogonales permet de
s’affranchir des étapes de déprotection et permet dans certains cas une synthése en « One-
pot». Cette stratégie faisant intervenir deux types datibms orthogonales est peu référencée
dans la littérature. Différentes combinaisons de lient @té étudiées comme
hydrazone/thioéthe®*  oxime/thioéthe™ oxime/thioestet?® CuAAC/Diels-Alder;®’
CuAAC/Ligation native'®® et CUAAC/oxime'®"1%°

192@ wan, Q.; Chen, J. H.; Chen, G.; Danishefsky, S. J., A potentially valadblnce in the synthesis of
carbohydrate-based anticancer vaccines through extended cycloadditigstrghemOrg. Chenk006,71 (21),
8244-8249;® Pachon, L. D.; van Maarseveen, J. H.; Rothenberg, G., Click cher@isiper clusters catalyse
the cycloaddition of azides with terminal alkynes. Adv. Synth. Ca@#l5,347 (6), 811-815.

193 Aucagne, V.; Leigh, D. A., Chemoselective formation of succedsiaeole linkages in one pot: " Click-
click" chemistry. Org. Lett2006,8 (20), 4505-4507.

1% Grandjean, C.; Rommens, C.; Gras-Masse, H.; Melnyk, O., One-pot sgntfiemitigen-bearing, lysine-
based cluster mannosides using two orthogonal chemoselective ligatations. Angew Chem Int E2000,39
(6), 1068+.

1% Clave, G.; Boutal, H.; Hoang, A.; Perraut, F.; Volland, H.; RenardYP Romieu, A, A novel
heterotrifunctional peptide-based cross-linking reagent for facile accesstmjoigates. Applications to peptide
fluorescent labelling and immobilisation. Org Biomol CH&p08,6 (17), 3065-3078.

1% Canne, L. E.; Ferredamare, A. R.; Burley, S. K.; Kent, S. B. H., Thtainical synthesis of a unique
transcription factorrelated protein: cMycMax. J Am Chem B2825,117 (11), 2998-3007.

197 Vieyres, A.; Lam, T.; Gillet, R.; Franc, G.; Castonguay, A.; Kakkay,Combined Cu-I-catalysed alkyne-
azide cycloaddition and furan-maleimide Diels-Alder “click" mistry approach to thermoresponsive
dendrimers. Chem Comm2010,46 (11), 1875-1877.

198 @ Xjao, J. P.; Tolbert, T. J., Synthesis of N-Terminally Linked FmoBémers and Trimers bg/ a Combined
Native Chemical Ligation-CUAAC Click Chemistry Strategy. Org. |2809,11 (18), 4144-4147® Lee, D. J.;
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Figure60 : Stratégie d assemblage en combinant deux ligations chimiosélectives orthogonales

Dans ces travaux de théses, différentes procédures mamhlia ligation CUAAC, la
ligation oxime et la ligation thioéther ont été déppées. Cette approche nous permet de
controler les différents sites de greffage du chaafirs de concevoir des structures bien
déterminées (Figur€0). Cette méthodologie permet d’accéder a des modéles structuraux
présentant un site discontinu en greffant deux tigasur la face supérieure du chassis. Par
ailleurs, 1’introduction d’un second lien chimiosélectif sur les vecteurs multivalents facilite la
conjugaison avec une molécule effectrice.

A.6.1. Procédure de synthese de sites discontinus par ligatioBxime-

CuAAC

En premier lieu, nous avons mis au point des praesdde synthése combinant la
ligation CUAAC et la ligation oximecf Annexe 1)'®’ Pour illustrer cette stratégie, nous avons
procédé au greffage orthogonal sur le chassis moléeuas deux cyclopentapeptid2$ et
35 décrit auparavant. Le ligand -RGbiblant spécifiquement I’intégrine ayf3 est greffé via
un lien triazole tandis que le peptide contrble -RABtgreffé par I’intermédiaire d’un lien
éther d’oxime. Cette méiodologiec nous permettra d’étudier la contribution biologique de
chaque motif -RGD- en faisant varier le nombre denlitgasupportés par le chassis (4f34).
Pour cela, différents chassis présentant un nombrebil@mie fonctions alcyne et oxyamine

ont été préparés.

Mandal, K.; Harris, P. W. R.; Brimble, M. A; Kent, S. B. H., A One-Rpproach to Neoglycopeptides using
Orthogonal Native Chemical Ligation and Click Chemistry. Org. 289,11 (22), 5270-5273.

199 @ Karskela, M.; Helkearo, M.; Virta, P.; Lonnberg, H., Synthesis afdiiicleotide Glycoconjugates Using
Sequential Click and Oximation Ligations. Bioconj Ch2@10,21 (4), 748-755;® Meyer, A.; Spinelli, N.;
Dumy, P.; Vasseur, J. J.; Morvan, F.; Defrancq, E., Oligonucleotide reéjugs-conjugation via click-oxime
and click-Huisgen procedures. J Org CH#10,75 (11), 3927-30.
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*  Synthése de chassis combinant les fonctions alcyne xeyamine

OEt

\<
Vi N
o
o Ozﬁ
Fmoc-Lys-OH Fmoc-Lys-OH Tw ),<2 >‘<3 >|<4 O
H—Lys—Ala—Lys—Pro—Gly—Lys—Lys—Lys—Pro—Gly—o O .
| Cl
SPPS Boc g

(a).(b)

Réactifs : (a) TFE/ACOH/C}CI, (2/2/6) ; (b) PyBOP, DIPEA DMF
Figure6l1: Schéma de synthése du cha33j88, 39 et40

Les peptides linéaires sont synthétisés sur résinglaPetrityle® en incorporant de
maniere controlée les dérivés de lysibest 7 comportant les fonctions alcyne et oxyamine
protégées. Aprés décrochage et cyclisation intramialiéeudes peptides, on obtient quatre
chassis présentant des combinaisons différentesodpeg alcyne et oxyamine. Ces peptides
sont obtenus avec d’excellents rendements et une pureté satisfaisante pour leurs utilisatio
ultérieures (Figuré?2).

Calc MW : 1566.9

@) Calc MW : 1503.8 (b) .
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O
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Figure62: Spectre ESI des composés3d)(b) 38, (c) 39 et (d)40
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X Proc dure d’assemblage biomol culaire, tape par tape, combinant ligation oxime
et CUAAC
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Figure63 : Schéma d’assemblage de c[-RGDfK-] et c[-RFADIK-] sur le chassis par ligation oxime et
CuAAC
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Pour assembler les peptid2$ et 35 sur les différents chassis, nous avons développé
des procédures permettant la synthése des prodnitsleux étapes ou en « One-pot
séquentielle. Les premiers essais de ligation ontéatlésés en deux étapes. Dans un premier
temps, nous avons procédé a la ligation CUAAC duige@zoture35 dans les conditions
décrites pour 1’obtention du composé 36. Aprés conversion totale du peptide, les produits
obtenus sont purifiés par HPLC préparative. Il est impbrd& noter que le groupement Eei
est stable durant les conditions de cycloadditiopesence de Cula ligation oxime du
peptide aldéhyd@4 est ensuite effectuée dans une solution a 70 % dée TEs conditions
permettent d’enlever simultanément les groupements Eei et Boc sans affecter la formation du
lien. Au bout d’une heure de réaction, I’analyse HPLC montre que la conversion est
quantitative et qu’aucun produit de dégradation n’a été généré. Aprés purification, les
différents montages sont obtenus avec des rendemlebeux compris entre 40 et 50 %. La
versatilité de cette stratégie de synthese est tengéiifiée en réalisant la procédure inverse
débutant par la ligation oxime. Aprés formation denlioxime exécutée dans les mémes
conditions que précédemment et purification du produrit procéde a la formation du lien
triazole. En présence de eti, le lien oxime ne subit aucune dégradation et I’efficacité de la
ligation CuAAC reste inchangée. Aprés purification, eefirocédure inverse offre des
rendements quasi-similaires. Malgré une méthodégdédn efficace, les purifications HPLC
successives font chuter le rendement des réactions.
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Procédure tBuOH/H,O/TFA (50:45:5)C\W’, 2k d TA puis ajout de DIPEA jusqu’a pH7

Figure 64 : Schéma d’assemblage « Onepot» de c[-RGDfK-] et c[-FBADIK-] sur le chassis X par
ligation oxime et CUAAC

Afin d’éviter les procédures de séparation et de purification du peptide intermédiaire,
nous avons décidé de réaliser les deux ligationsiok@tectives selon une stratégi®re
pot » (Figure64). Etant donné que la ligation CuAAC s’opére dans des conditions neutres et
la ligation oxime en milieu acide, il est nécessaire d’ajuster le pH pour finaliser 1’assemblage
de la biomolécule. Durant les études préliminairegjs avions remarqué que le peptide
aldéhyde montrait une certaine instabilité dans ¢eslitions de cycloaddition. Pour illustrer
cette procédure, le chasgg et les deux peptidez4 et 35 sont dissous dans une solution
acide contenant 5% de TFA et de la micropoudreuide. La conversion rapide du peptide
37 est observée et cela en présence de cuivre (Fidpake La formation exclusive de
I’intermédiaire contenant une unité -RAD- et trois groupes alcynes a été obtenue. La
neutralisation du phpar ajout de DIPEA permet la disparition compléte de I’intermédiaire et
la formation spécifique du peptid® (Figure65b). Aprés purification par chromatographie
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liquide préparative, on obtient le prod&id avec un rendement supérieur a la méthodologie
précédente de 68 %. Cette procédure a ensuite atéére avec les autres chas3&et 40
pour donner des résultats similaires avec des rendsro@mpris entre 60 et 65%.
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Figure65: Suivi HPLC de l’assemblage « One-Pot » du compo&® et spectre ESI de I’Intermédiaire
(c) et du composBgO (d)

A.6.2. Procédure de synthese de vecteurs multivalents conjugués par
ligation Oxime-CuAAC

La stratégie de double ligation orthogonale offre deltipies possibilités pour
I’assemblage de biomolécule. En outre, elle nous a permis d’optimiser la synthése de vecteur
multivalent conjugué a une molécule effectrice. Damsantexte, nous avons développé une
méthodologie de synthése permettant la fonctioratédis orthogonale des deux domaines du
chassis. Cette approche nous a permis de réalisemacromolécule présentant des ligands
RGD multivalents conjugués a un sucre. L’incorporation d’un sucre permet d’augmenter la
solubilité et la clairance du composé in vivo (af3p).%%°

* Synthése du chéassis fonctionnalisé par quatre alcyne u aldéhyde

Vi
/ / 4
I Lys\ / m o Lys

- ”S\Ly/ NN / AN y/ \
53! X= Al o 54: X= Al “ o 55: X= Ala A
“Boc 2 o
56: X=Lys(Boc) 57: X=Lys 58: X=Lys

Reéactifs : (a) 1 % TFAICKLL, ; (b) PyBOP, DIPEA, DMF; (c) TEA/KD/TIS (95/2,5/2,5)(d) Nal Oy, H,O

Figure66 : Schéma de synthése du chaS8iprésentant quatre fonctions alcyne et un aldéhyde

20 Galibert, M.; Sancey, L.; Renaudet, O.; Coll, J.-L.; Dumy, P.; BatuB., Application of click-click
chemistry to the synthesis of new multivalent RGD conjugates. Org Biomat 20,8 (22), 5133-5138.
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Dans cette synthése les peptides -RG@D¥ unité glucose ont été greffés sur un
cyclodécapeptide présentant quatre fonctions alesymela face supérieure et une fonction
aldéhyde sur la face inférieure. La synthese du chassiréalisée sur résine en introduisant
dans un ordre bien déterminé les lysines modifidgegt 2 porteuses des fonctions
chimiosélectives. Aprés décrochage du support disayion intramoléculaire, on procéde a la
déprotection totale du peptide en milieu acideribé ainsi le résidu sérine. La coupure
oxydante de la fonction 1,2-aminoalcool par le péiedde sodium génére la fonction
aldéhyde sans altérer les fonctions alcyne. Aprédigation du peptide, on obtient le chassis
prét pour I’assemblage chimiosélectif avec un rendement moyen de I’ordre de 48 % pour 55 et
43% pours8 (Figure67).

(a) 6350 Calc MW : 1396.7 (b) Calc MW : 1453.8
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Figure67: Spectre ESI du composé &Get (b) 58
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Figure 68 Schéma d’assemblage « One-pot » séquentiel de c[-RGDfK-] X et Glc-ONBB sur le
chassis par ligation oxime et CUAAC

Pour procéder a I’assemblage biomoléculaire du peptide azoture 35 et d’un glucose
oxyamine®® sur les chassis5 ou 58, on choisit de procéder selon une stratégie « Ohe-po
séquentielle (Figuré8). Glc-ONH; et le chassis5 ou58 sont dissous dans une solution acide
contenant 5 % d’acide acétique. Ici, ’utilisation de TFA n’est pas requise étant donné que
I’oxyamine présent sur le sucre est libre. Dans ces conditions, la formation du lien oxime est
rapide et quantitative (Figur@9a). Apres neutralisation du pH par ajout de bicarkm it
sodium, on additionne directement dans le miliepdptide azoture et le €pour procéder a
la ligation CuAAC. Au bout de 18 heures, on observedlaparition compléte de

21 Renaudet, O.; Dumy, P., Expedient synthesis of aminooxylated-carbohyidrateemoselective access of
glycoconjugates. Tetrahedron L2@01,42 (43), 7575-7578.
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I’intermédiaire et la formation exclusive des produits attendus avec un rendement apres
purification de 64% pous9 et 58% pouB0.
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Figure69: Suivi HPLC de [’assemblage « One-Pot » du compo$d et spectre ESI de l'intermédiaire
(b) et du composE0 (c)

A.6.3. Assemblage biomoléculaire combinant ligation oxime et thioéther

Généralement, nos vecteurs multivalents possédent un site d’accrochage sur la face
inférieure du chassis permettant I’introduction d’un composé actif via un lien amide. Cette
conjugaison fait intervenir un ester activé qui réggi€férentiellement sur les amines.
Cependant, cette stratégie ne peut étre utiliséea@dteur posséde plusieurs fonctions amine
provenant de résidus lysine ou de I’extrémité N-terminale du peptide. C’est pourquoi, il est
parfois nécessaire’idtroduire une seconde ligation chimiosélective sur I'un des résidus
Lysine du chassis. Pour illustrer cette stratégie, nous détaillerons la synthése dun vecteur
multivalent présentant quatre unités peptidiquexff@es par lien oxime et un fluorophore
couplépar I’intermédiaire d’un lien thioéther.

* Synthése du chéssis fonctionnalisé par quatre oxyaminesun thiol
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Réactifs : (a) TFE/ACOH/CHC, (2/2/6) ; (b) PyBOP, DIPEA DMF; (c) TFAUD/TIS/NH,OMe (94/2/2/2)

SH

Figure70: Schéma de synthese du chaégiprésentant quatre fonctions oxyamine et un thiol

Afin de greffer les ligands aldéhydes et le fluorogharous avons préparé un chassis
fonctionnalisé par quatre fonctions oxyamine et unetfomchiol. La synthése du chassis est
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réalisée sur une résine 2-chlorotrifylen introduisant de maniére controlée les lysines
modifiées5 et 11. Apres décrochage du support en milieu faiblememeamon effectue la
cyclisation du peptide dans des conditions de Isadil@tions. La déprotection totale de ce
type de composé présente parfois des difficultés duasforte réactivité des oxyamines. Le
TFA utilisé peut comporter des traces de formaldéhydié &est pas rare de constater la
formation d’adduit sur les oxyamines durant la déprotection. Cette réaction non désirée peut

étre évitée en ajoutant, dans la solution acidefailnle pourcentage de méthyloxyamine
permettant de piéger toutes traces de carbonyle prdaea le milieu. Aprés purification du
peptide déprotégé par HPLC préparative, on obtientrdelyt 62 pur avec un rendement
moyen de 1’ordre de 55 % (Figure71). Ce composé étant peu stable d0 au nombre importan
de fonctions oxyamine, il est préférable de I’utiliser rapidement.
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Figure71: Chromatogramme et spectre ESI du com@@sé

* Proc dure d’assemblage biomoléculaire combinant ligation oxime eioéther
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Réactifs (a) peptide aldéhyd&01, H,O/CH;CN/ACOH/ (50:45:5) (b) NaHC&jusqu'a pH7, TCEP, 5-
(lodoacetamido)fluorescéine

Figure72: Schéma d’assemblage « One-pot » séquentiel de 1@8de la Fluorescéine sur le chassis
62 parligation oxime et thioéther

L’assemblage biomoléculaire du peptide aldéhyde et du fluorophore sur le chassis est
réalisé selon une stratégie « One-pot » séquentidbar minimiser la formation de pont
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disulfure intermoléculaire, les manipulations soffé@uées sous atmosphere inerte avec des
solvants préalablement dégazés. Pour des raisontahiéités des fonctions oxyamine, on
débute par la formation des liens oximes. Le ch&3ist le peptide aldéhydEQ3 en Iéger
exces sont dissous dans une solution acide contenant 5 % d’acide acétique. La formation des
liens oxime est suivie par chromatographie analytefutevient compléte au bout de 2 heures
a température ambiante (Figut&). Malgré nos efforts pour éliminer 1’oxygene du milieu, la
formation d’un dimeére est observée mais reste relativement faible (< 5%). Pour remédier a la
formation de ce produit secondaire, 20 équiv. de(Z+iarboxyethyl)phosphine (TCEP) sont
ajoutés dans le milieu permettant de réduire l¢ psulfure sans affecter les liaisons oxime.
Apres ajustement du pH a 7 par ajout de bicarboratsodium, on additionne directement
dans le milieu le fluorophore Gedoacetamido)fluorescéine pour procéder a la ligation
thioéther. Au bout d’une heure, on observe la disparition compléte de I’intermédiaire et la
formation exclusive du produit attenddaB avec un rendement apres purification de 58%
(Figure73Db).
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Figure73: Suivi HPLC de l'assemblage « One-Pot » du compo$8 et spectre ESI de ’Intermédiaire
(c) et du composé3 (d)

A.6.4. Assemblage biomoléculaire combinant ligation CuAAC et thioéther

*x  Synthése du chéassis fonctionnalisé par quatre azoturesun thiol
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Réactifs : (a) TFE/ACOH/CKCI, (2/2/6) ; (b) PyBOP, DIPI;A DMF; (c) TFA4D/TIS (90/5/5)
Figure74: Schéma de syntheése du chaésiprésentant quatre fonctions azoture et un thiol
Pour réaliserl’assemblage biomoléculaire par ligation CuUAAC et thioétheruso
avons préparé un cyclodecapeptide fonctionnaliségpatre fonctions azoture sur la face

supérieure et une fonction thiol sur la face inférieluee synthése du chassis est réalisée sur
une résine 2-chlorotrityfeen introduisant de maniére contrélée les lysinesifided 9 et 11.
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Aprés décrochage du support par traitement a ’acide acétique, on procedea la cyclisation
intramoléculaire du peptide dans des conditions déesadilutions. Le groupement trityle est
ensuite ¢liminé en présence d’un mélange TFA/TIS/H20. Dans ce cas précis, 1’éthanedithiol
n’est pas utilisé comme agent piégeant les carbocations car il peut réduire les fonctions
azoture du peptide. Apreprécipitation a 1’éther éthylique et purification par HPLC
préparative, on obtient le prod@b pur avec un rendement moyénl’ordre de 51 %.
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Figure75: Chromatogramme et spectre ESI du com@gasé

*  Proc dure d’assemblage biomol culaire combinant ligation CUAAC et thioéther
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Figure76 : Schémal assemblage « One-pot» séquentiel de 116t de la fluorescéine sur le cha €bs
par ligation CuAAC et thioéther

L’assemblage biomoléculaire du peptide alcyne et du fluoropharels chassis a été
effectué selon une stratégie « One-pot » séquenti@ilemme précédemment, les solvants ont
été prealablement dégazés et les manipulationgténtéalisées sous atmosphere inerte. La
formation de disulfure pouvant étre engendrée par I’oxydation des sels de cuivre, on
commence par la formation du lien thioéther. Le clsa€b et le fluorophore 5-
(lodoacetamido)fluorescéine en léger exces sont disstams une solution aqueuse
tamponnée avec de I’acétate d’ammonium a pH 7. La formation du lien thioéthezg suivie
par HPLC analytiquet devient compléte au bout d’une heure a température ambiante (Figure
77a). Dans le cas présent, le TCEP ne peut pas étre utilisé pour prévenir I’oxydation des thiols
car ce dernier pourrait réduire les fonctions azoturegzation de StaudingeXéanmoins, la
formation d’un dimére n’a pas été observée. Ensuite, on additionne directement dans le milieu
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le peptide-alcynel16 (cf. p) et le Cl pour procéder a la ligation CuAAC. Au bout de 5
heures a 50°Gon observe la disparition compléte de 1’intermédiaire et la formation exclusive
du produit attend66 avec un rendement moyen apres purificatioB®é (Figure77b).
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Figure77 : Suivi HPLC de [’assemblage « One-Pot » du compo$® et spectre ESI de [’Intermédiaire
(c) et du composét (d)

A.7. Assemblage biomoléculaire m trois ligations chimiosélectives
orthogonales
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Figure78 : Stratégie d’assemblage combinant trois ligations chimiosélectives orthogonales
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Dans la partie précédente, nous avons démontréaquanbinaison de deux ligations
orthogonales offre de multiples avantages. La formadimtessive de liens chimiosélectifs
permet d’accéder a une large variété d’assemblages biomoléculaires. Par ailleurs, cette
stratégie présente ’avantage d’étre effectuée en « One pot » sans étape de déprotection ni
purification intermédiaire. Les résultats précédentstrent que les différentes combinaisons
de ligation Oxime/CuAAC, Oxime/Thioéther et CuAAC/Thioét sont parfaitement
compatibles entre elles et donnent d’excellents rendements.

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressésbbpigsr une procédure originale
combinant les trois ligations chimiosélectivesiséiés auparavant. Cette méthodologie permet
I’assemblage « One Pot » séquentiel de quatre unités différentass ddes conditions
réactionnelles simples. La versatilité de la méthagie est vérifiée en préparant trois
modeles de chassis cyclodécapeptidiques. Ces shagsienteront différentes combinaisons
de groupements fonctionnels impliqués dans les tigasions. Pour illustrer cette stratégie,
nous avons congu plusieurs assemblages en comhingngrande variété de molécules
peptides, sucres, oligonucléotide et fluorophore.

A'7.1.  Premier modéle d’assemblage

Pour réaliser le premier modele, nous avons procédgreftage orthogonal sur le
chassis moléculaire de trois biomolécules différentedigand -RGD- ciblant spécifiguement
I’intégrine ayP3 une unité glucose et un peptide pro-apoptotique KCA dernier a été utilisé
avec succés Iapoptose de cellules cancéreuses.’*® Dans cette stratégie de synthése, le
cyclodecapeptide, utilisé comme support, présenig fis les fonctions alcyne, aldéhyde
glyoxylique et maléimide. Les trois biomoléculest alonc été préalablement modifiées
permettant leur accroche contrélée sur le supportigaad RGD modifié par un azoture sera
greffé via un lien triazole, le sucre Glucose-oxyamii@eun lien éther d’oxime et le peptide
KLA modifié par une Cystéine en N-Terminal via ugnlthioéther.

* Synthése du chassis cRAFT4(Alcyne)-(COCHO)-(Maléimide)

Réactifs : (alCH;CN/H,O (40:60, phosphate 100mM pH 7.2)
Figure79: Schéma de synthése du chag8iprésentant quatre fonctions alcyne, un aldéhydm et
maléimide
Pour réalise’assemblage biomoléculaire des différentes unités sur le chassis, nous
avons préparé un cyclodecapeptide fonctionnalisé dear fonctions alcyne, aldéhyde et
maléimide Les fonctions alcyne et aldéhyde peuvent étre @ireent introduites sous forme
d’acides aminés modifiés pendant la synthése peptidique. Par contre, la fonction maléimide
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est trés sensible aux nucléophiles et ne résistapasonditions utilisées en SPPS. Nous
avons donc choisit d’intégrer le maléimide en le greffant sur le chassis via un lien amide, lors
de la derniéere étape en solution. Pour concevoir éssth68, nous avons, au préalable,
synthétisé le cyclopeptide intermédia®8 ainsi que le réactif Succinimido 3-maleimido-
propionoate67 selon un protocole mis au point par Song eaEnsuite, le chéssi§8 et
I’ester activé 67 en excés sont dissous dans une solution aquesng®naée a pH 7. Pour
procéder exclusivement au couplage amide du « limkadéimide» 67 sur ’amine libre du
cyclopeptide58, il est préférable de rester dans une zone de pH ri®raptre 7 et 8 pour
garder intact le maléimide. A pH supérieur a 8-9, |démmaide peut subir des dégradations
par I’attaque nucléophile de 1’amine ou par hydrolyse. Au bout d’une heure de réaction a
température ambiante, on observe la formation compléteroduit68 désiré sans apparition
de produit secondaire. Aprés purification par HPLC prapae, on obtient le chassi8 pur
avec urnrés bon rendement de 1’ordre de 72 % (Figure80).
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Figure80 : Chromatogramme HPLC et spectre ESI du comp8sé
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Réactifs : (a) Glg-ONH,, CH;CN/H,O (40:60, 100 mM phosphate pH 2,2) (b) NaHGBqu 'a pH 7, peptide KLA 69 (C)
35, tBUOH, C{

Figure81: Schémad assemblage « One-pot » séquentiel de GRONH,, 69 et 35 sur le chassi§8
par ligation oxime, thioéther et CUAAC

L’assemblage biomoléculaire du premier model@2 a été réalisé selon une stratégie
« One-pot » séquentielle. Pour minimiser la formatierpont disulfure intermoléculaire, les

22 30ng, H. Y.; Ngai, M. H.; Song, Z. Y.; MacAry, P. A.; Hobley, J.; Lédr,J., Practical synthesis of
maleimides and coumarin-linked probes for protein and antibody labelling viaicedothative disulfides. Org
Biomol Chen2009,7 (17), 3400-3406.
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manipulations ont été effectuées sous atmospheree imeec des solvants préalablement
dégazés. Pour des raisons de stabilité des fonctigrasmine, on débute par la formation des
liens oxime. Le chassiB8 et le GICONH, en excés sont dissous dans une solution aqueuse
tamponnée a pH 2,2. La formation du lien oxime astis par HPLC analytique et devient
compléte apres une heure a température ambianta¢Biga). Aprés ajustement du pH a 7,0
par ajout de NaHC¢) on additionne directement dans le milieu le theptide KLA69 en
léger exces pour procéder a la ligation thioéther stwrlation maléimide. Au bout de 30
minutes, on observe la disparition compléte de 1’intermédiaire 70 et la formation exclusive du
second intermédiair@1l (Figure 82b). Il est important de noter que I’excés de composé
oxyamine X présent dans le milieu ne réagit absohirpas avec le maléimide. Néanmoins,
le pH du mélange réactionnel ne doit pas dépasser pH 8 afin d’empécher 1’hydrolyse du
maléimide. Pour effectuer la derniére ligation, onitalthe dans le milieu un large exces de
peptide alcyne35 préalablement dissous dans une solution tBuOH/PB#ecant de la
micropoudre de cuivteApres une nuit d’agitation, la ligation des quatre unités peptidiques

par lien triazole sur le chassis est compléte (Fi@2®. Par ailleurs, on note la formation
d’un dimeére du peptide KLA probablement dii a I’oxydation des sels de cuivre en solution.
Pour terminer, le milieu réactionnel est filtré puisifi¢ par HPLC-préparative pour offrir le
composé/Z2 avec une excellente pureté et un rendement de 54%.
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Figure82 : Suivi HPLC de l'assemblage « One-Pot » du compoSR et spectre ESI dEintermédiaire
70 (d), del’intermédiaire 71 (€) et du composg2 (f)
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A.7.2. Second modéle d’assemblage

Pour le second modeéle, nous avons fait varier lespgr® fonctionnels du chassis pour
qu’il comporte a la fois les fonctions alcyne, oxyamine et thiol. Les unités que nous avons
sélectionnées pour illustrer 1’assemblage sont le ligand -RGD- une unité lactose et un
fluorophore de type Alexa 647. En ce qui concerne la stratégie d’assemblage, le ligand RGD
modifié par un azoture sera greffé via un lien triaztdedisaccharide Lactose via un lien
éther d’oxime et le fluorophore modifié par un maléimide via un lien thioéther

* Synthése du chassis cRAFT4(Alcyne)-(ONHt(SH)

(a) (b).(c)

Réactifs : (a) SPPS (b) TFE/ACOH/@EY, (2/2/6) ; (c) PyBOP, DIPEA, DMF; (d) TFAUD/TISINH,OMe (94/2/2/2)

Figure83: Schéma de synthése du chagdiprésentant quatre fonctions alcyne, un oxyamina et u
thiol

Pour réaliser le second modele d’assemblage, nous avons synthétisé un
cyclodecapeptide présentant quatre fonctions alayme,fonction oxyamine et une fonction
thiol. Le peptide est assemblé sur une résine 2-chloroftigteincorporant, durant la SPPS,
les trois acides aminés modifigs7 et 11 porteurs des différents groupements impliqués dans
les ligations chimiosélectives. Aprés libération slupport en milieu faiblement acidée
peptide linéaire est cyclisé en milieu dilué. Lesugpements trityle et 1-éthoxyéthylidéne sont
ensuite éliminés par traitement d’un mélange TFA/TIS/H,O/NH,OMe. Aprés précipitation a
I’éther éthylique et purification par HPLC préparative, on obtient le prodi# pur avec un
rendement relativement faible de ’ordre de 36 %. Ce faible rendement s’explique par la
présence de formaldéhyde dans certains réactifs atitisg de la déprotection.

tr= 15.9 min 2+ Calc MW: 1558.9
809 Found MW :1558.9

Lo 1+
1559.9

A
" b
600 800 1000 1200 1400 1600

7.00 9,00 1100 1300 1500 1700 1900  2L00 2300 2500

Figure84 : Chromatogramme HPLC et spectre ESI du coégds
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% Proc dure d’assemblage du CRAFT4(C[-RGDfK-])iazole-(B-D-Lactose)yime-
(Alexa647)thioether

Gly-Asp Gly-Asp

74 °
o
OHOH . Lys
E Gly Lys Lys Pro
" Pro \Lys/\ \GI{
o

o

Jo

w, E‘éN _/——Alexa Dye 647
o

Réactifs : (a)y-D-lactoseCHiCN/H,O (40:60, 100mM Acéite d ammonium pH 4,5) () NaHCOs jusqu’a pH 7,2, Alexa
Fluor® 647 G-maléimide (cB5, tBuOH, CJ

Figure 85: Schéma d’assemblage « One-pot» séquentiel du lactogéexa Fluof 647 G-
maléimide et d85 sur le chassig4 par ligation oxime, thioéther et CUAAC

L’assemblage biomoléculaire du second modéle 77 a été réalisé selon une stratégie
« One-pot » séquentielle. La formation de dimereév#tee en effectuant la réaction sous
atmosphére inerte avec des solvants exempts d’oxygéne. La premiére ligation consiste a
former un lien oxime entre I’oxyamine du chéssis et I’aldéhyde d’un disaccharide comme le
lactose. Cette réaction, utilisée pour préparer dgsogjugués’® est particulierement lente
da a une faible constante d’équilibre entre la forme ouverte et fermée du sucre. La cinétique
de formation peut étre augmentée par chauffage ou par ajout d’un catalyseur comme
I’aniline.?® Lors des premiers essais, nous avons procédégaln oxime entre le lactose
et le chassisZ4 dans un milieu tamponné pH 4,5 en présence d’aniline a 50 mM. Bien
qu’efficace pour la formation de 1I’oxime (compléte en deux heures), la présence d’aniline
dans le milieu s’est montrée problématique pour les ligations suivantes. En effet, 1’aniline
polymérise en présence de cuivre et présente une certaine réactivité en s’additionnant sur le
composé maléimide. Pour améliorer la cinétique sailseut de catalyseur, le milieu
réactionnel &té porté a 50°C en présence d’un large exces de lactose. Le couplage par lien
oxime est suivi par HPLC analytique et devient tatates cing heures de réaction (Figure
86a). Aprés ajustement du pH a 7,0 par ajout de Naxl@Ofluorophore Alexa Flu6r647
Cr-maléimideest additionné en exces dans le milieu afin d’effectuer la ligation thioéther.
Aprés 30 minutes, I’intermédiaire 75 a totalement réagi avec le fluorophore pour former le
second intermédiairé6 sans obtention de produit secondaire (Figi8e). Pour la ligation
CuAAC, on procede comme précédemment en ajoutantldangieu le peptide alcyng5 et
le CU et en laissant réagir pendant 18 heures (Figbee A 'issue de la réaction, le produit

203 Cervigni, S. E.; Dumy, P.; Mutter, M., Synthesis of glycopeptides grupeéptides by chemoselective
ligation. Angew Chem Int €1996,35 (11), 1230-1232.

204 Thygesen, M. B.; Munch, H.; Sauer, J.; Clo, E.; Jorgensen, M. R.; Hind€gauknsen, K. J., Nucleophilic
Catalysis of Carbohydrate Oxime Formation by Anilines. J. Org. Ckeb@,75 (5), 1752-1755.
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77 est purifié offrant le composé pur avec un rendeméativement faible de 32%. Ce faible
rendement peut s’expliquer par la formation d’agrégat durant la ligation CUAAC qui a
engendré une grande perte de produit lors de la gatidn (FigureB6c).
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Figure86 : Suivi HPLC de l'assemblage « One-Pot » du compo§¥ et spectre ESI de |'intermédiaire
75(d), de I'intermédiaire 76 (€) et du composg/ (f)

A.7.3. Troisieme modéle d’assemblage

Pour le troisieme et dernier modéle, nous avons p&épa chassis présentant une
autre combinaison de groupes fonctionnels : azotwygmine et iodoacétamide. Les unités
que nais avons sélectionnées pour illustrer 1’assemblage sont le ligand RGD  un thioglucose
et un oligonucléotide. En ce qui concerne la stratégie d’assemblage, le ligand RGD modifié
par un aldéhyde sera introduit par ligation oximeth®glucose par ligation thioéther et
I’oligonucléotide modifié par un alcyne par ligation CUAAC
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*  Synthese du chassis cRAFT4(AcétimidategN;)-(COCH,)

OEt OEt OEt OEt OEt OEt
OEI\( Y YOE( \(OEI\\NK \IN( \roa \(OEI\\Nr T YOE!
N |N q Jd ‘N ‘N J d IN
/ / / / /
¢} o} _> ¢} (¢} _> ¢}
O 04% %O 04% o
o o o o
Lys © Lys Lys Lys Lys
(a) (b).(c) (d) NN (e) S
Lys - » Gly Lys Lys Lys /Pro > /Gly Lys y‘? Lys Pro
Dde ~ ~ X
// \ / \ Pr{/ Lys/ \Gly Pro/ Lys/"\ O\Gly
i \
78 b 9" 80 & C

Réactifs : (a) SPPS (b) TFE/ACOH/GEL, (2/2/6); (c) PyBOP, DIPEA, DMF; (INH,-NH,/DMF (2/98) (e)
iodoacétate de N-hydroxysuccinimidy&;CN/H,0 (40:60, phosphate 100mM pH 7.2)

Figure87: Schéma de synthese du chagfsprésentant quatre fonctions oxyamine protégeées, un
azoture et un iodoacétamide

Pour réaliser le troisieme modele d’assemblage, nous avons synthétisain
cyclodecapeptide présentant quatre fonctions oxyamiotégées, une fonction azoture et une
fonction iodoacétamide Les fonctions azoture et oxyamine protégées peuverd ét
directement introduites sous forme d’acides aminés modifiés lors de synthése peptidique. Par
contre, le motif iodoacétamide est trés sensibleadi@ques nucléophiles et ne résiste pas aux
conditions utilisées en SPPS. Nous avons donc décidé d’utiliser une lysine modifiée par un
groupement protecteur orthogonal qui sera enlevé emicolpour permettre le couplage par
lien amide de la fonction iodoacétamide. Notre choix s’est donc porté sur le groupement Dde
qui présente des conditions de déprotection compatibles avec 1’azoture, 1’ 1-éthoxyéthylidene
et la résine 2-chlorotrityfe Le peptide est assemblé sur résine en incorpodamant la
SPPS, les acides aminés modifi€9 et Fmoc-Lys(Dde)-OH. Apres libération du support par
traitement a 1’acide acétique, on procéde a la cyclisation intramoléculaire du pkptiLe
groupement Dde est ensuite retiré par traitement a I’hydrazine dilué a 2% dans le DMF. Apres
30 minutes de réaction, le peptiti@ est précipité et lavé a 1’éther éthylique afin d’éliminer le
maximum d’hydrazine. Le cyclopeptide 79 et I’iodoacétatede N-hydroxysuccinimidyle en
exces sont dissous dans une solution aqueuse tagparpH 7. Pour procéder exclusivement
au couplage amide sur I’amine libre du cyclopeptide 79, il est préférable de rester dans une
zone de pH compris entre 7 et 8. En effet, a pH supérieur a 9, ’amine primaire du chassis est
suffisamment réactive pour substituer 1’iodure de I’iodoacétate. Au bout d’une heure de
réaction a température ambiante, on observe la formatimpléte du produB0 désiré sans
apparition de produit secondaire. Aprés purificatimr HPLC préparative, on obtient le
chassisB0 pur avec urbon rendement de I’ordre de 56 %. Les solvants utilisés n’étant pas
exempt de formaldéhyde, la déprotection du cha88isa généré de nombreux produits
secondaires. Apres purification, on obtient le chassprotégé8l avec un rendement
relativement faible. C’est pourquoi, il est préférable de ne pas déprotéger les fonctions
oxyamine avant 1’assemblage biomoléculaire. Les fonctions oxyamine seront libérées pendant
la procédure de ligation oxime limitant ainsi Iéactions secondaires.
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Figure88: Chromatogramme HPLC et spectre ESI du comBfsé

*  Proc dure d’assemblage du  CRAFT4(c[-RGDfK-1)oxime-(CPG)triazole-(B-D-
Thioglucose hicether
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Figure89 : Schéma d’assemblage « One-pot » séquentiel &3, [-D-Thioglucose e84 sur le chassis
80par ligation oxime, thioéther et CUAAC

L’assemblage des unités peptidique, saccharide et oligonuclédtidde chassis a été
effectué selon une stratégie en « One-pot » séquentiébligonucléotide étant instable en
milieu trés acide, il est préférable de commencer pdigséion oxime. Le chassi80 et le
composé-RGD- 23 en exces sont dissous dans une solution aquetfdedie TFA nécessaire
a la déprotection des groupements 1-éthoxyéthylidetbdtention de I’intermédiaire 82 est
suivie par HPLC analytique et devient totale apmss ieure a température ambiante (Figure
90a). Aprés neutralisation du pH par ajout de NaHGf2ux équivalents déD-Thioglucose
sont additionnés directement dans le milieu poucduler a la ligation chimiosélective entre
le thiol et I’iodoacétamide. La formation du lien thioéther est compléte au bout de 30 minutes
offrant le second intermédiair83 (Figure 90b). Pour effectuer la ligation CuAAC, on
additionne, dans le milieu réactionnel, la micrar@udecuivre suivie de 1’oligonucléotide
fonctionnalisé par un alcyréd en défaut Aprés 5 heures d’agitation a 50°C, on observe la
disparition compléte de 1’oligonucléotide de départ et la formation exclusive du conjugbé
(Figure90c). Pour terminer, le milieu réactionnel est filtré gpurifié par HPLC-préparative
pour offrir le compos&5 avec une excellente pureté et un bon rendemer@%e 5
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Figure90 : Suivi HPLC de l'assemblage « One-Pot » du compo$b et spectre ESI de ['intermédiaire
82 (a), de l'intermédiaire 83 (b), de [ oligonucléotide alcyne 84 (c) et du composés (d)
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A.8. Bilan des travaux

Dans ce chapitre, différentes procédures d’assemblage biomoléculaire ont été décrites.
Ces dernieres ont permidaccéder a une grande variété de structures complexes. Au
préalable, nous avons réalisé la synthése de phssazides aminés modifiés présentant les
fonctions impliquées dans différentes ligations chsélectives. Ces difféerents synthons se
sont révélés stables et complétement compatiblaslaseonditions utilisées durant la SPPS.
Cette stratégie a permis a la fois d’optimiser la voie de synthése et de controler les différents
sites de greffages du chassis. L’incorporation de ces acides aminés pendant la SPPS permet de
concevoir des chassis moléculaires fonctionnalisés glasieurs sites chimiosélectif
orthogonaux. Nous avons ensuite mis au point des procédures d’assemblage biomoléculaire
originales en combinant jusqu’a trois ligations chimiosélectives orthogonales. Les différentes
combinaisons des ligations oxime, thioéther et CuAACsent révélés particulierement
efficaces et compatibles avec une grande variét®mpasés (peptide, sucre, acide nucléique
et fluorophore). Par ailleurs, ces procédures d’assemblages ont été effectuées en « One pos
dans des conditions réactionnelles relativememiplsis, parfaitement reproductibles et sans
aucune étape d’isolation de produits intermédiaires.

Cependant, ces trois ligations ne peuvent étresegsi simultanément. Les conditions
de ligations oxime, thioéther et CUAAC ne sont pas matiblesentre elle. L’oxime doit
nécessairement étre formée a pH acide alors queldeg autres ligations doivent étre
réalisées a un pH supérieur a 7. De plus, la présgmariivre, indispensable a la ligation
CuAAC, perturbe la formation du lien thioéther en géntédas diméres par ponts disulfures
Par ailleurs, la ligation thioéther n’est pas adaptée a des peptides possédant plusieurs résidus
cystéines. Dans ce cas précis, la protection dessafdnctions thiols serait nécessaire pour
controler le site de greffage par lien thioéther.

Pour palier a ces limitations, il est envisageable d’étendre cette stratégie a d’autres
ligations chimiosélectives. L’idéale serait de combiner plusieurs ligations orthogonales
s’opérant dans des conditions identiques, ne nécessitant pas de catalyseur et ne générant pas
de sous produits nuisibles aux autres ligationseRample, les ligations oxime et Diels-Alder
peuvent tous deux s’effectuer a pH acide et sont théoriquement orthogonales. L’utilisation du
couple azoture/cyclooctyne pour la formation du lien triazole permettrait de s’affranchir des
désagréments liés a [’utilisation du cuivre (oxydation). Une telle stratégie d’assemblage
pourrait étre envisageable dans une approche comibmato

Dans notre approche de ligation successive « One-RBéfuenticlle, ’ajout de
ligations supplémentaires ouvrirait la voie & desrddages de plus en plus sophistiqués.
Dans des conditions bien précises, les ligationsypes « Staudinger », Diels-Alder ou
thioacide/azoture seraient potentiellement orthogmnalux ligations oxime, thioéther et
CuAAC.
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B. Conception de mimes d’anticorps th rapeutiques

Cette partie est consacrée a la recherche de nouligands de récepteurs tumoraux
en s’inspirant de I’anticorps monoclonal thérapeutique Rituximab dirigé contre I’antigéne
CD20. Ce projet a pour but de concevoir, synthétisérvaiuer des assemblages peptidiques
mimant 1’activité de reconnaissance de ce mAb.

B.1. Modele choisi : Le Rituximab

B.1.1. La protéine CD20

L’antigéne CD20 est une protéine transmembranaire de 33 a 37 kDa trésfisuéci
des lymphocytes B> Il est exprimé par les pré-B et lymphocytes B matd@eresponsables
des lymphomes Non-Hodkinien et des leucémies chuas lymphocytaire®’ Par contre, il
n’est pas exprimé sur les cellules souches hématopoiétiques, les précurseurs les plus précoces
de la lignée B et les plasmocytes (FigQdg. Cela signifie que le ciblage des CD20 par des
mAbs ne diminue pas la production d’immunoglobulines et n’affecte en rien le
développement de nouveaux lymphocytes B. Le marqDB@0 présente des caractéristiques
idéales pour une thérapie ciblée basée sur la recganaiss de mAb. Cette protéine ne circule
pas dans le plasma, n’est pas internalisée apreés reconnaissance du mAb et présente deux
boucles extracellulaires facilement accessibles.téfois, le role du CD20 est encore mal
connu. On suppose que sa fonction principale est celle d’un régulateur des flux de calcium qui
intervient dans la transduction d’un signal au cours de ’activation et de la différenciation du
lymphocyte B. A ce jour, les seuls ligands reconmaisdes CD20 sont des anticorps
monoclonaux synthétiques. Aucun ligand naturel n’a encore été découvert.?*°

Développement des Lymphocytes B

A 4

CD20
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®© © 9 9 €90 @ o
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Figure91 : Expression de la praté CD20 durant le développement des lymphocyt@8%

25 gStashenko, P.; Nadler, L. M.; Hardy, R.; Schlossman, S. F., Charaiteriof a human B lymphocyte-
specific antigen. J Immund©80,125 (4), 1678-1685.

2% stashenko, P.; Nadler, L. M.; Hardy, R.; Schlossman, S. F., Expression of cell suafiees after human B
lymphocyte activation. P Natl Acad Sci-Bib®81,78 (6), 3848-3852.

27 Anderson, K. C.; Bates, M. P.; Slaughenhoupt, B. L.; Pinkus, G. S.; SchipsSm&.; Nadler, L. M.,

Expression of human B cell-associated antigens on leukemias and lyngoph@maodel of human B cell
differentiation. Blood1984,63 (6), 1424-1433.

%8 pescovitz, M. D., Rituximab, an anti-CD20 monoclonal antibody: Historynaechanism of action. Am J
Transplan2006,6 (5), 859-866.

29 van Meerten, T.; Hagenbeek, A., CD20-Targeted Therapy: The Nexér&ion of Antibodies. Semin
Hematol2010,47 (2), 199-210.
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B.1.2. Caractéristique du Rituximab

(2) Induction directe d’apoptose (b) Activation du complément (c) cytotoxicité cellulaire anticorps dépendant

Figure92 : Représentation schématique des différents modes d’action du Rituximab

Le Rituximab fut le premier anticorps a étre approemél997 par la FDA pour le
traitement d’un cancer. Cette IgG-1 chimérique dirigée contre CD20 présente une extelle
affinité de Pordre de 5 nM.?**?™ L’action du Rituximab s’exerce par trois mécanismes
principaux (Figured2): (a) induction directe d’apoptose, (b) lyse par le complément et (c)
cytotoxicité cellulaire anticorps dépendatftSes indications ont initialement été limitées aux
lymphomes Non-Hodkinief® puis étendues aux préventions de rejet de greffeuet a
maladies auto-immunes comme la polyarthrite rhurdatdf le lupus érythémateux
systémique™® et le syndrome de GougerSiégren. C’est toutefois en association avec la
chimiothérapie que le Rituximab a montré, pour lesghiomes folliculaires, une
augmentation de la survie des patients par rapport énitaiothérapie seule. Cependant,
I’efficacité du traitement reste variable a cause de certainsnis@tes de résistance, aux
polymorphismes des récepteurs FcyRIIla % ou a la production d’anticorps anti-murin.
L’engouement qu’a suscité le succeés du Rituximab a poussé les firmes de biotechnologies a
développer des mAb analogues plus performants. Alesiouveaux mAb anti-CD20 ont fait
leur apparition sur le marché comme des mAbs complétsnieimanisés (ofatumumaty
et des immunoconjugués (Ibritumomab tiuxetat? #Tositumomab)-’

210 Reff, M. E.; Carner, K.; Chambers, K. S.; Chinn, P. C.; Leonard, J. E.; Rade®man, R. A.; Hanna, N.;
Anderson, D. R., Depletion of B cells in vivo by a chimeric mousedmumonoclonal antibody to CD20. Blood
1994,83 (2), 435-445.

21 cardarelli, P. M.; Quinn, M.; Buckman, D.; Fang, Y.; Colcher, D.; KingJDBebbington, C.; Yarranton,
G., Binding to CD20 by Anti-B1 Antibody or F(ab")(2) is sufficient for intioic of apoptosis in B-cell lines.
Cancer Immunol Immug@002,51 (1), 15-24.

212 gmith, M. R., Rituximab (monoclonal anti-CD20 antibody): mechanisms infnaand resistance. Oncogene
2003,22 (47), 7359-68.

23 Fanale, M. A.; Younes, A., Monoclonal antibodies in the treatment of moigkth's lymphoma. Drugs
2007,67 (3), 333-350.

214 Cohen, S. B.; Emery, P.; Greenwald, M. W.; Dougados, M.; Furie, R.ehow@se, M. C.; Keystone, E. C.;
Loveless, J. E.; Burmester, G. R.; Cravets, M. W., et aluxiRiab for rheumatoid arthritis refractory to anti-
tumor necrosis factor therapy - Results of a multicenter, razeédndouble-blind, placebo-controlled, phase IlI
trial evaluating primary efficacy and safety at twerdyfweeks. Arthritis and Rheumati#@06,54 (9), 2793-
2806.

15 Looney, R. J.; Anolik, J. H.; Campbell, D.; Felgar, R. E.; Young, F.; Arendl,; Sloand, J. A.; Rosenblatt,
J.; Sanz, I., B cell depletion as a novel treatment for systieipus erythematosus - A phase I/ll dose-escalation
trial of rituximab. Arthritis and Rheumatis?®04,50 (8), 2580-2589.

218 Coiffier, B.; Lepretre, S.; Pedersen, L. M.; Gadeberg, O.; Fredrik$e van Oers, M. H. J.; Wooldridge, J.;
Kloczko, J.; Holowiecki, J.; Hellmann, A., et al., Safety and effjoaf ofatumumab, a fully human monoclonal
anti-CD20 antibody, in patients with relapsed or refractory B-agbnic lymphocytic leukemia: a phase 1-
study. Blood2008,111 (3), 1094-1100.
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B.1.3. Etude de l’interaction Rituximab-CD20

Ces dix dernieres années, de nombreuses études ohtsporfa compréhension des
mécanismesle reconnaissance de 1’épitope CD20 par le Rituximab ou d’autre mAb anti-
CD20. Des études de mutations des résidus de ldebextracellulaire du CD20 ont montré
que les résidus A& et Prd’? sont esentiels pour la reconnaissance de 1’épitope.”*” Grace a
la technologie Phage Display, Perosa et al.effisttué¢ des tests d’affinités sur une librairie
d’heptapeptides cycliques et ont démontré que le motif *""NPS"® était critique pour la
reconnaissance du Rituximal.Des études similaires ont ensuite montré I’existence d’un
épitope discontinu compris entre les résidPANPS' " et 1%2yCYSI*® reliés par un pont
disulfure (Figure93a)?'® Ce lien disulfure joue un réle important dans le mimééne de
reconnaissance car la destruction de cette liaisoeneing une diminution importante de
I’affinité du mAb.**

Figure 93: (a)Représentation schématique des domaines transmmernta® et extracellulaires du
CD202*° :(b) Structure du peptide mimant ’épitope de la boucle extracellulaire du CD20 (116:3)

Dans I’optique de mieux comprendre le mécanisme de reconnaissance du Rituximab
avec le CD20, Du et al.ont déterminé la structuretatfiise du domaine Fab du Rituximab
associé a I’antigéne CD20.%?* Pour réaliser cette étude, Du et al. ont synthétispeptide de
25 résidus mimant 1’épitope de la boucle extracellulaire du CD20 (séquence comprise entre
Asnt®® et GIn®’). Pour s’approcher au plus prés de la conformation de 1’épitope, un pont
disulfure a été introduit entre les résidus ¥{ysand Cy$® (Figure 93b). Aprés co-
cristallisation de ce peptide complexé au fragment dtabituximab, les différentes boucles
des régions hypervariables (CDR) interagissant avec I’épitope ont pu étre déterminées. Dans
cette structure, I’épitope est fixé a I’intérieur d’une large poche formée par les boucles CDR

27 polyak, M. J.; Deans, J. P., Alanine-170 and proline-172 are criticaimileterts for extracellular CD20
epitopes; heterogeneity in the fine specificity of CD20 monoclonabaties is defined by additional
requirements imposed by both amino acid sequence and quaternary structur@OBR88 (9), 3256-3262.

18 perosa, F.; Favoino, E.; Caragnano, M. A.; Dammacco, F., Generation of biologicatylinetir and cyclic

peptides has revealed a unique fine specificity of rituximab andpassible cross-reactivity with acid
sphingomyelinase-like phosphodiesterase 3b precursor. Bl@®] 107 (3), 1070-1077.

19 Binder, M.; Otto, F.; Mertelsmann, R.; Veelken, H.; Trepel, M., Theoppirecognized by rituximab. Blood
2006,108 (6), 1975-1978.

220 Ernst, J. A Li, H.; Kim, H. S.; Nakamura, G. R.; Yansura, D. G.; \@amdR. L., Isolation and

characterization of the B-cell marker CD20. Biochemi&8§5,44 (46), 15150-15158.

221 puy, J. M.; Wang, H.; Zhong, C.; Peng, B. Z.; Zhang, M. L.; Li, B. H.; HupG®Bo, Y. J.; Ding, J. P.,

Structural basis for recognition of CD20 by therapeutic antibody riakxird Biol Chen2007,282 (20), 15073-

15080.
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L3, H1, H2 et H3 du domaine variable du mAb (Fig@4a). Ces boucles interagissent
essentiellement avec quatre résidt/8ANPS'"3 de 1’épitope connu comme étant le motif
critigue pour la reconnaissance du mADb.

Epitope CD20

Figure94: (a) Représentation desfdifntes boucles CDR du Rituximab interagissant avec [ 'épitope
(b) Représentation des liaisons hydrogenes entre l’épitope et les boucles CDRHI, H2 et H3

Les résidus de ce motif forment un réseau de segpobtia hydrogéne avec les résidus
des différentes boucles CDR environnantes comméAs8ef™®, Sef®®, Trp™% Asn™®,
Asn™2et Th**® (Figure94b). En plus de ces liaisons H, 1’épitope interagit avec le Fab via de
multiples interactions de type Van der Walls. Ces Im@mses interactions expliquent en
partie la forte affinité du Rituxiab pour I’épitope CD20 (Figure95).

Domaine variable de la chaine Iégére (VL)

10 20 30 40 50 60

QIVLSQSPA | LSASPGEKVTMTCRASSSV SY | HWFQQKPGSSPKPW I YATSNLASGVPVR
CDR L1

70 80 90. 100.

FSGSGSGTSYSLTI SRVEAEDAATYYCQQWTSNPPTFGGGTKLEI K
CDR L3

Domaine variable de la chaine lourde (VH)

10. 20. 30. 40. 50 60
QVOLQQPGAELVKPGASVKM SCKASGY TFTSYNMHWVKQTPGRGL EWIGA | YPGNGDT SY

CDR H2

70. 80. 90. 100. 110. 120.

NOKFKGKATLTADKSSSTAY MQL SSLTSEDSAVY Y CARSTYYGGDW Y FNVWGAGTTVTVS
CDR H3

Figure95: Séquence du domaine variable de la chaine légédoarde du Rituximab (CDBouligné
selon la nomencalture de Chotlfa Résidu coloré emouge : résidu impliqué dans une liaison
hydrogene avec le CD20, Résidu colorébkru : résidu impligué dans une interaction de type VDW
avec le CD20)

222 pl-Lazikani, B.; Lesk, A. M.; Chothia, C., Standard conformations for theordeal structures of
immunoglobulins. J Mol Biol997,273 (4), 927-948.
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B.2. Recherche de fragments de Rituximab interagissant avec I’ pitope
CD20

Pour mimer le domaine de reconnaissance du Rituximabs avons décidé de
rechercher des fragments peptidiques issus du parahpligués dans la reconnaissance de
I’antigéne. Pour cela, nous avons effectué une étude complémentaire a [’étude
cristallographie. Différentes techniques peuvent étuesagées comme le « Phage Display ».
Dans cette étude, nous avons utilisé la méthoderSPO

B.2.1. Principe de la métho& SPOT

cel-lulose~bound (b)
(a) peptides ~ "
\,| f f ]
\ / \“\ :E‘ \ EPITOPE-MAPPING ' 'PROTEIN-BINDING

3D-Spot

| Mﬁ%ﬂi — il

PEPTIDE ARRAY

KINASE ACTIVITY (substrate specwfucntyl

Figure 96: (a) Représentation des peptides immobilisés surembmane (b) Applications de la
technique SPOT

La méthode SPOT, développée par Ronald Frank en #99@rmet la synthése
parallele d’un grand nombre de peptides supportés par une membrane. Les peptides sont
synthétisés, selon une stratégie Fmoc/tBu, par destslégpétés de fines gouttelettes
contenant les acides aminés activés sur une feudlleetilulose spécialement fonctionnalisée.
Plusieurs centaines de peptides différents peuveatpééparées sur la membrane. Chaque
spot contient une faible quantité de peptide mais avec une forte densité de I’ordre de 300 a
400 nm/cr permettant ainsi une présentation multivalentgfé96a). Cette méthode est un
excellent outil pour concevoir une librairie de pemidet les évaluer selon différentes
stratégies. De nombreuses applications sont déctites la littérature allant du simple test
d’affinités, aux tests plus ¢laborés comme les tests enzymologiques ou les études avec des
organismes cellulairéd® Cette méthode est utilisée dats études d’interactions ligand-
récepteur, peptide-ADN, peptigestéine ou des études d’activité enzymatique (Figure
96b)*?>. Mais Iapplication la plus couramment utilisée demeure I’étude des interactions
peptidesanticorps pour la recherche d’épitopes antigéniques (« antigenic epitope mapping »).
Cette stratégie consiste a cartographier les épitopes d’un antigéne le long de séquences

% Frank, R., Spot-synthesis: an easy technique for the positionally attleegsarallel chemical synthesis on a
membrane support. Tetrahedrb®92,48 (42), 9217-9232.

224 Hilpert, K.; Elliott, M.; Jenssen, H.; Kindrachuk, J.; Fjell, C. D.; Kérner, J.; WmBeF. H.; Weaver, L. L.;
Henklein, P.; Ulrich, A. S., et al., Screening and Charactairatf Surface-Tethered Cationic Peptides for
Antimicrobial Activity. Chem Biol2009,16 (1), 58-69.

2% Reineke, U.; Volkmer-Engert, R.; Schneider-Mergener, J., Applicatiopetide arrays prepared by the
SPOT-technology. Curr Opin Biote@901,12 (1), 59-64.
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protéiques?® La procédure consiste & synthétiser de courts fragmeptiliques qui balaient
la totalité de la séquence protéique avec un clodament d'un a plusieurs résidus. Aprés
incubation des membranes en présence d’anticorps, on peut déterminer le site d’interaction
d’un complexe antigéne-anticorps. En 1997, Laune et al. ont employé urstésiie analogue
pour identifier les fragments peptidiques d’un paratope de mAb présentant une affinité pour
I’antigéne.??’ Grace a la technique SPOT, Laune et al. ont idért#rtains peptides dérivés
d’un mAb anti-Lysosomes qui maintiennent une forte affinité pous lsozymes
(Kp=4,1.10" & 6,7.1G M). En se basant sur ces résultats, cette équipe a élaboré d’autres
peptides dérivés de mAb comme des anti-E4u des anti-tropona’?® Toutes ces études
ont montré que les peptides présentant une bonne affinité pour I’antigéne étaient dérivés de
séguences CDR du domaine variable du mADb (frequemmeat H3).

B.2.2. Synthése de peptide par méthode SPOT

Pour concevoir notre mime du Rituximalur avons décidé d’identifier les fragments
peptidiques du paratope présentant une affinité pour I’antigéne CD20. Nous avons utilisé la
méme stratégie mise au point par Laune et al. qusistana synthétiser, par méthode SPOT,
de courts fragments peptidies balayant I’ensemble du domaine variable avec un décalage
d’un acide aminé.?*’ Nous avons donc procédé a la synthése de 400dpeplie 6 et de 12
résidus issus de la séquence du domaine hypervadalke chaine lourde (VH) et la chaine
legere (VL) du Rituximab. Cette synthése a été réalisdes les laboratoires SysDiag de
Montpellier (directeur Dr. F. Molina). Les peptides @t€ assemblés selon une stratégie
Fmoc/tBu sur une membrane de cellulose fonctionnalpg@edes amino-PEG permettant
I’accrochage du premier acide aminé par lien amide. Les différents acides aminés,
préalablement activés par un mélange EDC/HOBt, gwétevés puis déposés sur la
menbrane a I’aide d’un synthétiseur automatique. En fin de synthése, la déprotection totale
des peptides est réalisée en incubant la membraseaidarsolution de TFA.

B.2.3.  Synthése de I’épitope et du peptide controle marqués

Afin d’étudier les interactions entre I’antigéne CD20 et les fragments peptidiques fixés
sur la membrane de cellulose, nous avons préalablement synthétisé¢ une partie de 1’antigéne
peptidique marqué par un fluorophore. Nous avons choisi d’utiliser 1’épitope étudié par
Duetal®® pour I’analyse structurale du complexe CD20-Rituximab. Ce peptide de 25

2% Reineke, U.; Sabat, R., Antibody epitope mapping using SPOT peptids. avietirods Mol BioR009,524
145-67.

227 | aune, D.; Molina, F.; Ferrieres, G.; Mani, J. C.; Cohen, P.; SimorBé@nardi, T.; Piechaczyk, M.; Pau,
B.; Granier, C., Systematic exploration of the antigen binding-gcii¥i synthetic peptides isolated from the
variable regions of immunoglobulins. J Biol Ch&897,272 (49), 30937-30944.

228 Monnet, C.; Laune, D.; Laroche-Traineau, J.; Biard-Piechaczyk, ManBIi..; Bes, C.; Pugniere, M.; Mani,
J. C.; Pau, B.; Cerutti, R., et al., Synthetic peptides derived from the eanégjibns of an anti-CD4 monoclonal
antibody bind to CD4 and inhibit HIV-1 promoter activation in virus-itddacells. J Biol Cherh999,274 (6),
3789-3796.

229 | aune, D.; Molina, F.; Ferrieres, G.; Villard, S.; Bes, C..uRier, F.; Chardes, T.; Granier, C., Application
of the Spot method to the identification of peptides and amino acids from the antibodp@#nat contribute to
antigen binding. J Immunol Metho@802,267 (1), 53-70.
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résidus, cyclisé viain pont disulfure, mime 1’épitope de la boucle extracellulaire du CD20
(séquence comprise entre Ao GIn'®"). La spécificité des interactions est vérifiée par un
peptide contrdle (« scramble ») marqué lui aussi aveftuorophore. Ce dernier est composé
des mémes résidus que 1’épitope CD20 mais dans un ordre différent.

. , . H (a)
HN—-Peptide protégé—n

(©

Cy5-Asn-lle-Tyr-Asn-Cys-Glu—Pro-Ala—Asn-Pro-Ser-Glu Cy5—Ser-AIa—Thr-Asn-Cx\/s-Asn-Ser—Glu—Tyr-Gln—Asn-Gl\u
s AN
E Lys z /Pro
HzN—GIn—IIe—Ser—Tyr—Cf/s—Tyr—Gln—Thr—Ser—Pro—Ser—Asn H2N—Ser—lle—Pro~Lys—cys»GIn-Ser—Tyr-Pro—IIe—Tyr—Asn
88 91

Reéactifs : (a)Cy5-NHS, DIPEA, DMF (b) TFATIS#BD /DIOD (94/2/2/2) ; (c) CKCN/H,O (40:60, Bicarbonate
d’ammonium 100mM pH 8)

Figure97 : Schéma de synthése des peptides ma@fetdl

La synthése des deux peptides est réalisée surégime Rink amide selon la stratégie
Fmoc/tBu. Apres élongation des peptides, on effeeweliplage de la cyanine5, activée sous
forme de NHS, sur ’amine terminale des peptides supportés. Il est important de noter que le
fluorophore est greffé sur une partie éloignée du motiPANjui est décrit comme étant
critique pour la reconnaissance. Les peptides soniterdetachés de la résine et totalement
déprotégés aprés incubation de la résine dans alngos de TFA. Apres purification par
HPLC préparative la cyclisation intramoléculaire degtides est réalisée via un pont
disulfure entre les deux cystéines. La formation de ce lien est réalisée par oxydation a I’air
dans un milieu tamponné (pH 8) sous haute diluti@{ (). Aprés une nuit sous agitation,
la formation du lien est vérifiée a 1’aide du test d’Ellman. L’épitope CD20 88 et le peptide
controle 91 marqués a la cyanine 5 sont obtenus avec des remtéermsatisfaisants et une
excellente pureté pour leur utilisation ultérieure.

tg= 6.0 min Calc MW: 3487.9
3+ Found MW : 3487.0
‘ 1163.0
5 24+
I | 1743.9
wr. I ) - - Au‘wuLu M l» — ) l
== 500 1000 1500 2000

2,00 4,00 600 800 10,00 12,00 1400 16,00

Figure98: Chromatogramme HPLC et spectre ESI du comB8sé
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B.2.4. Révélation

Pour révéler les membranes, nous nous sommes baségsgesomocédure mise au point
dans le laboratoire SysDiag de Montpellier. Les nramés sont préalablement plongées dans
un tampon de saturation a pH 7 toute une nuit. Apregapide ringage, les membranes sont
incubées a 37°C pendant 2 heures dans un tampaiutation contenant le pepti@8 ou 91
marqué au fluorophore & M. Aprés un rapide lavage, les membranes sont scarinée
’aide d’un scanner a fluorescence (Typhoon™ 9400, GE Healthcare) réglé sur I’absorption et
I’émission de la cyanine5 (Figure 99). Aprés enregistrement des images, les membranes
peuvent étre régénérées par une procédure de lavage gutilisées.

Durant mes travaux de these, deux membranes SPOT dampdes segments
peptidiques du domaine variable du Rituximab ont g@téparées. Malheureusement, la
révélation de la premiere membrane a posé quelptod$emes a cause d’une trop grande
concentration en épitopes marqués qui précipitaigié@me apres plusieurs procédures de
lavage, des marques résiduelles étaient toujowsibles et empéchaient la réalisation de
I’étape de contrdle avec le peptide « sodamble» 91. La membrane a donc été synthétisée une
nouvelle fois puis révélée avec de plus faibles eptrations en peptides marqués (Figure
99%-c).
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Figure99: Image de la®®(A) et de la 2 membrane (B) révélées avec 1'épitope fluorescent 88 (A-B)
et le peptide contrél@l (C)
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B.2.5. Interprétation des plaques

Apres révélation des membranes a 1’épitope marqué, 1’intensité de fluorescence des
spots a été quantifiée laide du logiciel « ImageQuand. L’intensité des spots permet de
déterminer de maniére qualitative la quantité d’épitopes fluorescents retenus par les fragments
peptidiques immobilisés sur la membrane. Par cettéiodét on peut aisément repérer les
diff érents segments du mAb qui présentent une bonne affinité avec I’antigéne. L’analyse de la
premiére membrane s’est révélée délicate a cause d’un bruit de fond important dii a la
précipitation de 1’épitope fluorescent. La synthése et la révélation d’une nouvelle membrane a
donc été nécessaire pour confirmer les résultatsdsavec la premiere membrane. Pour
faciliter les interprétations, les analyses des sgetk premiére et de la seconde membrane
ont été répertoriées ensemble sous forme de grapineéE00-105).

X Etude des fragments peptidiques de 6 et de 12 résidus domaine VL

L’analyse des fragments peptidiques du domaine VL a révélé différentes zones
d’interactions. Les deux membranes présentent des résultats identiques comme les peptides
OSYIHWF® *GVPVRF! et A TISRV"'. La seconde membrane a montré une bien
meilleure résolution et d’autres segments interagissant avec le CD20 ont pu étre identifiés
comme* WFQQKP*® et*PKPWIY*'. Sil’on compare les hexapeptides et les dodécapeptides,
on remarque que les segments montrant une bonndt@affiossedent des séquences
identiques. Cependant, les peptides identifiés mwignnent pas des boucles CDR. Les
segments provenant de la boucle CDR L3 n’ont montré aucune affinité¢ avec le CD20 alors
que I’étude cristallographique avait identifi¢ cette boucle comme étant importante pour
’interaction (Figure102).

10 20 30 40 50 60
QIVLSQSPA | LSASPGEKVTMTSRASSSV SY | HWFQQKPGSSPKPW 1Y GVPVR
CDR L1
— 70 80 90. 100.
FSGSGSGTSYSLT I SRVEAEDAATYYCQQWT SNPPTFGGGTKLEI K
CDR L3

Figure 102 : Séquence du domaine variable de lanehig#gére du Rituximab (Résidus colorés
résidus des boucles CDR déterminés par cristallograpidisidus stlignés en rougefragments
interagissant avec ’épitope déterminés par la 1°° membrane, Résidus soulignés en hléwagments
interagissant avec 1'épitope déterminés par la 2" membrane
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* Etude des fragments peptidiques de 6 et de 12 résidus domaine VH

L’analyse des fragments peptidiques du domaine VH a révélé trois zones
d’interactions correspondant aux séquences des différentes boucles CDR (H1, H2 et H3). La
premiére membrane a permis d’identifier deux segments de forte affinité OYNQKFK® et
YARSTYY% provenant respectivement des CDR H2 et H3. La secarginbrane a révélé
une zone d’interaction plus étendue et mieux définie. D’autres peptides de bonne affinité ont
été déterminés comme le segmdNMHWVK * provenant du CDR H1 ou les segments
YYSARS” et " WYFNVW!™ provenant des deux extrémités de la boucle CDR H3i(Eig
105). Comme 1I’a montré 1’analyse du domaine VL, les hexa- et dodécapeptides qui possedent
les mémes résidus montrent des affinités comparables.

10. 20. 30. 40. 50 60
QVOLQQPGAELVKPGASVKM SSKASGYTFT WVKQTPGRGL EWIGA | YPGNGDTSY
CDRH2 ~
70. 80. 90. 100. 110. 120.
NOK FK GKATLTADKSSSTAY MQL SSLTSEDSAVY Y SARSTYYGGDW Y FNVWGAGT TVTVS
CDR H3

Figure 105 : Séquence du domaine variable de lanehimurde du Rituximab (Résidus colorés
résidus des boucles CDR déterminés par cristallograRegidus srlignés en rouge résidus des
fragments interagissant avec [’épitope déterminés par la 1°° membraneRésidus soulignés en bleu
résidus des fragments interagissant avec |’épitope déterminés par la 2™ membrane

X Comparaison des segments identifi s par I’ tude cristallographique et la m thode
SPOT

Grace a la méthode SPOT, nous avons pu identifisigalts peptides présentant une
affinité pour 1I’épitope CD20. A I’exception de la chaine légére, I’analyse par méthode SPOT
a permis de sélectionner des peptides provenantaletels CDR du paratope a savoir H1,
H2 et H3.D’apré¢s les intensités de fluorescence, les peptides présentant la meilleure affinité
sont issus de la boucle H3. Selon la littératureCBdR est connu comme étant primordial
pour la reconnaissance d’un antigéne. On peut aussi remarquer que les peptides correspondant
au «coude» de la boucle H3 n’ont montré aucune affinité. Il est important de notee q
certains de ces segments ne coincident pas compigt@wvec les données cristallographiques
et présentent un léger décalage (Figlie®). Selon 1’étude cristallographique, la boucle
CDRH?2 interagit avec I’épitope via le segment'WIGAIYPGNGDTS™ alors que la méthode
SPOT révele un segment plus éloigné correspondémtsé@quencé®YNQKFK®. Ceci est
également observé pour le segméity SARS™ qui est situé juste & I’extrémité de la boucle
H3. Par contre, les peptid@NMHWVK *, ARSTY Y% et P9 YFNVW ! sont en parfait
accord avec I’¢étude cristallographique (Figure 106).
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identifié par (a) structure cristallographique iffthode SPOT

D’aprés la figure 106, on peut remarquer que les segments déterminés par la
techniques SPOT sont plus enfouis a I’intérieur de la structure paratope. Il arrive parfois que
les études cristallographique ne refléte pas exacteis structures que peuvent adopter
certains complexes de protéines en solution. Lesyseml structurales de protéines
déterminées par cristallographie et par RMN en solusiont parfois différentesS? C’est
pourquoi ces deux techniques sont complément&itésans notre cas, on peut supposer que
lors de la cristallisation le complexe a lIégérenadi@ingé de conformation vraisemblablement
dd a une désolvatation

230 gnyder, D. A.; Chen, Y.; Denissova, N. G.; Acton, T.; Aramini, J. M.n&iM.; Karlin, R.; Liu, J.; Manor,
P.; Rajan, P. A., et al., Comparisons of NMR Spectral QualitySarmdess in Crystallization Demonstrate that
NMR and X-ray Crystallography Are Complementary Methods foalBRrotein Structure Determination. J Am
Chem So@005,127 (47), 16505-16511.

%1 vee, A. A.; Savchenko, A.; Ignachenko, A.; Lukin, J.; Xu, X.; Skarina, T.; EvdokamE.; Liu, C. S.;
Semesi, A.; Guido, V., et al., NMR and X-ray Crystallography, flementary Tools in Structural Proteomics
of Small Proteins. J Am Chem S2@05,127 (47), 16512-16517.
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B.3. Quantification de I’affinit des fragments par SPR

La technique de résonnance plasmonique de surfae®)(& été utilisée pour
déterminer I’affinité des fragments peptidiques avec 1’épitope CD20. Cette technique nous
permettra de mesurer les constantes de dissociatigh {&s peptides identifiés par la
méthode SPOT.

B.3.1. Principe de la SPR

La résonance plasmonique de surface est devenuden@gres années une meéthode
couramment employéepour 1’étude cinétique et thermodynamique des interactions
intermoléculaire$® Introduit par H. Raether et K. Welford dans les ann&@g0, b
phénomene de résonance plasmonique de surfaeelorsqu’une lumiéere polarisée, sous des
conditions de réflexion interne totale, heurte uogcthie de métal électriguement conductrice
a linterface de deux milieux d’indices de réfraction différentS® Le dispositif expérimenta
utilisé par la technologie Biacore® (Figud7a) utilise une interface verre (surface du
capteur- indice de réfraction élevé) et liquide (solution contenant les objets d’études — indice
de réfraction bas). Lorsque le faisceau lumineux arsur cette interface, une partie de la
lumicre incidente est réfléchie tandis que ’autre partie est réfractée a travers la surface. Dans
les conditions de réflexions totales, une composante ¢lectromagnétique de la lumiere, I’onde
évanescente, saqpage perpendiculairement a I’interface sur une distance équivalente a sa
longueur d’onde. L’onde évanescente entre en résonance avec les électrons délocalisés de la
couche ¢électronique périphérique de 1’or (plasmon), phénomene qui se traduit par une chute
d’intensité du rayon réfléchi. L’angle pour lequel’intensité est minimale est appelé angle de
SPR (Figure 107b). 1l varie en fonction de I’indice de réfraction du milieu présent dans le
champ évanescent.

(@) & Angle de SPR ()
Source — N
lumineuse '\\\‘ ;Vétecteur
\\\ ) — IR. N

—Verre
Matrice J\> I OKJ = Q?ge—Or Angle de SPR
de Dextrﬁn Qr;%_f}\);( (%/dty o~ <—Ligand o S
90009 0o _ o © _ 2 o—Anaye g

a
Débit ——

Figure 107 : (a) Dispositif expérimental utilisé par technologie Biacofe®*, (b) variation de
lintensité de la lumiere réfléchie en fonction de I’angle de SPR a.

%32 Rich, R. L.; Myszka, D. G., Grading the commercial optical biaseliterature-Class of 2008: 'The Mighty
Binders'. J Mol Recogn2010,23 (1), 1-64.

233 pockrand, I.; Raether, H., Surface plasma oscillations at sinusilidal surfaces. Appl Opt977,16 (7),
1784-6.

234 Wilson, W. D., Analyzing biomolecular interactions. Scief682,295 (5562), 2103~
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Pour les études d’interactions, 1’'un des partenaires (le ligand) est immobilis¢ sur la
surface tandis que le second (I’analyte) est dilué en solution et injecté sur la surface
fonctionnalisée. Les changements de masse et les variations d’indice de réfraction induits par
I’association ou la dissociation des complexes formés par les deux partenaires modifient la
réfringence du milieu et décalent la position de I’angle oo de SPR. Le suivi de la valeur de cet
angle permet ainsi d’enregistrer en temps réel la fixation des molécules injectées sur la
surface.

L’angle est communément exprimé en unité arbitraire de résonance RU (Resonance
Units), pour lequel une variation d’angle de résonance de 0.1° est égale a 1000RU. La
représentation graphique de la variation de RU en famctiu temps est appelée un
sensorgramme. Les études d’interactions sont effectuées en flux continu selon la technologie
BlAcore®. L’ensemble de I’é¢tude s’effectue généralement dans un seul tampon de travail,
noté WB (Working buffer). Le but est’éviter la présence de fort saut de signal (effet
tampon) dii aux changements de milieu. L’étude cinétique comporte trois étapes (Figure
108) : une étape de stabilisan du signal, une étape d’association ou le ligand a étudier est
injecté sur la surface et une derniere étape dedaiigm du ligand. Afin de pouvoir effectuer
plusieurs cycles d’association/dissociation successifs a des concentrations de ligands
croissantes, une étape de régénération est souvent nécessaire pour récupérer a la fin d’un cycle
la surface dans son état initial.
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Figure 108 : Sensorgrammee obtenue lors de I’étude de I’interaction entre deux partenairés

Les sensorgrammes peuvent étre interprétés selon agoroches : une approche
cinétique et une approche thermodynamique. Pour les cinétiques d’interactions, les phases
d’association et de dissociation peuvent é&tre modélisées en utilisant des modéles
mathématjues adéquats. Ce traitement permet I’accés aux constantes cinétiques d’association
et de dissociation, notées respectivemenfekprimées en M.s') et g (exprimées 9). La
connaissance de ces paramétres permet 1’obtention de la constante de dissociation Kp,

235 Cooper, M. A., Optical biosensors in drug discovery. Nat Rev Drug D@e®, 1 (7), 515-528.
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B.3.2. Mise en placedu systéeme CD20 pour I’étude SPR

Pour les études d’interactions, I’épitope CD20 est immobilisé¢ sur la surface et les
différents fragments peptidiques a analyser sont dimésolution et injectés sur la surface
fonctionnalisée. Le systeme Biacore utilisé permetrdeailler sur quatre pistes dont les
surfaces peuvent étre fonctionnalisées de manidependante. Par défaut, la premiéere piste
sert de référence tandis que les autres pistes slistes pour effectuer les mesures. Dans ce
systeme, nous avons décidé de greffer le peptide controle sur la piste de référence et 1’épitope
CD20 sur la piste de mesure. Les peptides a immobgis® préalablement modifiés par une
biotine permettant leur accrochage sur une surfaceiémmalisée par des Streptavidines.

* Synth se de I’ pitope CD20 et du peptide contr le pour ’immobilisation sur

surface
. . H (@) Q H . . H
H.N-Peptide protégé—n —_— J_}-Nf Peptide protégé—n
HH ¢
N $
o<
HN S
H
\ (b)
o H . P . P
ﬁNfPeptlde linéaire déprotégé—n;
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N $
o
H
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o) o}
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NG s L Lys RH s 3 Pro
O#N \ $ O:(N N S /
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Réactifs : (a)Biotine, PyBOP DIPEA, DMF (b) TFA'TIS(I/DIOD (94/2/2/2) ; (c) CERCN/H,O (40:60, Bicarbonate
d’ammonium 100mM pH 8)

Figure 109 : Schéma de synthese des peptides biotB8/Ei95

Les deux peptides fonctionnalisés du c6té N-termipal une biotine ont été
synthétisés selon la méme voie de synthése utilieée réparer les peptides marquisset
91. Apres purification I’épitope CD20 93 et le peptide contr6l85 biotinylés sont obtenus
avec des rendements satisfaisants et une excelpemsté pour leur utilisation ultérieure
(Figurel110).
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Figure 110 : Chromatogramme HPLC et spectre ESbaioposéd3
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* Immobilisation sur surface du peptide CD20 et du peptie contrble

Dans le cadre des études en BIA&reous avons utilisé une sensor chips de type
CMS5 qui se compose d’une fine couche d’or fonctionnalisée par une couche hydrogel réticulé
de dextran carboxyméthylé. La présence de fonctionsoxgle facilite I’immobilisation
covalente sur la surface de la streptavidine pardiaie. La fonctionnalisation de la surface
par la streptavidiais’effectue en trois étapes consécutives sous un flux continu. La premiére
¢tape consiste a former les esters activés des groupes carboxyles par injection d’'un mélange
NHS/EDC. L’immobilisation de la streptavine s’effectue par injection d’une solution a
100 ug/mL diluée dans un tampon d’acétate de sodium a pH 4,5. Le pH de la solution de
couplage confére a la protéine une charge nettéymdacilitant son adhésion sur la surface
chargée négativement par attraction électrostatigauestreptavidine est greffée sur les deux
pistes jusqu’a saturation de la surface mesurée a 3500 RU. Pour finir, la surface est
neutralisée par injection d’une solution d’éthanolamine permettant de masquer les sites
d’ester succinimide qui n’ont pas réagit.

La piste 1 qui sert de piste de référence est fonwisee par le peptide contr@d
alors que la piste 2 est fonctionnalisée par 1’antigéne CD20 93. Afin d’avoir une bonne
compensation des pistes, les peptides ont été iitisgsbselon une procédure identique. Le
greffage des deux peptides biotinylés a été réalisé par injection d’une solution a 5uM dans un
tampon HEPES jusqu’a saturation des sites d’accrochage de la streptavidine observée a
200RU.

B.3.3. Mesure de la constante de dissociation du Rituximab et des
fragments identifiés par méthode SPOT

% Mesure de la constante de dissociation du Rituximab

Pour commencer le systeme mis en place a été vatiq@gozédant a la mesure de
I’interaction entre le Rituximab et 1’épitope CD20. Pour réaliser cette étude, nous nous
somme procurés une solution saline de Rituximabédila 69 uM fournie par la société
Roche Pharma. Cette solution a été diluée dans pouonedoplusieurs échantillons de
concentrations croissantes, allant de 0,25 uM aN0Qes différents échantillons ont ensuite
été injectés sur les deux pistes de la sensor chizemant le peptide cafte et 1’épitope
CD20 immobilisé. L’effet tampon est ensuite €liminé en soustrayant les données de la piste de
mesure par les données de la piste de référence. A I’issue de ’expérience, on obtient le
sensorgramme représenté Figlid.
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Figure 111 (a) Sensorgramme de I’analyse SPR (b) isotherme d’adsorption de l’interaction entre le
Rituximab et I’épitope CD20

Les différentes constantes d’affinités et cinétiques caractérisant ces interactions ont été
extraites en utilisant le logiciel « Bia evaluatioet un modéle de Langmuir. Les constantes
de dissociation déterminés sodt 1’ordre de 10° M avec un k®= 45.10° M et un
KDCin =9.10° M. Théoriquement, la constante de dissociation devrait étre de 1’ordre de 107°
M. Cette faible affinité du Rituximab pour le peptide @D& également été observée par Le
Guellec and coll. sur un systéme similaire au noft€ette faible interaction peut étre causée
par plusieurs phénomeénes comme 1’accessibilité a I’antigéne (géne stérique de la streptavidine
ou du dextran) ou une trés faible densité de pepiidesobilisés. Cependant, nous avons
décidé de poursuivre lemalyses d’intéractions. Ce résultat nous servira de témoin pour
comparer les mesures d’affinités des différents peptides révélés par la méthode SPOT.

* Synthése des fragments peptidiques déterminés par métrm&POT

En se basant sur les résultats de la premiére meebraous avons décidé de
synthétiser et d’analyser les fragments présentant la meilleure affinité pour 1’épitope CD20.
Nous avons donc sélectionné les fragments hexajmpesl °YNQKFK® (H2-6) et
YARSTYY%? (H3-6) provenant respectivement des boucles CDR H23ettHes fragments
GVPVRF (LA-6) et 2LTISRV’’ (LB-6) provenant de la chaine légére. Les dodécajesnt
*GNGDTSYNQKFK® (H2-12)et *SAVYYSARSTYY!%?(H3-12) ont aussi été sélectionnés
pour les comparer avec leurs homologues a 6 résidus.

La synthese des peptides a été réalisée sur une Risik amide. Aprés élongation et
déprotection, les peptides sont été purifiés poundoies différents produits attendus avec
une excellente pureté pour I’analyse SPR.

* Mesure de la constante de dissociation des fragments

La mesure des constantes de dissociation des difféfimmgments peptidiques a été
réalisée sur le méme systéme décrit pour 1’évaluation du Rituximab. Les différents peptides
ont été dissous pour donner plusieurs échantillongatheentrations croissantes allant de

2% Blasco, H.; Lalmanach, G.; Godat, E.; Maurel, M. C.; Canepa, S.; BélghaPaintaud, G.; Degenne, D.;
Chatelut, E.; Cartron, G., et al., Evaluation of a peptide ELI&AtHe detection of rituximab in serurd.
Immunol Method2007,325(1-2), 127-139.
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1uM a 1 mM. Les solutions ont ensuite été injextpeur mesurer leur interaction avec
I’épitope. Malgré de fortes concentrations en analyte, jusqu’a 1 mM, aucune réponse n’a pu
étre détectée (Tableau. En général, I’identification par la méthode SPOT, d’un peptide
interagissant avec un antigéne est confirmée par I’analyse du peptide soluble en SPR.*’
Cependant, comme dans le cas présent, certains geuides sous leurs formes solubles ne
gardent pas une bonne affinit¢é pour I’antigéne. Ce phénoméne peut étre d0 a plusieurs
paramétres. Pour la méthode SPOT, les peptides irisgsbsur la membrane sont orientés
du coté Cterminal ce qui peut avoir une influence sur ’interaction. Par ailleurs, les peptides
sont présentés sur la feuille de cellulose sous teégeb densités ce qui a pour effet
d’augmenter I’affinité par effet de multivalence. Si on part du principe que cet effet de
multivalence joue un role prépondérant dans la reconnaissance de I’épitope CD20, on peut
supposer qu’une fois assemblés sur un support multivalent, les fragments peptidiques

présenteraient une bonne affinité mesurable en SPR.

Fragment Produit Séquence Kp (M)

Rituximab 9.10°
H2-6 96 H-Tyr-Asn-GIn-Lys-Phe-Lys—NH, ND*
H3-6 97 H-Ala-Arg—Ser-Thr-Tyr-Tyr—NH, ND
LA-6 98 H-Gly-Val-Pro-Val-Arg—Phe—NH, ND
LB-6 99 H-Leu-Thr-lle-Ser-Arg-Val—-NH, ND
H2-12 100 H-Gly-Asn-Gly-Asp-Thr-Ser-Tyr-Asn-GIn-Lys—-Phe-Lys—NH; ND
H3-12 101  +-Ser-Ala-Val-Tyr-Tyr-Ser-Ala-Arg-Ser-Thr-Tyr-Tyr—NH; ND

*ND : Non-déterminée

Tableau 7: Résultats de [’analyse SPR des interactions entre les différents peptides et I ’épitope
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B.4. Synthese et évaluation en SPR des fragments de mAb sardhassis
multivalent

Dans I'optique d’augmenter ’affinité d’interaction des fragments peptidiques avec
I’épitope CD20, nous avons décidé de les assembler sur le chassis moléculaire RAFT.
Comme il a été démontré pour 1’étude du RAFT4(c[-RGDfK-]), le chéassis peut présenter
jusqu’a quatre unités de ligand induisant une augmentation de la concentrationldoet
améliorant ainsi 1’affinité pour le récepteur. Pour réaliser ces montages multivalents, nous
avons sélectionné les fragments provenant des boG8&H2 et CDRH3 soit H2-6, H3-6,
H2-12 et H3-12. Afin de vérifier la spécificité desardctions, nous avons préparé un peptide
contrdle (« scramble ») présentant les mémes résjdasle fragment H2-6 mais dans un
ordre différent.

B.4.1. Montages des fragments c6té Nerminal sur les chassis par
ligations oxime

R
OEt OEt R )\ (g R
o
oaY Y OEt }\ | | ° (&
N N o N o
d d Y |

\r N
\ / / |
N N N e} N
/ / / /
o &0 o &=o
O (o] ) o
R Lys\ /Lys\ @ /Lys\ /Lys\
a
o)\ + Gly Ala “Pro Gly Ala “Pro
| Lys, Lys / / Lys, Lys /
o NG N NG N
Ala [c] Pro Ala Gl
103 R = ~-Tyr-Asn-Gin-Lys-Phe-Lys-, 108 : R = -~ Tyr-Asn-Gin-Lys-Phe-Lys-n+,
104 : R = ~~Ala-Arg-Ser-Thr-Tyr-Tyr-, 109 : R = ~—Ala-Arg-Ser-Thr-Tyr-Tyr-nt,
105 : R = ——Phe-Tyr-Lys-Gin-Asn-Lys-N+; 110: R = ~~Phe-Tyr-Lys-Gin-Asn-Lys-nv;
106 : R = ~~Gly-Asn-Gly-Asp-Thr-Ser-Tyr-Asn-Gln-Lys-Phe-Lys-n; 111 : R= ~—Gly-Asn-Gly-Asp-Thr-Ser-Tyr-Asn-Gln-Lys-Phe-Lys-nH,
107 : R = -—Ser-Ala-Val-Tyr-Tyr-Ser-Ala- Arg-Ser-Thr-Tyr-Tyr-n; 112 : R= -~Ser-Ala-Val-Tyr-Tyr-Ser-Ala-Arg-Ser-Thr-Tyr-Tyr-nH,

Réactifs : (a) TFAHO/CHsCN (5/50/45)

Figure 112 : Assemblage des peptides aldehydes1D33105 106 et 107 sur le chassis 10@ar
ligation oxime

Le chassidl02 a été préparé selon la stratégie de synthése yibigéla synthése du
chassisl6. Les peptides aldéhydiquéf3, 104, 105, 106 et 107ont été synthétisés sur résine
Rink amide en introduisant un résidu sérine coterhinal permettant de générer 1’aldéhyde
glyoxylique.
Le couplage par lien oxime des fragments peptidiguede chassig02 est réalisé en milieu
acide en présen d’un excés de composé aldéhydique. Aprés 30 minutes de réaction, la
ligation est complete et les produits sont directarperifiés. Les différents assemblages sont
obtenus avec des rendements de I’ordre de 60-70 % et des assez bonnes puretés (FigLgg
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Composeés HPLC ESI
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Figure 113 : Rendements et spectre ESI des cosh68¢109, 110, 111 et 112

B.4.2. Montages des fragments cété C-terminal sur les chéassis par

ligations CUAAC

* Synthése du chéassis fonctionnalisé par quatre groupenisrazoture

N3 N3 N3 N3

O S T
: : ()2~ ‘LL"H(LyS\ /L::P"rﬁ
H—Lys—Ala—Lys—Pro—Gly—Lys—Ala—Lys—Pro—Gly—o —_—
y y y—Ly y s <) aly A Sero

Réactifs : (a) TFACHKCI, (1/99) ; (b) PyBOP, DIPEA, DMF
Figure 114 : Schéma de synthése du chd44s
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La synthése du peptide linéaire est réalisée enSSEP introduisant de maniére
controlée la lysine modifié8. Aprés décrochage de la résine en milieu faibleraete, le
peptide est cyclisé en solution puis précipité a I’éther pour donner le chassis 113 avec une
pureté satisfaisante pour son utilisation (FigL§).

| t==8.0 min ! Calc MW: 1067.2 1+
e H | Found MW : 1067.5 el
060 “ :
| :
l !

‘ | ! 2+
0,00 ——r~ b1, S - — —-——75 5?:1.2 ) j N

400 600 800 1000 1200 1400

T T T T T T T T T —!
2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 181

Figure 115 : Chromatogramme HPLC et spectre EShdissis 113

* Synthéese des fragments fonctionnalisés par un alcyne €rderminal

Trt Boc

| | = b —
H=Tyr Asn-G!n-Lys»Phe-Lys-N L» H-Tyr Asn-GiIn-Lys-Phe-Lys—NH
| \ g >
/ Trt Boc °

—=
0 OO (a) HN OO SPPS
H : :
MeO MeO
114 \ Pbf tBu tBu

| | [ =
H-Ala-Arg-Ser-Thr-Tyr-Tyr—N (b) /=
7 \ \_Qo — ~  W-Ala-Arg-Ser-Thr-Tyr-Tyr—NH

tBu tBu
MeO 1 16

Réactifs : (a) 10 équiv. proprgylamine, 10 équiv Ng8N, AcOH/DMF (1/99) ; (b) TFATIS/HO (94/3/3)
Figure 116 : Schéma de synthése des peptidestl1b fonctionnalisés par un alcyne en C-terminal

La fonctionnalisation par un alcyne du c6té C-terinties peptides a été effectuée via
I’introduction d’une propargylamine. Pour ¢éviter les problémes d’épimérisation qui
surviennent lors de I’activation d’un carboxyle en solution, nous avons choisi d’utiliser une
résine modifiée permettant 1’incorporation de la propargylamine pendant la synthése
supportée. Cette résine est préparée en faisanir léagropargylamine sur une résine
aldéhyde de type @#-Formyl-3-methoxyphenoxy)butyryle en milieu légéremeacide.
L’imine formée est réduite in Situ aprés ajout d’un réducteur comme NaBH3CN pour donner
I’amine secondaire permettant 1’accroche du premier acide aminé. Cette résine 114 est
directement utilisée en SPPS pour synthétiser les deptides issus des boucles CDRH2 et
CDRH3. En fin de synthése, les peptides sont totaleahéprotégés puis purifié pour donner
les composéglSetll6avec de bons rendements et une bonne pureté (Higdre

@) 2+ Calc MW:864.0 | (b) Calc MW:796.9
4538 Found MW : 864.3 | Found MW : 796.5 i
! 797.5
1+ :
906.4 i
i 2
1 3993
200 400 600 800 1000 1200 | : b t

300 400 500 600 700 800

Figure 117 : Spectre ESI des composés (a)t15)116
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*  Assemblage des fragments c6té C-terminal sur les chags#é ligations CUAAC

N
L g ~
Lys Lys -LL\-\_L,‘-L\‘ Los
~ P U y ys_
i Lys e Lys “Pro R—NH (@) Gly \Ala/ Pro
- —— ys, Y
L \AI/ ~N l{ [ I/ ~ |/
ro
113
15: R= v-Tyr Asn-Gln-Lys-Phe-Lys-— 117 R= #-Tyr Asn-GIn-Lys-Phe-Lys—
116:R= w-Ala-Arg-Ser Thr-Tyr Tyr— 118: R= +-Ala-Arg-Ser-Thr-Tyr-Tyr-—

Réactifs : (a) CuSpAscNa,tBuOH/Tampon phosphate 100mM pH 7,3 (6:4) p-ondes ,780@in
Figure 118 Assemblage des peptides alcynes &tLB16sur le chassigl3par ligation triazole

Le couplage c6té C-terminal des hexapeptides HR2483e6 par lien triazole sur le
chassisl13 a nécessité plusieurs mises au point. Les premiers essais d’assemblages effectués
en présence de micropoudre de cuivre ont donné deaisatésultats avec des rendements
inférieurs a 10%. Dans le cas présent, il sembleadt cette méthode ne soit pas adaptée a
cette molécule. Aprés une multitude de tests, 1’utilisation du couple CuSO4/AscNasuivie
d’une irradiation aux micro-ondes s’est révélée étre la condition de couplages la plus efficace.
Cet assemblage a été effectué en utilisant un excpemile-alcynd.15ou 116 (1,2 équiv.
par site oxyamine) dans un milieu aqueux tamponné&#p0 min a 70°C sous micro-ondes,
la ligation est compléete et les produits obtenust sdirectement purifiés par HPLC
préparative. Les différents assemblajg8 et 117 sont obtenus avec des rendements moyens
compris entre 40 et 50% (Figut&9).

(@) Calc MW: 4523.3 (b) 4+ Calc MW: 4254.7
- Found MW : 4523.4 Toed.7 Found MW : 4257.8
3+
1419.3
5+ 3+ 5+
905.7 851.9
r L] . i ‘ » W — : ‘ ‘
600 800 1000 1200 1400 1600 | 600 800 1000 1200 1400 1600

Figure 119 : Spectre ESI des composés (a)et18)117

B.4.3. Synthése de montages bitopiques

Comme il a été démontré auparavant, le gitéixation d’un anticorps est composé de
plusieurs segments discontinus qui interagissent avec I1’antigéne. Selon les données
cristallographiques, le paratope du Rituximab se fixe au CD20 par le biais d’un site discontinu
formé des boucles CDR L3, H1, H2 et H3. Par méthodeTSPOus avons pu identifier
plusieurs de ces fragments provenant entre autres@RsH2 et H3. Grace aux procédures
de ligations développées précedemment, nous avécid&dde greffer sur le chassis deux
fragments peptidiques provenant de boucles CDR diffésefiette démarche a pour but de se
rapprocher au plus prés de la conformation du paratépee stratégie consiste a synthétiser
deux modeles. Le premier modele présente les hetidpepi2-6 et H3-6 greffés du coté N-
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terminal sur le chassis. Le second modeéle présesatddux hexapeptides dans des directions
opposées a savoir H3-6 greffé du c6té N-terminal e6td@ c6té C-terminal.

NH, NH,

Tyr NH, Tyr H

! L | !

Tyr )"s Tyr T)\/r
Thr Phe Thr Asn

OFt | ! I
\I( Ser L){s S?r Glln
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/ ! |
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)\ ™ ;\ U
N. y o o ys
o 3 ler 120 | o ‘N '
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Gly Ala Pro | o= N o— Ny
/ Ala\ /Ala\ / + STr ou N

Pro/ Ala Gly A:’g Asn-Gin-Lys-Phe L. A = § g
H-Tyr Asn-GIn-Lys-Phe-Lys— Lys Lys Lys Lys,
Ai: Gl - \Ala/ \pr Gly/ \Ala/ \Pro
119 oM 104 Y Ala la / ou / la Ala /
° _ // ~ N P N
Pro’ la Pro Ala

Réactifs: (a) tBUOH/H,O/TFA (50:45:5) puis ajout de NaHG@usqu 'a pH 7, Cu°
Figure 120 Assemblage ditopique des peptid®g et 120 sur le chassi$l9

Le chassisl19 et le peptidel20 fonctionnalisé par un alcyne en N-terminal ont été
réalisé en suivant les procédures de synthéses ede@itcédemment. Les assemblages
biomoléculaires des fragments H3-6 et H2-6 ont #axiés selon une stratégie « Onespot
développée dans le chapitre précédent. Le peptilé HO4 modifieé en N-terminal par un
aldéhyde et le chassikl9 sont dissous dans une solution acide permettaat repide
formation du lien oxime. Aprés neutralisation du pls Ipeptidesl20 ou 115 issus de
CDRH2 (fonctionnalisé par un alcyne soit du coté N-tetntu coté C-term) sont additionnés
directement dans le milieu en présence @€. Aprés 5 heures a 50°C, on observe la
disparition compléte de I’intermédiaire et la formation exclusive des produitsralus121 ou
122avec des rendements apres purification de 1’ordre de 50% (Figurel121).

(a) 3+ Calcd MW = 2650.9 (b) 3+ Calcd MW = 2608.9
884.8 8705
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Figure 121 : Spectre ESI des composés (a)et 24)122

B.4.4. Evaluation en SPR des différents montages

Les constantes de dissociations des différents mesfaaur le CD20 ont été mesurées
en utilisant le systeme décrit précedemment. Les différmontages ont été dissous pour
donner plusieurs échantillons de concentrations cmttissaallant de 0.1 uM a 1 mM. Les
premiers essais réalisés avec le montage cRAFT4JHPO8 ont révélé d’importantes
interactions non-spécifiques avec la surface rentiEEntréponses mesurées inexploitables.
Cette non-spécificité est probablement due a une fatttaction électrostatique entre la
surface chargée négativement et le montHfepossédant huit fonctions amine protonnées.
Cependant, cette adhésion électrostatiqgue indésiradlé §re diminuée en augmentant la

117



Partie B Conception de mimes d’anticorps thérapeutiques

force ionique du tampon de travail. L’augmentation de la concentration en NaCl du tampon

de travail de 150 mM & 500 mM a montré une nettediaraéon des données mesurées avec
le produit108. En utilisant ce tampon de travalil, les différentsitages synthétisés ont ainsi
pu étre analysés et les réponses mesurées ontegpex@ioitées. Les différentes constantes
d’affinités et cinétiques caractérisant ces interactions ont été extraites en utilisant une
modélisation mathématique (isotherme de Langmuir) I€Eabg.

(@) (b) |
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Figure122 : Sensorgramme de [’analyse SPR de ['interaction entre [’épitope et le peptide 108 (a) ou
118(b)

Montages K p® Ka(M™sh Kg (sh Ko™ (M)
Rituximab 4,5.10° 9.10°
CRAFT4(H2-6)y 108  3,8.10° 6994 0.1737 2,48.10°
CRAFT4(H3-6)n 109 Insoluble
CRAFT4(H2-12)y 111 ND
CRAFT4(H3-12)y 112 Insoluble
CRAFT4(H3-6)c 118 5,3.10° 134,9 0,435810° 3,23.10°
CRAFT(H3-6)n-(H2-6)y 121 ND
CRAFT(H3-6)n-(H2-6)c 122 ND
CRAFT4(control)n 110 ND

Tableau & Résultats de I’analyse SPR des interactions entre les différents peptides et [ 'épitope

Parmi les différents montages analysés, seulementastantes de dissociation ont
pu étre déterminées. Le compod®8 et 118 présentant quatre segments provenant
respectivement des boucles CDRH2 et CDRH3 ont monti&yyiour 1’épitope de 1’ordre de
10° M. Les affinités de ces deux montages et du Rituxiviakdvis de I’antigéne sont
relativement proches. Lespkmesurés avec ces deux produits sont 3 a 4 foisisupes au
Kb du Rituximab. Les autres composés étudiés n’ont donné aucun résultat. Les produits 109
et112n’ont pas pu étre analysés a cause de leur insolubilité dans le tampon. Etonnamment, le
Ko du peptidelll comportant les segments de H2 en 12 résidus n’a pas pu étre déterminé
alors que son homologug08 présente une affinité mesurable en Biacore. Quant aux
montages ditopiqueb21 et 122 leur affinité pour 1’épitope s’est révélée étre médiocre et les
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solutions injectées jusqu’a une concentration de ImM n’ont pas été suffisantes pour observer

une association. Ce résultat n’est pas trés étonnant, étant donné que les fragments ont été
positionnés naivement sur le chassis. Une étudafbranatique sera nécessaire pour ajuster
la conformation de ces assemblages ditopiques. Rifiey la spécificité des interactions, le
peptide contrdlell0 a été analysé etucune interaction avec le CD20 n’a été constatée
jusqu’a une concentration de 1 mM.

B.5. Identification des résidus des différents fragments interveamt dans
la reconnaissance de I’ pitope

Afin d’identifier les résidus primordiaux pour la reconnaissance de 1’antigéne, nous
avons effectué une mutagénese dirigée des fragmentsfigleprécédemment en remplagant
chaque acide aminé en Alanine. Cette technique rormmla-Scan » a été réalisée avec les
hexa et dodécapeptides provenant des domaines VH atsavoir LA-6, LB-6, H2-6, H3-6,
LA-12, LB-12, H2-12 et H3-12. Chacun de ces fragments gue leurs analogues mutés ont
été synthétisés par méthode SPOT puis révélés avec 1’épitope fluorescent 88. L’histogramme
ci-dessous (Figur@23) représente 1’intensité de fluorescence de chaque SPOT en fonction
des résidus mutés.

m Fragments originaux
B Fragments mutés

O B N W b U

GVPVRF TISRV YNQKFK ARSTYY TSNLASGVPVRF SGTSYSLTISRV GNGDTSYNQKFK SAVYYSARSTYY

LA-6 LB-6 H2-6 H3-6 LA-12 LB-12 H2-12 H3-12

Figure 123: Intensité de fluorescence des spots présentant fésedit fragments mutés aprés
révélation a l’épitope marqué 88

On peut remarquer que les peptides LB-6, LB-12 etlBi2identifiés lors de I’étude
avec la premiere membrane, ne présentent pas une bonne affinité pour 1’épitope. Ceci est
probablement di a la plus faible concentration etoppimarqué utilisée pour réaliser ce test.
Par contre, cette expérience a permis de confirmer ’affinité de certains fragments et de
déterminer les résidus critiques a la reconnaissance de I’antigéne. Pour les peptides LA-6 et
LA-12, la mutation en Alanine des deux derniers résitirg et ®'Phe induit une disparition
compléte de I’affinité pour I’épitope. En ce qui concerne I’analyse des fragments de la chaine
lourde, les résidu€Tyr et ®*Phe du peptide H2-6 et les résidiarg, 1 Tyr et *?Tyr du
peptide H36 jouent un role critique dans la reconnaissance de I’antigéne. Le dodécapeptides
H3-12 ne présente qu’un seul résidu important (°°Arg), alors que son homologue & 6 résidus
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en possede trois. Ce résultat peut s’expliquer par la séquence de H3-12 qui forme un
palindrome YY_ R_ _YY Cet effet traduit ’importance de 1’enchainement des deux
tyrosines.

Cette étude montre que les résidus Tyrosine et Pdlanyme sont trés importants pour
la reconnaissance de I’antigéne. Ceci nous améne a penser que les interactions entre les
fragments peptidiques et 1’épitope sont majoritairement de type Van der Walls. Par contre,
I’importance du résidu Arginine dans I’étude des fragments LA-6, La-12, H3-6 et H3-12
réveéle également une forte interactionhablement de types ioniques. Ce type d’interaction
peut parfois générer des adhésions non-spécifiqueguicserait problématique pour une
évaluation biologique.

B.6. Synthese et évaluation in vitro des fragments de mAb sue chassis
multivalent

Pour confirmer les résultats obtenus par analyses SPR, nous avons décidé d’¢tudier
I’adhésion de nos montages positifs sur des cellules exprimant la protéine CD20. Pour cette
étude biologique, les composés devront étre marguégréalable par un fluorophore. Les
produits que nous avons retenus pour cette analyggansont les peptides multivalent§8
et 118 leurs homologues monovalerfi§ et 97 et le peptide control@l10. La synthése des
peptides conjugués au fluorophore a été réalisédevimuplage par lien amide de laCy
NHS.

B.6.1. Synthéese des différents montages

* Synthése Fragment H2-6 et H3-6 marqué a la Cyanine5

SPPS Trt Boc Boc

a),(b
H=Tyr Aén-G!n-L)lls-Phe-L)lls—HO L, Cys5-Tyr Asn-GIn-Lys-Phe-Lys-nH,
tBu Trt 123
tB B
SPPS TP P (a),(b)
_— H—AIa-Arg»S(lar-Thr-Tyr»Tyr—NO Cys-Ala-Arg-Ser-Thr-Tyr-Tyr-n+,
tBu {Bu 124

Réactifs : (a)Cys-NHS, DIPEA DMF (b) TFA'TIS/HO (95/2.5/2.5)
Figure 124 : Schéma de synthése des peptidestl23 marqués a la Cyanine5
La synthese de ces deux peptides est réaliséeaardérhe facon sur une résine Rink
amide. Aprés élongation des peptides, la cyaniaetyée sous forme de NHS, est couplée
sur I’amine terminale des peptides supportés. Aprés déprotection et purification, les peptides

123 et124issus des boucles H2 et H3 sont obtenus avecedegments satisfaisants et une
excellente pureté pour les tests in vitro (FigL2é).
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Figure 125 : Spectre ESI des composés (a1 28)124

* Synthése de cCRAFT4(H)oxme €tCRAFT4(controle)oime Marqué a la Cyanine5

La synthése des montages multivalents conjuguéiuarophore est réalisée via le

couplage par lien amide de la4&2yHS. Cet agent de détection est greffé sur la faéeiaure

du chéssis évitant tout phénomatiinterférence entre les deux domaines. Le fluorophore
¢tant un produit particuliérement onéreux, il est préférable de I’introduire durant la derniére
étape de synthese. Généralement, le fluorophoreoagié sur un résidu lysine du chassis
aprés assemblage des peptides sur la face supérizams. le cas présent, le fragment
peptidique H2-6 et le peptide contrble possedentwhaleux amines libres sur les chaines
latérales des lysines. Pour contrdler I’insertion du fluorophore sur la face inférieure du
chassis, le couplage doit étre réalisé avant lgidigales biomolécules.

R R
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Boc NH Boc
<4 <1 d
). o
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Lys H_,-"’"J.’Jf Lys
Fro Gly Ala G'v Lys F'“’ 103 ou 105 e| \ /Ls “Pro
p,{, // \ / \ ~
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Réactifs : (a) TFATIS/ED (b) BocNH,0CH,COOH, PyBOP, DIPEA, DMF (c) Pd° (PRl PhSiH, CH,Cl, /DMF (d) Cy-
NHS, DIPEA, DMF(e) TFA/H,O (7/3)

Figure 126 Assemblage des peptides aldéhyti@3et 105 sur le chassis 12Tarqué a la cyanines

Pour préparer le chassl&5 nous avons choisi une stratégie classique utilete
préparer le RAFT a grande échelle (Figut26). L’utilisation de groupes protecteurs
orthogonaux Boc et Alloc, nous permet de fonctiorsealindéependamment la face supérieure
et inférieure du cyclopeptide. Aprés décrochage duigepin milieu faiblement acide, celui-
ci est cyclisé en solution puis précipité dans 1’éther pour donner le chassis 125 Aprés
élimination des groupements Boc par traitement au T€lysines sont fonctionnalisées par
quatre fonctions oxyamine protégées. L’¢élimination orthogonale du groupement Alloc permet
de libérer I’amine de la lysine de la face inférieure. Aprés couplage de la Cyanine5, sous
forme d’ester activé, le milieu réactionnel est directement purifié par HPLC préparative pour
donner le chassik27 pur marqué par Cy5.

Le greffage par lien oxime des fragments peptididi@3et 105 sur le chassi$27 est
réalisé dans un mélange TFA®I (70/30) selon la procédure décrite dans la premiéerepart
Apres purification, les différents assemblad@8 et 129 sont obtenus avec une excellente
pureté et des rendements respectifs de 76 % et 2&¢réA27). Le faible rendement de

121



Partie B Conception de mimes d’anticorps thérapeutiques

synthese obtenue pour le compdgd est di da formation d’agrégat durant la réaction. Ce
probléme a souvent été observé avec des composégésartp Cyanines.
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Figure 127 : Cromatogramme HPLC et spectre ESI depases (al28 et (b)129

* Synthése de cRAFT4(H3)c Triazole Marqué a la Cyanine5s
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Figure 128 Assemblage du peptide alcyne 1§18 le chassi$31 marqué a la cyanine5

Le chassid30a été préparé selon la méme voie de syntheseequiéibsid 14 Apres
couplage de la CyBHS sur I’amine libre du chassis, le produit est purifié pour dore
composé marqu&3l pur. Le couplage coté C-Terminal du fragment H3-6ligam triazole
sur le chassis a été réalisé en suivant la procétimeate pour les composdd8et117.
Apreéspurification, ’assemblage 132 est obtenu avec un trés faible rendement a cause d’une
forte agrégation du composé pendant le couplage CuAAQe prix relativement excessif de
la Cyanine5, la mise au point de cette synthése n’a pas pu étre réalisée. Cependant les
quantités de produits ont été suffisantes pour effedase évaluations biologiques (Figure

129).
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Figure 129 : Chromatogramme HPLC et spectre ESbaoposél32

Etant donné les faibles rendements de ces assemblages, nous avons décidé d’optimiser
les voies de synthése. Pour cela, une secondeoligati été introduite dans le chassis,
permettant le grfage chimiosélectif du fluorophore. Notre choix s’est porté sur la ligation
thioéther car de nombreux fluorophores fonctionalisés des groupements maléimide ou
iodoacétamide sont commerciaux. Pour des raison®ilieet de disponibilité, nous avons
chasi d’utiliser comme fluorophore la fluorescéine qui est classiquement utilisée dans les
tests biologigues. Cette voie de synthese estlléétaians le premier chapitre de ce manuscrit
(cf. p.79

B.6.2. Evaluation des différents montages

L’évaluation biologique des produits 123 124, 128 129 et 132 a été réalisée par
I’équipe du Docteur Fournié spécialisée dans I’immunité innée et les hémopathies malignes
(INSERM U563, Toulouse).La capacitéadhésion des composés cyanilés a été déterminée
sur deux modéles de cellules: les cellules DOHHrimmant CD20 et les cellules NK92
dépourvues de CD20. Pour effectuer ce test, les cel#3H ou NK92 ont été incubées
avec les différents peptidd23 124, 128 129 132 et un anticorps anti-CD20 utilisé comme
contrble. Apres rincage, la fluorescence des cellufemobilisées est quantifiée par
cytométrie de flux. Les résultats obtenus aveaestagesl28 129 et 132 sont répertorig
dans les graphes suivants (FigliBf)
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Figure 130 : Analyses FACS

A
s

3 R T L W

En comparaison avec I’anticorps, les peptides analysés sont peu spécifiques vis-a-vis
des cellules exprimant CD20. Etonnamment, le pediRadhére préférentiellement sur les
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cellules n’exprimant pas 1’antigéne. Seul le composé 132 s’est révélé efficace et montre une
meilleure spécificité pour les cellules CD20+. Le joptcontréle129 ne révele aucune
spécificité et interagie avec les deux cellules sdisinctions. Cette forte adhésion non-
spécifigue de nos composés est probablement caaséme forte charge positive. En effet,
ces peptides présentent de nombreux résidus ch@lygé® et arginine) qui sont connu pour
interagir avec la membrane cellulaire par interactiomgae.

Ces tests ont permis de confirmer 1’activité d’un seul des deux peptides retenus par
I’¢tude SPR. Comparé a la SPR, ces évaluations biologiques sont plus adaptées et plus simple
a mettre en ceuvre pour 1’analyse de nos composés. L’évaluation des produits par SPR
nécessite encore plusieurs mises au point. D’autres assemblages de fragments peptidiques
sont en cours de réalisation et seront directegaltiés sur les cellules.

B.7. Bilan des travaux

La seconde partie de mes travaux a été dédiée aHarobe de nouveaux ligands
tumoraux ens’inspirant du mAb Rituximab. Dans cette approche, nous avons présenté la
conception, la synthése et 1’évaluation biologique d’assemblages peptidiques mimant
I’activité de reconnaissance de cet anticorps. Pour sélectionner les éléments responsables de la
reconnaissance de 1’antigéne, nous avons synthétisé des petits fragments peptidiques de 6 et
12 résidus issus de la séquence du domaine variablmAb. Cette synthése est rendu
possible grace a la technique SPOT qui permet dmpeesimultanément différents peptides
immobilisés sur membrane de cellulose. Apres avoir effectué un test d’affinité avec ’antigéne
marqué a la cyanineb, plusieurs peptides interagissast la cible ont pu étre identifiés. La
plupart des fragments peptidiques sélectionnés appaent aux boucles CDR H1, H2 et H3.
Or d’aprés la structure cristalline du complexe Rituximab-CD20, ces CDRs sont directement
impliqués dans la reconnaissance avec le mAb. Comme I’avait décrit Laune et al®?®, cette
technique est un bon outil pour déterminer des fratgeptidiques issus de mAbs impliqué
dans la reconnaissance d’un antigéne. En se basant sur les procédures mis au point au cours
de ma thése, les fragments peptidiques sélectioomiésnsuite été assemblés sur le chassis
moléculaire RAFT. Ces peptides ont été greffés suhdessis soit de facon multivalente, soit
en créant un site ditopique par incorporation de fragsmessus de CDRs différents. Les
différents montages ont ensuite été évalués en SPR avec I’épitope CD20 immobilisé sur
surface. Deux assemblages multivalents de peptmegenant des boucles CDRH2 et
CDRH3 ont montré une bonne affinité pour I’épitope avec des Kp de I’ordre de 10™ M.
Cependant, I’étude biologique réalisée sur différentes souches de cellules a démontré que ces
COmposeés ne présentent aucune specificité envecelieles exprimant CD20.

Nos molécules étant composés de plusieurs fonctamsies protonnées a pH
physiologique, il est probable que ces dernierséestit a la membrane cellulaire par
interaction ionique. Pour supprimer cette charge positive sans affecter 1’affinité pour la cible,
nous avons décidé de modifier les fragments pepidigun mutant certains résidus. Seuls les
résidus identifiés par Al8ean comme étant critique pour I’interaction seront maintenus. Pour
cela, nous envisageons d’utiliser la technique SPOT pour synthétiser et évaluer ces différents
peptides mutés. Eventuellement, cette stratégie giamde trouver des peptides de plus
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haute affinité pour la cible. Par ailleurs, certaingrinants révélés par la seconde membrane
SPOT n’ont pas encore été évalué pour déterminer leur affinité avec I’antigene.

La conception de montages comportant un site dennaessance discontinu demande
une étude plus approfondiEn effet, I’étude SPR des deux composés ditopiques 121 et 122
positionnésde maniére aléatoire sur le chassis n’a donné aucun résultat. Une analyse
bioinformatique de la structure cristalline du Rituginpermettra de mieux positionner et
orienter les différents fragments sur le chassis. L’objectif de cette méthode est de se
rapprocher au maximum des propriétés du mAb en réalisadomaine de reconnaissance a
la fois tres sélectif et affin envers la cible.
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C. Synthese et caractérisation de vecteurs
multivalents de ligands RGD pour P’imagerie
tumorale

C.1. Conception des vecteurs multivalents pour I’imagerie

Ces dernicres années, de nombreuses approches basées sur le ciblage de 1’intégrine
owPsz ont été étudiées pour I’imagerie tumorale non-invasive chez I’animal. Dans cette
optique, différents agents de détection conjuguéseqiide -RGD- ont été développés et
testés en clinique avec succés. Différentes techniques d’imagerie ont été envisagées comme la
tomographie a émission de positron (TEP), la tomograpféeission monophotonique
(TEMP ou SPECT), I’'imagerie par résonnance magnétique (IRM) ou I’imagerie optique.

Cette partie est consacrée a la préparation et 1’évaluation biologique de vecteurs
multivalents destinés a des applications d’imagerie tumorale. Dans ce contexte, nos chassis
multivalents ont été conjugués avec différents agagmtdétection utilisés dans les techniques

d’imagerie TEP, IRM et imagerie optique.

C.1.1. Stratégie

Les résultats antérieurs réalisés en imagerie opsquales modeles murins avec le
RAFT(c[-RGDfK-]s) associé a des fluorophores proche infrarouge mdns@m efficacité
pour le ciblage de I’angiogénése et les métastases de statut awBs positif*3° Plus récemment, le
RAFT(c[-RGDfK-]s) marqué au radiotraced?Tc a été étudié pour imager I’angiogénése du
myocarde par technique SPEE Ces résultats nous ont encouragés a concevoir de
nouveaux conjugués similaires pouvant étre utilis¢ dans des techniques d’imagerie plus
performantes. Pour préparer ces conjugués, les égmerdétections ont été greffés par lien
amide ou oxime sur la face inférieure du composé RAFRGDfK-]4) 25.
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Figure 131 : Schéma rétspnthétique de vecteurs conjugués pour ['imagerie médical
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C.1.2. Molécule de détection pour la Tomographie a fluorescence proche
infrarouge

L’imagerie optique a fluorescence proche infrarouge est une technique basée sur
I’utilisation d’une sonde fluorescente et présente I’avantage d’étre hautement sensible, non
invasive et relativement peu couteuse a mettrelaceples rayonnements infrarouges émis
par la sonde sont peu absorbés par les tissus digledes biologiqgues comparés aux
rayonnements émis dans le visible. Ces derniers gitgmt de détecter des couches plus
profondes de I’organisme de 1’ordre de quelques centimétres. De plus, comparés aux autres
techniques d’imageries, les photons émis dans cette gamme de longueur d’onde sont non-
ionisants.

La littérature référence de nombreux exemples de co@pdrRGD utilisés pour la
détection des tumeurs en imagerie optique. La gieaté plus courante consiste a coupler un
fluorophore avec le ligand RGD présenté de maniére wabante®’ ou multivalente. Pour
ces études biologiques, deux grandes familles derdhhore ont été utilisées: les
Cyanines® et les Alexa Fluor. Ces composés commerciaux téntetlans un domaine
spectral compris entre 650 et 800 nm et présentesieplts avantages comme leur solubilité
dans I’eau, leur haut rendement quantique et leur facilit¢ a étre greffés (ester activé,
maléimide, isothiocyanate..). Le principal inconegn de ces fluorophores réside dans leur
prix extrémement éleve.

Figure 132 (a) Schéma de I’ AlexaFluor-NHS (b) Schéma de la Cyanine5-NHS

D’autres équipes de recherche ont développé une approche alternative basée sur
I’utilisation de Quantum Dot qui posséde des propriétés optiques idéales pour I’imagerie.?
Malgré une certaine toxicité et une forte taille ¢gur conferent certaines limitations, la
fonctionnalisation de ces nanoparticules par desdigd&®GD a montré ’dxcellents résultats
in vivo .24

%7 Chen, X. Y.; Conti, P. S.; Moats, R. A., In vivo near-infrared fluzease imaging of integrin

a,alpha(v)beta(3) in brain tumor xenografts. Cancer2Ré4,64 (21), 8009-8014.

238 yon Wallbrunn, A.; Holtke, C.; Zuhlsdorf, M.; Heindel, W.; Schafers, Merier, C., In vivo imaging of
integrin alpha nu beta(3) expression using fluorescence-mediatedrapimpgEur J Nucl Med Mol Imaging
2007,34 (5), 745-754.

239 Michalet, X.; Pinaud, F. F.; Bentolila, L. A.; Tsay, J. M.; Doose, $.]LJ.; Sundaresan, G.; Wu, A. M.;
Gambhir, S. S.; Weiss, S., Quantum dots for live cells, in vivoimgagnd diagnostics. Scien2€05, 307
(5709), 538-544.

240 gmith, B. R.; Cheng, Z.; De, A.; Koh, A. L.; Sinclair, R.; Gambhir, SR®al-time intravital imaging of
RGD-quantum dot binding to luminal endothelium in mouse tumor neovaseul®ano Lett2008,8 (9),
2599-2606.
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C.1.3. Molécules de détection pour ’IRM

L’imagerie par résonnance magnétique (IRM) est trés largement utilisée en clinique
pour détecter et suivre I’évolution des tumeurs solides. Contrairement aux techniques utilisant
des radiotraceurs, cette technique est non ionisanteffre généralement une meilleure
résolution spatialé’* Par ailleurs, les complexes de Gadolinium, courammilisés comme
agent de contraste, présentent une faible toxiCe@endant, cette technique posséde un seull
de détection plus élevé comparé aux autres méthodes. C’est pourquoi, les agents de détection
ciblés n’ont pas encore été étudiés en phase clinique.

Pour imager I’expression de l’intégrine ayPs par IRM, I’approche la plus efficace
consiste a utiliser les nanoparticules superparaniigges de fer fonctionnalisé sur leur
surface par des ligands RGf5.Cette stratégie permet d’augmenter le signal permettant une
détection des tumeurs avec une faible concentratoprdduit?®® La littérature référence
quelques exemples de ligand RGD conjugué avec unplesm de Gadolinium. Ces
conjugués offrent une meilleure rétention au niveas timeurs®’ et permettent aussi
d’imager les plaques d’athérosclérosé**

C.1.4. Molécule de déetection pour la Tomographie a émission de positron

La tomographie a émission de positron (TEP) et tomdgeapd'émission
monophotonique sont degchniques d’imagerie médicale basées sur [’utilisation de
radiotraceurs. Ces deux techniques possédent undgedétection trés bas et une pénétration
illimitée. Bien qu’étant moins utilisée en clinique dii a des radiotraceurs d’une courte durée de
vie, la TEP est approximativement dix fois plus s@esque la SPECT et peut détecter des
concentrations de traceurs de I’ordre du picomolaire.

Les premiéres études d’imagerie TEP pour la détection de I’intégrine a,f3 ont été
réalisées par Haubnet al. parconjugaison d’un peptide RGD avec un Galactose marqué au
18F 25 1 ’introduction d’un saccharide permet d’améliorer la pharmacocinétique du traceur en
augmentant sa biodisponibilité et sa clairance réfal€ependant, la durée de vie YiF
étant relativement courte; = 110min),d’autres approches alternatives furent développées.

La stratégie la plus prometteuse est d’utiliser le radiotraceur ®*Cu qui présente un spectre

241 Higuchi, T.; Wester, H. J.; Schwaiger, M., Imaging of angiogenesesiidiology. Eur J Nucl Med Mol
Imaging2007,34, S9-S19.

242 7hang, C. F.; Jugold, M.; Woenne, E. C.; Lammers, T.; Morgenstern, B.; Mueller, M. M.raehtg Bock,
M.; Eisenhut, M.; Semmler, W., et al., Specific targetinguafior angiogenesis by RGD-conjugated ultrasmall
superparamagnetic iron oxide particles using a clinical 1.5-hetegresonance scanner. Cancer 237,67
(4), 1555-1562.

*3sun, C.; Lee, J. S. H.; Zhang, M. Q., Magnetic nanoparticles in MRiimy and drug delivery. Adv Drug
Deliver Rev2008,60 (11), 1252-1265.

44 Haukkala, J.; Laitinen, I.; Luoto, P.; Iveson, P.; Wilson, I.; Karlsen, H.; CuthbertsomgiAe, J.; Leppanen,
P.; Yla-Herttula, S., et al., Ga-68-DOTA-RGD peptide: biodiatidn and binding into atherosclerotic plaques
in mice. Eur J Nucl Med Mol Imaging009,36 (12), 2058-2067.

245 Haubner, R.; Wester, H. J.; Burkhart, F.; Senekowitsch-Schmidtke, Ren\&.; Goodman, S. L.; Kessler,
H.; Schwaiger, M., Glycosylated RGD-containing peptides, tracdufoor targeting and angiogenesis imaging
with improved biokinetics. J Nucl Me2D01,42 (2), 326-336.

246 Beer, A. J.; Haubner, R.; Goebel, M.; Luderschmidt, S.; Spilker, MWester, H. J.; Weber, W. A;;
Schwaiger, M., Biodistribution and pharmacokinetics of the alpha(vR)eBglective tracer F-18-Galacto-RGD
in cancer patients. J Nucl M&D05,46 (8), 1333-1341.
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d’énergie comparable au °F avec une durée de vie supérieurg=t12.6 h). Ces derniéres
années, Chen et al. ont réalisé de nombreux compmsguguant ligands RGD mono- ou
multimérique avec un complexe &€u?*’ En imagerie tumorale, les conjugués multivalents
ont montré une efficacité supérieure a celle des valaats, avec une meilleure rétention au
niveau des tumeurs et une pharmacocinétique ameéfdigattachement du radiométal a
I’agent de ciblage nécessite ’utilisation d’un ligand bifonctionnel. Habituellement, le ®/Cu est
délivré sous sa forme oxydée Cupouvant étre fortement fixée par divers agents de
complexations. Les ligands utilisés pour complexeCil&* sont généralement des dérivés
polyaminocarboxylates, des azamacrocycles ou desotycles de polyaminocarboxylates.
Pour une efficacité optimale, le complexe lig€fi@u doit respecter plusieurs critéres comme
la rapidité de formation, la spécificité et la stabilité dans les conditions physiologiques. C’est
pourquoi, il est préférable d’utiliser des ligands présentant une bonne constante de

complexation avec le radiométal (Figurg3).2*
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Figure 133 : Constantes de complexations deddmplexé a différents ligand%

247@ Chen, X. Y.; Liu, S.; Hou, Y. P.; Tohme, M.; Park, R.; Bading, J. R.; CBntS., MicroPET imaging of
breast cancer alpha(v)-integrin expression with Cu-64-labeledidiR&D peptides. Molecular Imaging and
Biology 2004, 6 (5), 350-359;® Chen, X. Y.; Hou, Y. P.; Tohme, M.; Park, R.; Khankaldyyan, V.; Gonzales-
Gomez, |.; Bading, J. R.; Laug, W. E.; Conti, P. S., PegylatedGygAsp peptide: Cu-64 labeling and PET
imaging of brain tumor alpha(v)beta(3)-integrin expression. J Nucl2@8d,45 (10), 1776-1783.

248 Smith, S. V., Molecular imaging with copper-64. J Inorg Bioc6@4,98 (11), 1874-1901.
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C.2.

(cf Annexe 1)

Syntheses des vecteurs multivalents conjugués aux difféten
marqueurs

C.2.1. Syntheses des conjugués pour Tomographie a fluorescence proche

infrarouge

Dans 1’optique d’améliorer la biodisponibilité et la clairance de nos vecteurs
peptidiques & I’instar du composé RGD-Galcto*®F, nous avons intégré sur la face inférieure
du chéssis un saccharide. L’intérét du sucre sera ensuite évalué in vivo en imagerie optique
proche infrarouge par comparaison des deux comp3@et 134 marqués a la cyanine 5

200
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Réactifs: (a) Cy-NHS, DIPEA DMF

Figure 134 : Schéma de synthése des peptidestl3d conjugués aux fluorophore Cyanine5

Les composé$33 et 134 conjugués au fluorophore Cyanine 5 ont été prégapsstir
des intermédiaire86 et 60. Le greffage du chromophore par lien amide s’effectue via
I’utilisation de 1’ester activé commercial (Cy5-NHS) en quantité steechiométrique et en
condition légeérement basique. A I’issue de la réaction, les composés sont directement purifiés
par HPLC préparative. Aprés lyophilisation, les pre&ldi33 et 134 marqués sont obtenus
avec des rendements satisfaisants et une exceflerdgt® pour réaliser les tests in vitro.
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Figure 135 : Chromatogramme HPLC et spectre EStoleposéd33et 134
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C.2.2. Synthéses des conjugués pour I’IRM

Pour concevoir un agent de contraste ciblé pour 1’'imagerie IRM, nous avons préparé
un vecteur peptidigue RAFT(c[-RGDfKJ]conjugué au Gadolinium complexé par le DOTA.
Ce composeé sera ensuite évalué in vivo pour détestauneeurs solides chez le petit animal.
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Figure 136 : Schéma de synthése du peptidec@ftigué au complexe de Gadolinium

La synthése du peptide86 conjugué au complexe de Gadolinium par lien oxinéééa
réalisée a partir du peptidgh. La synthese du complexe DOTA-Gd fonctionnalisé ynar
aldéhyde a été préalablement réalisée au labora®oer commencer, le peptidgh est
fonctionnalisé sur la face inférieure par une fonctimgamine protégée aprés couplage de
I’ester activé en exceés. Aprés 2 heures de réaction, le milieu réactionnel est soumis a une
purification par HPLC. Le composg35 purifié et le complexe sont ensuite dissous en
quantité steechiométrique dans un mélange TFA/Eau (70/30). Au bout d’une heure de
réaction, la ligation est compléte et le produitmsifié par HPLC préparative pour donner le
conjuguél36avec un rendemede 1’ordre de 74%.

Malheureusement, 1’utilisation de ce composé comme agent de contraste pour I’'IRM
n’a pas €té concluant. Le seuil de détection de cette technique d’imagerie étant relativement
¢élevé, les concentrations en produit n’ont pas été suffisantes pour obtenir une image de qualité
in vivo.
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Figure 137 : Spectre ESI du composé 136
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C.2.3. Synthéses des conjugués pour la Tomographie a émission de
positron

Pour préparer des agents de ciblages détectablesageriem TEP, nous avons décidé
d’utiliser le radiotraceur ®Cu. En raison de sa courte durée de vie, le radiordétalétre
introduit dans le composé juste avant I’injection in vivo. Dans ce contexte, nous avons préparé
deux vecteurs multivalents de ligand RGD fonctiorsglpar le motif DOTA ou Cyclam
connus pour chélater rapidement et fortemerit @fi Annexe I11) 2°

* Préparation des ligands du Cuivre

Pour synthétiser nos conjugués, nous avons préalamldomectionnalisé les ligands
par un ester activé facilitant ainsi leur accrochdeswecteur peptidiqus.

o o OQ
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Réactifs : (a) BrCHCO.Et, NgsCO3,CHCN (b) NaOH, MeOH (c) DCC, NHS, AcOEt/dioxane
Figure 138 : Schéma de synthése des ligddet139

Pour préparer le dérivé de cyclam, le TriBoc-Cyclam coroialeest couplé avec le
bromoacetate d’éthyl par substitution nucléophile puis saponifié¢ par de la soude pour donner
le dérivé acidel38 L’acide carboxylique du composé 138 est ensuite activé sous forme
d’ester N-hydroxysuccinimide en présence de D€Cde NHS. A I’issue de la réaction, le
produit 139 est purifié sur gel de silice offrant le composé purcawe rendement global de
50 %.

En ce qui concerne le deé de DOTA, I’ester activé est formé a partir du produit
commercial Tri-BodOTA en s’inspirant de la stratégie décrite ci-dessus. Le produit37 est
obtenu avec un bon rendement et une pureté suffipanteson utilisation ultérieure.

249 Galibert, M.; Jin, Z.-H.; Furukawa, T.; Fukumura, T.; Saga, T.; Fujiidya’.; Dumy, P.; Boturyn, D.,
RGD-cyclam conjugate: Synthesis and potential application fotrppsémission tomography. Biomed Chem
Lett 2010,20 (18), 5422-5425.

132



Partie C Synthése@tctérisation de vecteurs multivalents de ligands RGD pour I’imagerie tumorale

* Synthése des conjugués Cyclam et DOTA
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Figure 139 : Schéma de synthése des conjuguést14Q

Les conjuguéd 40 et 141 ont été préparés a partir de 1’intermédiaire 25. Le greffage
des ligands DOTA ou Cyclam par lien amide a été réalisé en présence d’un léger exces d’ester
activé 139 ou 137 en condition 1égérement basique. Aprés 2 heures d’agitation, le milieu
réactionnel est acidifié par ajout de 2 volumes dA &fn de procéder a la déprotection des
amnes des ligands. Les composés déprotégés sonteemtéctement purifiés par HPLC
préparative pour donner les produit40 et 141 avec des rendements satisfaisants et une
excellente pureté pour les tests in vivo (FigL46).
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Figure 140 : Spectre ESI deamposés (a) 146t (b)141
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C.3. Etudes biologiques des vecteurs multivalents

C.3.1.  Evaluation de I’affinité des vecteurs multivalents
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Figure 141 : Structure des composés étudiés

La capacitéd’adhésion des différents montages de ligand RGD a été déterminée par
un test d’inhibition cellulaire de type ELISA (cf Annexe 11)?®° Ces mesures ont été réalisées
par le Dr. L. Sancey (Responsable Dr J.L Coll, INSERM3)8&stitut Albert Bonniot). Dans
cette expérience, l’efficacité d’adhésion des peptides sur les cellules HEK-B3, qui
surexpriment 1’intégrine oyfB3, a €té mesurée en compétition avec son substratehala
vitronectine Pour réaliser ce test, les cellules HBKent été incubées avec différentes
fonctionnalisée par la wtronectme adsorbee en surfannaes rincage des plaques, les cellules
restantes immobilisées suardlaque sont quantifiées afin de déterminer I’IC50 qui correspond
a la concentration nécessaire de peptides permettant d’inhiber 50% de 1’attachement des
cellules avec la vitronectin€.es mesures d’ICsp sont répertoriées dans le graphe ci-dessous.
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Figure 142 : |Gy mesurées par test d inhibition cellulaire

(SN
o

o

Pour valider ces résultats, le peptide conti@beprésentant quatre motifspRD a
¢galement été testé et n’a révélé aucune inhibition d’adhésion cellulaire. Comme il avait été
observé précedemmeit,I’augmentation progressive du nombre de motif RGD supporté par
le chassis améliore I’efficacité du ligand, passant d’une ICso de 48.8 uM pour le compogé a
une 1G; 10 fois plus faible pour le compo8é (4,1 uM). Ces résultats nous amene a penser
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que I’effet de multivalence observé résultent de la forte concentration locale d’unité RGD.
C’est pourquoi, les peptides 44 et 46 qui différent par la position sur le chassis des snité
RGD montre des 1§ similaires. La position des cyclopeptides RGD n’influence en rien
I’affinité de la molécule pour sa cible. Les composés6, 25 et 59 présentant quatre unités de
RGD montrent des potentiels d’inhibition similaires avec des ICso de 1’ordre de 4 pM. On
peut donc noter que la nature de la ligation (oxime ou triazole) ou I’introduction d’un motif
sucre n’a aucune influence sur D’activité des composés. Etonnamment, la moléculd2
exhibant 3 unités de ligardest révélée étre la plus efficace avec une IC50 de 2.8 uM. Dans

des études précédentes, il avait été démontréeguenimposés possédant 3 ou 4 motifs RGD
affichaient une activité similaire. Ce résultat peut s’expliquer par la courte taille du lien
oxime, liant le peptide non-seng3RD au chassis, qui génére une géne stérique moins
importante entre les ligands lors de ’adhésion aux récepteurs ay 3. Nous pouvons en conclure
que I’effet de multivalence est optimum pour 3 unités RGD.

C.3.2. Localisation des Tumeurs in vivo par Tomographie a fluorescence
proche infrarouge

Dans I’optique de déterminer I’influence d’un motif saccharide en imagerie médicale,
les vecteurs multivalentd33 et 134 marqué au fluorophore ont été évalués in vivo
(cf Annexell) .>® Pour cela, la capacité de ces molécules & ciblettumeur solide chez la
souris a €té mesurée en utilisant la technique d’imagerie de fluorescence proche infrarouge.
Les clichés d’imagerie optique (Figure 143) ont été réalisés apres injection en intraveineuse
de 10 nmol du composé fluorescd®3 ou 134 sur un modéle de souris nude exhibant une
tumeur humaine TS/A-pc soustané. Une heure aprés 1’injection, les molécules
fluorescentes s’accumulent dans la tumeur mais aussi au niveau des reins. La forte intensité
du signal au niveau des reins refléete une importaht@p@de excrétion de nos vecteurs
peptidiques. L’étude de la biodistribution des deux composés, 9 heures aprés 1’injection,
montre que le composE34 modifié par un sucre est plus rapidement éliminé pamé au
composél33 Les images des souris traitées at88 ou 134 révelent des valeurs moyennes
de ratios tumeur/peau tres similaires, avec un ratid.89 + 0.37 pout33 et 1.32 + 0.15
pour 134. Cependant, le compod484 induit un meilleur contraste tumeur/peau par rapport a
133 Pour conclure, ces résultats expérimentaux sont@rdavec ce que nous attendions et
prouvent que I’introduction d’un sucre augmente la clairance de notre vecteur peptique.
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Figure 143 Imagerie optique d’une souris portant une tumeur sous-cutané a 1 h (A-C) et 3h (B-D)
apreés injection d@34 (A-B) ou133(C-D). (E) Biodistribution de 134t13320h apreés injection
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C.3.3. Localisation des Tumeurs in vivo par Tomographie a émission de
positron

Ces études ont été réalisées par le Dr. Zhao-Hui &sp@hsable Dr. Y. Fujibayashi,
Molecular Imaging Center, National Institute of Radgtal Sciences, Chiba, Japon).

* Comparaison des conjugués DOTA et Cyclam pour la chetion du Cuivre

L’étude comparative pour la complexations du cuivre avec des conjugués DOTA et
Cyclam a été réalisée dans les mémes conditionsapalgsé en CCM et HPLC. La réaction
de chélation est effectuée en mélangeant les comgdai¥su 141 avec un équivalent de
®4cuCP dans un milieu tamponné & 37°C. Aprés une heureai#iod, les analyses CCM et
HPLC du mélange réactionnel contenant le conjugdé& ® 140 montrent que la chélation est
incompléte avec 75 % de cuivre libre restant emtsni (Figure 144). A contrario, le
conjugué Cyclaml4l s’est révélé plus performant pour complexer le cuivre étant donné
qu’aucune trace de cuivre libre n’a été détectée durant I’analyse du mélange.

Bien qu’étant trés largement utilisé pour complexer le Cu®, certaines études ont
montré une instabilité in vivo du comple®¥€u-DOTA engendrant un relarguage de cuivre
libre dans 1’organisme. La dégradation de ce complexe dans le sang ou le foie peut provoquer
une accumulation de la radioactivité dans le foie ou d’autres tissus non-ciblés. Comparé au
DOTA, le cyclam forme un complexe thermodynamiquenmins stable avec Gt L’étude
précédente démontre bien que I'utilisation du Cyclam comme agent chélatant ddCu est
préférable pour des applications in vivo.
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Figure 144 Analyse CCM (A) et HPLC des composés 1BPet 141(C) aprés ajout d€CuCl
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* Evaluation du conjugué Cyclam en TEP

Avant d’effectuer les tests in vivo, I’affinité du composé 141 complexé alf*Cu a été
évaluée paunn test d’inhibition cellulaire. Dans cette expérience, 1’efficacité d’adhésion de ce
peptide sur les cellules HEBR3 a été mesurée en compétition avec le comgddésans
cuivre et le ligand monovalent c(RGDfV). Le prodd#4l a ainsi révélé une affinité bien
supérieure a son homologue monovalent c(RGDfV) avec kiks respectives de
38.9+1.41nM and 2,64-0,22 uM

Les études in vivo du compodéll complexé au*’Cu ont été réalisées sur deux
modeéles de souris. Le premier modele de souris préseeteumeur de lignées cellulaires
HEK293(33) qui surexpriment 1’intégrine ayvfBs Le second modeéle de souris sert de contréle
négatif et présente une tumeur de lignées celluldEks293(3,) qui exprime exclusivement
I’intégrine 31 nonteconnu par le ligand RGD. Les études de biodistribution et d’imagerie TEP
réalisées sur les deux modéles de tumeur ont démmuerke composg41 complexé ad*Cu
s’accumule fortement et spécifiquement dans la tumeur exprimant 1’intégrine a3 (Figure
145). Ce radiotraceur présente aussi une clairance rapmelel@ang avec une forte excrétion
au niveau des reins. Par contre, la molécule espa@setenue au niveau des tissus sains ce
qui permet d’avoir une bonne qualité d’image avec un excellent contraste. La présence de
cuivre libre n’ayant pas été détectée dans les urines, on peut supposer que le complexe n’a pas
¢été dégradé dans I’organisme.

25 1
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MHEK293(B3)
2 15 -
. EHHEK293(B,)
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5 .
Reins
Tumeur 0 -
HEK293(8) HEK293(8) gv“% & Q&& S & FF S B & Q@@, SRR &é
Cf‘é QDN\ Q‘DQ @%\’Q & A @Q &Q\

Figure 145 Imagerie TEPd une souris portant une tumeur sous-cutané a HEK293{l) (A ou
HEK293(33)(B) 20h apres injection de 14[) Biodistribution de_14P0h apres injection sur les
modeles de souris HEK29&() et HEK293(3)

C.4. Bilan des travaux

Ces travaux démontrent que la présentation multitalda ligands RGD, confére au
vecteur une bonne spécificité et une excellente affinité pour I’intégrine ayvPs. Les études
comparatives des différents assemblages présentanbmbre variable de ligands RGD
montrent que I’affinité d’adhésion est optimale & partir de trois unités. Par aiiele type de
ligation ou la position des ligands sur le chassis n’a aucune influence sur I’affinité. Il serait
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intéressant de synthétiser de nouveaux vecteuraisant varier la taille et la flexibilité des
bras espaceurs entre les ligands et le chassi® €atle pourrait permettre de déterminer si
I’effet de multivalence est di a un effet cluster ou un effet de concentration locale.

Le RAFT4(c[-RGDfKq s’est révélé étre un agent de ciblage cellulaire
particulierement modulable et efficace in vivo pooncentrer des agents de détections au
niveau des tumeurs. Nous avons ainsi montré qu’il est possible d’augmenter la clairance de
notre vecteur en le conjuguant avec un saccharideefa est particulierement intéressant si
I’on souhaite diminuer le temps de vie dans 1’organisme d’un composé toxique comme les
traceurs radioactifs. De plus, cette étude mahéré que I’introduction d’un sucre n’affectait
ni la sélectiviténi la rétention du composeé au niveau de la celldkei

Toutefois, 1’utilisation de ce vecteur n’est pas appropriée a toutes les techniques
d’imagerie. Le composé 136 conjugué au complexe de Gadolinium n’a pas pas été efficace en
tant qu’agent de contraste pour 'IRM. La sensibilité¢ de cette technique est trop basse pour
détecter de tres faibles concentrations de produits.

Par contre, la tomographie a émission de positroruesttechnique extremement
sensible pouvant détecter des concentrations en traceurs de 1’ordre du picomolaire. Les études
in vivo du composd41 complexé au radiotraceffCu ont permis la visualisation de cellules
exprimant ’intégrine ayfBs par imagerie nucléaire non invasive. Ce composé&epité
plusieurs avantages pour des applications en imag&t comme une haute affinité et
spécificité pour I’intégrine a3 ainsi qu’une pharmacocinétique favorable. En étude clinique,
I’utilisation du cuivre comme radiotraceur est limité par sa toxicité or notre composé est
rapidement éliminé pavoie rénal limitant ainsi I’exposition aux radiations dans 1’organisme.

Il est envisageable de conjugué notre vecteur a are sfin d’augmenter sa clairance et ainsi
diminuer les effets néfastes liés4au.
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bY

Ces travaux ont été consacrés a la conception dewscpeptidiques pour des
applications anticancéreuses en thérapie ciblée. Nos systémes ont été élaborés a partir d’un
chassis moléculaire cyclodécapeptidique présentdag propriétés conformationnelles
particulieres. Les travaux antérieurs ont montré quehéssis pouvait étre utilisé en tant que
support multivalent pour présenter des éléments degabkt délivrer des éléments de
détection et/ou cytotoxique danestellules tumorales exprimant le récepteur cibleitiro\et
in vivo. Dans ce manuscrit, deux approches différeatesété développées. La premiére a
consisté a rechercher de nouveaux ligands de récepteurs tumoraux s’inspirant du domaine de
reconnaissance d’un anticorps monoclonal thérapeutique. La seconde a été de mettre au point
des vecteurs multivalents de ligands RGD destinés a des applications d’imagerie tumorale.
Dans ces deux stratégies, les systemes de vecteatscenstituésd’un domaine de
reconnaissance présentant un ou plusieurs ligahdsue module effecteur composé d’un
élément de détection, le tout assemblé sur le chamsiéculaire. Plusieurs procédures
d’assemblages chimiosélectif ont donc été ¢élaborées, afin d’optimiser et controler
I’assemblage des différents édifices moléculaires.

Pour faciliter la synthése des produits, 1’assemblage des précurseurs sur le
cyclodécapeptide a été effectué dim réactions chimiosélectives. Dans I’optique d’optimiser
la voie de synthése et de contréler les différents sie greffages du chéassis, de nouveaux
acides aminés modifiés présentant des fonctionsiqoggs dans différentes ligations
chimiosélectives ont été préparés. Ces différents sgathstables en SPPS, ont permis de
concevoir des chassis fonctionnalisés par plusisites chimiosélectif orthogonaux. Cette
stratégie a ouvert la voie des procédures d’assemblages biomoléculaires originales en
combinant jusqu’a trois ligations chimiosélectives orthogonales. Les différentes combinaisons
des ligations oxime, thioéther et CUAAC se sont mastréfficaces et compatibles avec de
nombreux composeés (peptide, sucre, acide nucléquiorophore). Cette stratégie offre
plusieurs avantages comparée a une stratégie plus classique basée sur [’utilisation de
groupements protecteurSette voie de synthése permet de s’affranchir de certaines étapes de
synthese, de diminuer le nombre de purificationginégliaires et peut étre réalisée en « One
pot» dans des conditions réactionnelles relativement simples. Cette stratégie n’est pas
restreinte a 1’assemblage de biomolécule mais peut tout aussi bien étre appliquée dans
d’autres domaines comme les dendrimeéres, la fonctionnalisation de nanoparticules ou
I’immobilisation sur surface (biosensor).

Ces meéthodologies de synthése ont étéutiss pour la conception d’assemblages
peptidiques mimant I’activité de reconnaissance du Rituximab. Dans ce projet, I’analyse par
technigue SPOT du domaine variable du mAb Rituximalpeamis de déterminer des
fragments peptidiques interagissant avec I’antigéne. La plupart de ces segments sont issus des
boucles CDR HI1, H2 et H3 impliquées dans la reconnaissance de 1’épitope. En comparant
I’étude cristallographique et I’analyse SPOT, nous avons pu remarquer que ces deux
techniques révélées des zones d’interactions légerement différentes entre le mAb et
I’antigéne. Ces différences peuvent étre expliquées par un repliement de la protéine pendant la
cristallisation. L’étude SPR a ensuite montré que 1’assemblage multivalent de ces fragments
sur le chassis permeit d’augmenter 1’affinité pour la cible. Deux montages présentant une
bonne affinité relative pour I’antigéne ont pu ainsi étre identifiés par SPR. Cependant
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I’évaluation biologique de ces produits s’est montrée peu concluante dii & un manque de
spécificité envers la cible. Plusieurs études compl#aires sont a prévoir afin de diminuer
les interactions nospécifiques. Il est notamment prévu d’évaluer de nouveaux fragments
peptidiques issus de mutation. Bien que n’ayant pas aboutit pour le moment, cette Stratégie
reste néanmoins intéressante pour imiter le site de reconnaissance d’un anticorps. L’objectif

de cette étude est de se rapprocher au maximum rdesgpés du mAb en réalisant un
domaine de reconnaissance a la fois tres séldctffiea envers la cible. La conception de
montages comportant un site de reconnaissance tiscodemande une étude plus
approfondie. Une analyse bioinformatique de la strectuistalline du Rituximab permettra
de mieux positionner et orienter les difféerents fragmentsle chassis. Les procédures de
synthéses combinant trois ligations orthogonales seraient grandement utiles si 1’on souhaite
assembler sur le chassis trois fragments issus déelsdDDR différentes.

: 7 /2R N\ W 4 : Domaine effecteur
zones d’interactions entre le Rituximab et le * élément cytotoxique
CD20 identifié par méthode SPOT *Agent de détection

Le but final de ce projet étant d’obtenir un mime de mAb thérapeutique, le domaine
effecteur devra étre fonctionnalisé. Pour cela, la mi#ésera conjuguée a un élément
cytotoxique ou un élément permettant de déclenehe¥donse immunitaire.

Enfin, des études précédentes menées au sein dwat@ib® ont démontré que
I’assemblage tétravalent de ligand RGD sur le chassis permettait d’augmenter 1’affinité pour
I’intégrine ayP3tout en maintenanine excellente sélectivité. Les études in vivo séals avec
ce type de vecteur peptidique ont montré son efficgmité le ciblage de tumeurs solides
exprimant ’intégrine. A ce jour, une molécule analogue conjuguée a un fluorophore est
utilisée en phase préinique (clinique prévue pour 2011) pour I’aide a la chirurgie de
I’ostéosarcome. Ces excellents résultats nous ontéateoncevoir de nouveaux vecteurs
peptidiques destinés a des applications d’imagerie tumorale plus performantes. Ces chassis
multivalents de ligands RGD ciblant I’intégrine a3 ont été conjugués avec différents agents
de détection puis évalués par techniques d’imagerie TEP, IRM et imagerie optique. Grace aux
procédures d’assemblages de ligation CuAAC/oxime, un vecteur conjugué a la fois par un
fluorophore et un saccharide a pueétynthétisé. L’étude in vivo a ainsi montré que
I’introduction d’un sucre permettait d’augmenter la clairance du produit sans affecter la
spécificité et la rétention au niveau de la tumeutteCsiratégie est tres utile pour diminuer le
temps de vie d’'un composé nocif dans I’organisme comme les radiotraceurs. Cependant, notre
vecteur multivalent n’est pas adapté a tous types d’imagerie médicale. Le composé
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RAFT4(c[-RGDfK-]) conjugué au Gadolinium n’a pas eu I’effet escompté en tant qu’agent de
contrastepour I’imagerie IRM. Ce résultat est lié¢ a la technique d’imagerie qui posséde un
seuil de détection trop €élevé pour détecter le produit. Par contre, la technique d’imagerie TEP
est particuliérement sensible et détecte des composé jusqu’a une concentration de 1’ordre du
picomolaire. Les études in vivo par imagerie TEP duFR#c[-RGDfK-]) conjugué au
complexe Cyclam®'Cu s’est révélé particuliérement efficace pour la visualisation de cellules
exprimantl’intégrine avfBs. Sa clairance relativement rapide et sa sélectigitéde se produit
un excellent agent d’imagerie pour la technique TEP. Des études supplémentaires permettront
de déterminer le potentiel de cette molécule en tant qu’agent d’imagerie ciblé en oncologie.
Pour cela, ce composé devra étre B§tiHé en grande quantité afin d’effectuer des études
cliniques plus approfondies. En perspective de ce projet, il est envisageable d’étendre
I’utilisation de ce vecteur en thérapie anticancéreuse. Conjugué au °'Cu, cette molécule
pourrait &tre employée pour traiter les tumeurs par ragtiapie®*°

250 Novak-Hofer, I.; Schubiger, A., Copper-67 as a therapeutic nuclide for madigiotherapy. Eur J Nucl Med
Mol Imaging2002,29 (6), 821-830.
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PARTIE EXPERIMENTALE

|. Protocoles de Synthese

Nous avons pris la liberté de décrire la partie expemiade du manuscrit en anglais.
Ce document pourra alors étre employé par tous lesatiurs du laboratoire, y compris les
collaborateurs étrangers, et constitue par ailleursutit profitable pour la rédaction des
publications relatant nos travaux.

I.1. Materials and Equipments

.1.1.  Reagents

Protected amino acids were obtained from Activo tec (@aue UK), Bachem
Biochimie SARL (Voisins-les-Bretonneux, France), FraBoechem SA (Meudon, France),
Merck Eurolab (Fontenay-sous-Bois, France) or CalbiocNevabiochem (Merck
Biosciences - VWR, Limonest, France). PyBOWas purchased from Calbiochem-
Novabiochem and PyAGPfrom PerSeptive Biosystems (Foster City, Canada). Rinide
MBHA® , FMPB resin were obtained from Calbiochem-Novabiochemd 2-
chlorotritylchloridé® resins from Advanced ChemTech Europe. Other reagenmts otx¢ained
from Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France) and Acr{doisy{e-Grand, France).
Cyaniné™ 5 Mono NHS ester was purchased from Amersham Bioscigi@esy, France)

[.L1.2.  Equipments

RP-HPLC analyses were performed on Waters equipmeamisting of a Waters 600
controller, a Waters 2487 Dual Absorbance Detector @aMlaters In-Line Degasser. The
analytical column used was the Nucleosil 120 A8 Cus particles, 30x 4 mnf operated at
1.3 mL.min" with linear gradient programs in 15 min run time (dleedsprogram 5 to 100 %
B in 15 min). UV monitoring was performed most of three at 214 nm and 250 nm. Solvent
A consisted of HO containing 0.1% TFA and solvent B of gEN containing 9.9% kD and
0.1% TFA (except for oligonucleotide conjugat&dvent A consisted of 50 mM
triethylammonium acetate buffer containing %26I;CN and solvent B consisted of GEN
containing 5% HO). Water was of Milli-Q quality and was obtainedeaffiltration of
distilled water through a Milli-® cartridge system. C4€N and TFA were of HPLC use
quality.

RP-HPLC purifications were performed on Waters equipnarisisting of a Waters
600 controller and a Waters 2487 Dual Absorbance DmteDegassing of solvents was
performed with 50 mL.mit nitrogen. The preparative column, Deltak™ 300 A 15 um Cis
particles, 200« 25 mnf was operated at 22 mL.mimwith linear gradient programs in 30 min
run time. Solvents A and B were the same than the osed in RP-HPLC analysis.

Electron spray ionization (ESI-MS) mass spectra weraindd on an Esquir8000
(Bruker). The multiply charged data produced by the rapsstrometer on the m/z scale were
converted to the molecular weight. NMR spectra wererdsd on BRUKER Avance 300
spectrometers. Chemical shifts are expressed in ppincalculated taking the solvent peak as
an internal reference.
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I.2.  General Procedures for Peptides Syntheses

[.2.1.  Syntheses of linear protected peptides by SPPS

Assembly of all linear protected peptides was perémtmmanually or automaticallyy
solid-phase peptide synthesis (SPPS) using the athn@-fluorenylmethoxycarbonyl/
tertiobutyl (Fmoc/tBu) protection strategy. In manualPSP device consisted in a glass
reaction vessel fitted with a sintered glass friteTlatter allowed elimination of excess
reagents and solvents under compressed air. Beforethesejessel was treated for 12 h
(typically overnight) with(CHs).SiCl, as lubricant to prevent resin beads from stickinth&o
glass inner wall during the synthesis. It was theefadly washed with ChKICl, until complete
acid trace clearance. The 2-chlorotrityl resin wasgar@édd for30 min in dry CHCI, with N,-
Fmoc-protected amino acid substituted at 1 mmol/gl asapped with 6 mL of
methanol/DIPEA/CH,CI, (2/1/17) for 5 min and then one more time for 10 nAn.the
beginning of the synthesis and after each ether wgshie resin was washed and swollen
twice with CHCI, (20 mL/g resin) for 15 min and once with DMF (20 mLésgin) for 15
min. Coupling reactions were performed using, reéato the resin loading, 1.5-2 eq. of-N
Fmoc-protected amino acid in situ activated with-2.6g. PyBOP and 3-4 eq. DIPEA in
DMF (10 mL/g resin) for 30 min. The resin was then wastvade with DMF (20 mL/g
resin) for 1 min and twice with Gi&l, (20 mL/g resin) for 1 min. The completeness of amino
acid coupling reaction was checked by TNBS testBENest requireda solution of 1%
trinitrobenzenesulfonic acid in DMF, a solution ofFIEA/DMF (1:9). Three drops of each
solution were added to a small quantity of resindsea a tube. The mixture was left at room
temperature. for 1 min. Remaining of free amino fundioesulted in a red coloration of the
resin beads (positive TNBS test). Coupling reaction #ighprotected amino acid should then
be repeated until the beads remain colourless (wegdBS test).

Na-Fmoc protecting groups were removed by treatmetit piperidine/DMF (1:4) (10
mL/g resin) for 10 min. The process was repeated threestand the resin was further
washed five times with DMF (10 mL/g resin) for 1 min.ef¢ompleteness of the deprotection
was checked by UV measurement. Indeed, Fmoc grolgassieg afforded dibenzofulvene
whose adduct with piperidine absorbs light in the td¥ge § = 299 nmg = 7800 M*.cm?).
Cleavage and washing solutions were thus togeth&ctedl and the volume of the solution
was adjusted to a known value (V) with MeOH.

Automated syntheses of peptide are performed on ABI AB Peptide Synthesizer
(Applied Biosystems) using standard solid-phase adslor on 34&) Synthesizer (Advance
ChemTech) using the same conditions as manual proeedu

[.2.2.  General Procedure for Cyclization Reactions.

All linear peptides (0.5 mM) were dissolved in DMF and the pH values were adjusted
to 8-9 by addition of DIPEA. PyBOP (1.2 equiv.) was added and the solution stirred at room
temperature for 1 h. Solvent was removed under reduced pressure and the residue dissolved in
the minimum of CH,Cl,. Diethyl ether was added to precipitate peptides. Then they were
triturated and washed three times with diethyl ether to obtain crude materials that were used
in the next step without further purification.
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[.3. Synthesis protocols

Boc-Ser(tBu)-N-hydroxysuccinimide ester®?

I=

(0]
H (o]
N M
Boc Y o
0/: ©

|
tBu

To a stirred solution of Boc-Ser(tBu)-OH (2.8 g, 10 mmol) anc
hydroxysuccinimide (1.2 g, 10.7 mmol) in EtOAc/dioxan (1:1, .
mL) cooled on ice bath were added DCC (2.2 g, 10.7 mmol). Af
h stirring at room temperature. the reaction mixture waserdiit
through a pad of Celite with EtOAc and the collected filtrats
concentrated in vacuum. The obtained oily residue was taker N
150 mL ethyl acetate and washed with 5 % aqueous NalZ070 ?:ASJE,\SIIE)MS' positive mode):
mL), water (2 x 70 mL) and brine (2 x 70 mL). The organic frac Calcd MW = 358.2 gmd
was then dried over MgSOBoc-Ser(tBu)-NHSL was obtained as gq,nd MW = 359.3 g.mdl
white powder after evaporation of the solvent (3.5 g, 9.8 jnmol IH NMR (300 MHz, CDCly):
8541 (1H, d, J = 9.0 Hz), 4.78 (1H, d,
J = 9.0 Hz), 3.92 (1H,m), 3.66 (1H, n
2.82 (4H, s), 1.46 (9H, s), 1.20 (9H, s)

Yield: 98 %
RP-HPLC: RT = 9,8 min(Cis, 214 nm,
5-100% B in 15 min)

Fmoc-Lys[Boc-Ser(tBu)]-OH 8

IN

H
tBU\ e N

/1, ~
(o] /J/i Boc
(o) NH

The above Boc-Ser(tBu)-NH$E (8.00 g, 22.3 mmol) in Ci&l, (75

mL) was added dropwise over 30 min to a stirred suspensic Fmoc._ OH
finely powdered TFA-salt of Fmoc-lysine (10.90 g, 22.6 mmol) H
DIPEA (15.6 mL, 90.0 mmol) inCH,Cl, (130 mL). After 5 h

reaction, the solvent was evaporated off in vacuum and the rem: Yield: 92 %
residue was dissolved in EtOAc (400 ml), followed by washing ' RP-HPLC: RT = 11.7 min(Ci, 214
10 % aqueous citric acid solution (70 ml), water (2 x 100 ml), "M, 5-100% B in 15 min)

finally brine (100 mL). The organic fraction was dried ovep®@ MS (ESI-MS, positive mode):

and evaporation under vacuum gave 11.85 g of a white solid. C33H45N308_ 5

solid was recrystallized from GBI, with a hexane-diethyl ethe Egbcr?dl\l/\lﬁv\\//v_ztsﬁllliézggi%él

solution (95/5) giving Fmoc-Lys[Boc-Ser(tBu)]l-OF as a pure

) 'H NMR (300 MHz, CDCly):
white powder (12.53 g, 20.5 mmol). 5 7.68 (21({ L1=75 Hz)3)7.55 (2H, d

J=7.5Hz), 7.33-7.18 (4H, m), 6.84 (1l
broad s), 6.25 (1H, broad d), 5.62 (1
broad s), 4.34-4.06 (5H, m), 3.63 (1
m), 3.36 (1H, m), 3.20-3.05 (2H,
1.84 (1H, m), 1.65 (1H, m), 1.47-1.
(14H, m),1.09 (9H, s)

o
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2-(1-Ethoxyethylideneaminooxy)acetic Acid®?

|IOO

To a stirred solution of iodoacetic acid (9.00 g, 48.4 mmol) in w
(19 mL) at 0°C was added aqueous NaOH (3.0 mL, 40% w/w).
resulting solution was allowed to heat to room temperal EtO a
whereafter ethyl N-hydroxyacetimidate (6.0 g, 58.3 mmol) was a —N~ \)J\OH
followed by aqueous NaOH (4.5 mL, 40% w/w) and water (19
(pH of solution>12). After 4.5 h of stirring at 80C and cooling tc
room temperature, water was added (70 mL) and the aqueous n
was washed with DCM (8 50 mL). The water phase was brought Yield: 73%
pH 2-3 with a 1 M hydrochloride solution. The acidified water ph MS (ESI-MS, negative mode):
was then extracted with EtOAc (#50 mL) ( NB: After each CeH1NO, )
extraction the pH was adjusted to 2-3 with a 1 M hydrochla Calcd MW = 161.2 g.mcﬂ

. ) ) : Found MW = 161.0 g.mdl
solution), and the combined organic phases from this last extre
was washed with brine (50 mL), dried over MgSO4, NMR 'H (300 MHz, CDCl):

concentrated in vacuum, providing compouidis a colorless oi 8 448 (2H, s), 4.00 (2H, q, J = 7.2 Hz),
(5.69 g, 35.3 mmoal). 2.01 (3H, s), 1.27 (3H, t, J = 7.2 Hz)

N-Hydroxysuccinimidy!l 2—(1—Ethoxyethy|ideneaminooxy)acetatéL 8 4
To a stirred solution of compourl (5.69 g, 35.3 mmol) and N o 0 °
hydroxysuccinimide (4.06 g, 35.3 mmol) in ethyl acetate/ dio» fnﬁdko/"
o

(120 mL, 1:1) at @®C was added DCC (7.28 g, 35.3 mmol) in ¢ _ .

. ; . . Yield: 95%
portion. The resulting mixture was stirred at room temperaturé . .

. _ MS (ESI-MS, positive mode):

h. The formed DCU was filtered off and the filtrate concentr: CyoH1N:O;
under vacuum. The obtained residue was dissolved in ethyl a- Calcd MW = 258,1 g.mdl
(300 mL), and the solution was washed with 5% aqueous NaF Found MW = 258.3 g.mdl
(2 x75 mL), water (75 mL), and brine (75 mL). The organic solu NMR 'H (300 MHz, CDCl,):
was dried over Na2S04 and evaporated under vacuum 20(8i69 0 4.78 (2H, s), 4.01 (2H, q,J = 7.2 Hz),

g, 33.7 mmol) which was used without further purification. ?-?47 (24:2)5)1 1.98 (3H, s), 1.28 (3H,

lon

Fmoc-Lys[N-EEI-Aoa]-OH 82
(o]

To a stirred mixture of Fmoc-lysine (6.22 g, 16.9 mn Eto QJ\
and DIPEA (3.0 mL, 17.3 mmol) in DMF (100 mL) =N~ NH
room temperature was added dropwise over 20 m

solution of the above-prepared NHS-egté4.35 g, 16.S

mmol) in DMF (40 mL). The pH of the resulting mixtu Fmoc OH

was regularly adjusted to pH®Bby further additions o H o5

DIPEA. After 2 h of reaction, the reaction mixture W vig|d: 86 %

concentrated under vacuum providing an oily resic MS (ESI-MS, positive mode):

After addition of Ethyl acetate (100 mL), the orgai C,,H;,N;O,

phase was washed with a concentrated citric Calcd MW = 511.2 g.md

solution (3 x 30mL).. The organic phases were t Found MW =511.3 g.mdl

washed with brine (100 mL), dried ov4gSO4, and NMR 'H (300 MHz, CDCL):

evaporated under reduced pressure. The crude pri 8 7.75 (2H, d, J = 7.4 Hz), 7.60 (2H, d, J = 7.4 Hz),
was then purified by column chromatography us 7-38 (2H,t,J=7.4 Hz), 7.29 (2H,1,J = 7.4 Hz), 6

DOM/EIOH (9:1 ent. The different fracti (1H, t, J = 5.6 Hz), 5.70 (1H, d, J = 7.8 Hz), 4.
M/ :Ot 59 )das e;emd e d eret;:t ractions V. e (5H, m), 4.20 (1H, t, J = 6.9 Hz), 3.96 (2H,
concentrated under reduced pressure the compBase ;27 1\ 4) '3 34" o1 m). 1.96 (3H, 5). 1.81 (2H,

a white solid (7.47 g, 14.6 mmol 1.58 (2H, m), 1.45 (2H, m), 1.24 (3H, 1, J = 7.1 Hz
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4-Pentynoic acid succinimidyl estef®’

(o)}

To a stirred solution of pent-4-ynoic acid (1 g, 10.2 mmol) anc o °
hydroxysuccinimide (1.18 g, 10.2 mmol) in ethyl acetate/diox //\)J\O/N
(120 mL, 1:1) at 0 °C was added DCC (2.10 g, 10.2 mmol) in = o
portion. The resulting mixture was stirred at room temperature

5h. The formed DCU was filtered off and the filtrate concentr: Yield: 98%

under vacuum. The obtained residue was dissolved in ethyl a
(300 mL), and the solution was vyashed with 5% aqueou§ NaKC 52,03 (IH, t, J = 2.4 Hz), 2.60 (2H, t
X 75 mL), wat-er (75 mL), and brine (75 -mL). The organic layer J=2.4,7.0 Hz), 2.83 (4H, 5), 2.87 (2H
separated, dried over anhydrous,8a, filtered and concentratel j - 7 o Hz)

Recrystallization from CkCl, / pentane afforded as white solid 3C NMR (68 MHz, CDCl):

which was used without further purification (1.95 g, 10 mmol). & 14.1, 25.6, 30.3, 69.6, 80.3, 167
169.0.

'H NMR (300 MHz, CDCly):

Fmoc-Lys[N-4-Pentynoic acid]OH ¥’

I~

)

Fmoc\N OH
H

To a stirred mixture of Fmoc-lysine (3.68 g, 10 mmol) and DIF Yield: 90%

(1.9 mL, 11 mmol) in dimethylformamide (50 mL) at roc RP-HPLC: RT = 9.8 min(Cas, 214 nm,
temperature was added dropwise over 10 min a solutiér(hg5 g, >-100% B in 15 min)

1Q mmol) in dimethylform_amide (20 mL). The pH of th_e_ result MS (ESI-MS, positive mode):

mixture was regularly adjusted to pH98by further additions o CoeHaeNOs

DIPEA. After 2 h of reaction, the reaction mixture was concemtr Calcd MW = 448.5 g.mdl

under vacuum providing an oily residue. After addition of e Found MW = 449.1 g.mdl

acetate (50 mL), the organic phase was washed with a concer .

citric acid solution (% 25 mL), water (25 mL), and brine (25 mL 'H NMR (300 MHz, CDCly): §7.75
The organic layer was separated, dried over anhydMgSO,, |(_|22'_)| ?’;8727"_'4 t':']Z_)'77A;6|_(|)Z§2';’2%J (;7H.4t
filtered and concentrated. Precipitation from JCH / pentane - ' ’ "L !

. ) ) . J =7.4 Hz), 6.0 (1H, tJ =5.6 Hz), 5.70
afforded the building blockf as a white solid which was ust (1H, d,J =7.8 Hz), 4.384.36 (3H, m)

without further purification (4 g, 9 mmpl 4.12 (1H, t,J =6.9 Hz), 3.19 (2H, m)
2.42 (2H, t, J = 7.0 Hz), 2.30 (2H, dt, .
23,70 Hz), 1.92 (1H, t, J = 2.4 H:
1.96 (3H, s), 1.81 (2H, m), 1.58 (2H, n
1.45 (2H, m), 1.24 (3H, §=7.1 Hz)
¥C NMR (CDCl3, 100 MHz): § 173.9,
170.0, 156.1, 143.8,143.7, 140.6, 12}
127.0, 125.2, 120.0, 83.7, 71.2, 6%
53.7, 46.6, 38.2, 34.2, 304, 28.6, 2:
14.2
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Imidazole-1-sulfonyl Azide Hydrochloride **° 8
Sulfuryl chloride (16.1 mL, 200 mol) was added drop-wise to an o
cooled suspension of NgN13.0g, 200 mmol) in MeCN (200 mlL f\N g N
- [; _s_
and the mixture stirred overniglat room temperature. Imidazo CIHN=~/ B :

(25.9 g, 380 mmol) was added portion-wise to the ice-cooled mi

and the resulting slurry stirred for3 h. at room temperature. Yield: 63%

mixture was diluted with EtOAc (400 mL), washed withkCH(2 x MS (ESI-MS, positive mode):

400 mL) then saturated aqueous NaHG® x 400 mL), dried ove CsHiCINsO,S

MgSO, and filtered. A solution of HCI in EtOH [obtained by t Calcd MW =173.1 g.mcﬁ

drop-wise addition of AcCl (21.3 mL, 300 mmol) to ice-cooled Found MW = 173.0 g.mdl

ethanol (75 mL)] was added drop-wise to the filtrate with stirring, NMR 'H (400 MHz, D;O): 9.53 (1 H,
mixture chilled in an ice-bath, filtered and the filter cake washed dd, J = 1.3, 1.6 HZ), 8.09 (1 H, dd,
EtOAc (3 x 100 mL) to gived as colorless needles (26.4 g,0.1J=1.6, 2.2 Hz), 7.68 1, dd, , J = 1.3
mmol ). 2.2 Hz)

Fmoc-azidonorleucine 9
N3
To a stirred mixture of Fmoc-lysine (3.68 g, 10 mmol) and Gu Frmoc oH
(0.025g, 0.16 mmol) in MeOH/Water (8:2, 80 mL) at ro \”
temperature was added NaHC@ g, 35 mmol) followed by o

imidazole-1-sulfonyl azide8 (2.5g, 12 mmol). The pH of th Yield: 91%

resulting mixture was regularly adjusted to pH 8vy further RP-HPLC: RT = 10.2 min(Cis, 214
additions of NaHC@ The reaction mixture was stirred overnight ¢ "M, 5-100% B in 15 min)

the pH was acidified at 2 using HCI 3M. The mixture was ext MS (ESI-MS, positive mode):

with ethyl acetate (4 75 mL), then the combined organic phase ' Cz6H2sN20s

washed with brine (50ml) ,dried over anhydrous,$M@, filtered Calcd MW =394.44 9-”?6'

and concentrated in order to obtain the building bl&clas a Found MW = 394.2 g.mdl

yellowish oil which was used without further purification (3.58 g, 'H NMR (400 MHz, CDCl3) : § 7.75
(2H,d,J=7.4 Hz), 7.60 (2H, d)=7.4

mmol).
Hz), 7.38 (2H, tJ =7.4 Hz), 7.29 (2H, t,
J=7.4Hz), 5.3 (1H, d), 4.2 (2H, d), 4.1
(1H, t,3=6.9 Hz), 3.8 (1H, m), 3.2 (2H,
t), 1.9-1.1 (6H,m)

3-(tritylthio)propanoic acid succinimidyl ester 10
o
(o]
Trt _N

To a stirred solution of 3-(Tritylthio)propionic acid (6.96 g, S/\)ko?

mmol) and N-hydroxysuccinimide (2.32 g, 20 mmol) Vield-95%

Dimethylformamide (120 mL, 1:1) at 0 °C was added DCC (4.1 I€1d-9570 N _

20 mmol) in one portion. The resulting mixture was stirred at r MS (ESI-MS, positive mode):
C25H2304NS

temperature for 5h. The formed DCU was fiIte.red off and .thaﬁiit Calcd MW = 445.5 g.mdl
concentrated under vacuum to obtahas a white solid which wa Fqnd MW = 445.6 g.mdl
used without further purification (8.46 g, 19 mmol). NMR ™H (400 MHz, CDCl,): & 7.43-

7.46 (6H, m,), 7.20-733 (9H, m), 2.80
(4H, s), 2.542H, 1), 2.40 (2H, 1)
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PARTIE EXPERIMENTALE

Fmoc-Lys(CO-CH2H4-S-Trt)-OH 11

.~
~s NH

To a stirred mixture of Fmoc-lysine (3.68 g, 10 mmol) and DIF Fmoc. OH

(2.9 mL, 11 mmol) in dimethylformamide (50 mL) at roc o

temperature was added dropwise over 10 min a solutidi® #.45 vield: 91%

g, 10 mmol) in dimethylformamide (20 mL). The pH of the result RP-HPLC: RT = 12.2 min(Cis, 214
mixture was regularly adjusted to pH 8-9 by further addition: nm 5-100% B in 15 min)

DIPEA. After 2 h of reaction, the reaction mixture was concemr ,,c (ESI-MS, positive mode):

under vacuum providing an oily residue. After addition of e c,;H,,N,0S

acetate (50 mL), the organic phase was washed with a concer Calcd MW = 698.9 g.mdl

citric acid solution (2 x 25 mL), water (25 mL), and brine (25 n Found MW = 689.1 g.mdl

The organic layer was separated, dried over anhydroySQya 'H NMR (400 MHz, DMSO): & 7.9-
fillered and concentrated. Precipitation from LCH / pentane 7.25 (23H, m), 4.3&.23 (3H, m), 3.9t
afforded the building blockll as a white solid which was usi (1H, m), 3.03 (2H, m), 2.28 (2H, t, J

without further purification (4 g, 91 mmol). 122"3_' 2r.nl)7 1(31';1;'3‘31 (:4|?|.5m|;|2), 1.8
¥C NMR (CDCl3, 100 MHz): § 174.9,
170.7, 157.1, 145.4, 144.7, 141.6, 12¢
128.9, 128.5, 127.9, 127.6, 126.2, 12:
66.9, 66.5, 54.6, 47.6, 39.2, 34.9, 31

Iz

29.5,28.4,23.9
Linear RAFT (S-Trt)- (N3)-(Alkyne)-(Acetimidate) 12
OEt
. . . i ® Jr —
The linear decapeptide 12 was assembled on 2-chlorotritylchloride s Vi J
resin (150 mg, loading of 0.7 mmol/g) using the general procedure o N . o
and modified amino acid 5, 7, 9 and 11 . The anchoring of the first H-Lys-Ala-Lys-Pro-Gly-Lys-Ala-Lys-Pro-Gly-or

amino acid (Fmoc-Gly-OH) was performed following the standard  vield: Quantitative
procedure yielding a convenient resin loading of 0.7 mmol/g. The Rp_HpLC: RT = 10.2 min (Cis, 214
peptide was released from the resin using cleavage solution of nm, 5-100% B in 15 min)
TFE/AcOH/CH,Cl, (2:1:7). Linear protected peptide was obtained as g (ESI-MS, positive mode):
a white solid powder after precipitation, triturating and washing with  C,.H,,dN;70;¢S
diethyl ether (158 mg, 101pmol). Calcd MW = 1560,9 g.mdl

Found MW = 1560.6 g.mdl

CRAFT (S-Trt)- (N3)-(Alkyne)-(Acetimidate) 13

The cyclization reaction was carried out as described in ge
procedure using the crude linear peptide (158 mg, 101 pmol). r{/
Precipitation from BO afforded cyclic peptidd3 as a white solic
powder (149mg, 96.5 pmol). This crude material was used with
further purification.

Yield: 95%

RP-HPLC: RT = 11.5 min(Cis, 214
nm, 5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
C77H107N17()15S

Calcd MW = 1542.9 g.mdl
Found MW = 1543.2 g.mdl
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PARTIE EXPERIMENTALE

CRAFT (SH)-(Ns)-(Alkyne)-(ONH ) 14
w Vi
&
o N3
The cyclopeptidd.3 (20 mg, 13umol) was dissolved in a in 5 mL ° Es Lygs °
TFA/TIS/H,O (80/10/10) solution. The reaction mixture was stir ol L/y . \Ala{y o
for 1 h at room temperature. The product was concentrated | P,{/ ~ \G,{

reduced pressure and precipitate fropOEafforded the raw peptid viqq: 619
as a yellowish solid powder This crude material was purifieRBy RP-HPLC: RT = 9.8 min(Cis, 214 nm
HPLC affording the pure produd4 as a white powder. (9.7 M¢ 5.6004 B in 15 minj ’ '

7.9umol). MS (ESI-MS, positive mode):
Cs4HgN17014S
Calcd MW = 1230.5 g.mdl
Found MW = 1230.7 g.mdl

Linear RAFT 4(Acetimidate)-NH-Boc 187 15
OEt OEt OEt OEt
o = = =
The linear decapeptide 15 was assembled on 2-chlorotritylchloride g ; J
resin (450 mg, loading of 0.7 mmol/g) using the general procedure o o:ﬁ o{ o

and modified amino acid 5. The anchoring of the first amino acid "~tys—Ala—Lys—Pro—Gly—Lys—Lys—Lys—Pro—Gly-ox
(Fmoc-Gly-OH) was performed following the standard procedure oo
yielding a convenient resin loading of 0.7 mmol/g. The peptide was
released from the resin using cleavage solution of
TFE/AcOH/CH,CI, (2:1:7). Linear protected peptide was obtained as .

. . S . . . ... MS (ESI-MS, positive mode):
a white solid powder after precipitation, triturating and washing with

Cr6H131N19025

diethyl ether (550 mg, 321pmol). Caled MW = 1711.0 g.mdl
Found MW = 1711.2 g.mdl

Yield: Qantitative

RP-HPLC: RT = 9.8 min(Cis, 214 nm,
5-100% B in 15 min)

CRAFT 4(Acetimidate)-NHBoc %’ 16

The cyclization reaction was carried out as described in ge
procedure using the crude linear peptide (550 mg, 321 pmol) Pro
Precipitation from BO afforded cyclic peptidd6 as a white solic . .
. . . Yield: 96%
powder (521 mg, 307 umol). This crude material was used wit ,
RP-HPLC: RT = 11.2 min(Cis, 214

further purification. nm, 5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
CreH120N19024

Calcd MW = 1693.0 g.mdl
Found MW = 1693.0 g.mdl
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PARTIE EXPERIMENTALE

H-D(tBu)-f- K(BocS(tBu))-R(Pbf)-G-OH

The linear decapeptide 17 was assembled on 2-chlorotritylchloride®
resin (450 mg, loading of 0.7 mmol/g) using the general procedure
and modified amino acid 2. The anchoring of the first amino acid
(Fmoc-Gly-OH) was performed following the standard procedure
yielding a convenient resin loading of 0.7 mmol/g. The peptide was
released from the resin using cleavage solution of TFA/CH,Cl,
(1:99). Linear protected peptide was obtained as a white solid powder
after precipitation, triturating and washing with diethyl ether (358
mg, 305umol).

}Bu
:/o
O _Boc
tBu N
H—Aép—D-Phe—Lys—Arg—Gly—OH
Iljbf
Yield: 97%
RP-HPLC: RT = 12.7 min(Cis, 214
nm, 5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
C56H88N10015S

Calcd MW = 1173.5 g.mdl
Found MW = 1173.1 g.mdl

H-D(tBu)-f- K( BocS(tBu))-R(Pbf)$ A-OH

The linear decapeptide 18 was assembled on 2-chlorotritylchloride®
resin (450 mg, loading of 0.7 mmol/g) using the general procedure
and modified amino acid 2. The anchoring of the first amino acid
(Fmoc-Gly-OH) was performed following the standard procedure
yielding a convenient resin loading of 0.7 mmol/g. The peptide was
released from the resin using cleavage solution of TFA/CH,Cl,
(1:99). Linear protected peptide was obtained as a white solid powder
after precipitation, triturating and washing with diethyl ether (341
mg, 287umol).

}Bu
_/O
(o] _Boc
tBu N
H—Aép—D-Phe—Lys—Arg—[}-Ala—OH
|
Pbf
Yield: 91%

RP-HPLC: RT = 12.7 min(Cis, 214
nm, 5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
Cs7HgoN10015S

Calcd MW = 1187.5 g.mdl
Found MW = 1187.1 g.mdl

c[-R(Pbf)-G-D(tBu)-f-K(BocS(tBu)-]

The cyclization reaction was carried out as described in ge
procedure using the crude linear peptiié (358 mg, 305umol).

Precipitation from BO afforded cyclic peptide as a whit® solid
powder (352 mg, 305 umol). This crude material was used wit
further purification.

/tBu
Gly—Asp

Pbf-Arg D-Phe
N 7
Lys

RN _1tBu

(0] o

HN

~

Boc
Yield: Quantitative

RP-HPLC: RT = 13.1 min(Cis, 214
nm, 5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
CSGHSGSNlOOMS

Calcd MW = 1155.4 g.mdl
Found MW = 1155.2 g.mdl
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PARTIE EXPERIMENTALE

c[-R(Pbf)-BA-D(tBu)-f-K(BocS(tBu)-] 20

The cyclization reaction was carried out as described in ge
procedure using the crude linear peptid® (341 mg, 287umol).
Precipitation from BO afforded cyclic peptid@0 as a white solic
powder (335 mg, 287 pmol). This crude material was used wit

further purification.

/tBu
p-Ala—Asp

Pbf—Arg D-Phe
N
Lys

W tBu
O)\ R \\o/

HN _
Boc

Yield: Quantitative

RP-HPLC: RT = 13.1 min(Cis, 214
nm, 5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
CS7H88N10014S

Calcd MW = 1169.5g.mdl
Found MW = 1169.2 g.mdl

c[-R-G-D-f-K(S)-]

The cyclopeptidd.9 (352 mg, 305 umol) was dissolved in 30 mL
TFA/TIS/H,O (95/2.5/2.5) solution. The reaction mixture was stit
for 2 h at room temperature. The product was concentrated |
reduced pressure and precipitate frogOEAfforded peptid@1 as a
white solid powder (21Ing, 305 pmol). This crude material w.

used without further purification.

Gly—Asp

Arg D-Phe
N S
Lys

0% >""NoH

NH,
Yield: Quantitative

RP-HPLC: RT = 5.5 min(Cis, 214 nm,
5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
CaoHaeN100g

Calcd MW = 690.8 g.mdl
Found MW = 690.5 g.mdl

c[-R-BA-D-f-K(S)-]

The cyclopeptid@0 (335 mg, 287 pmol) was dissolved in 30 mL
TFA/TIS/H,O (95/2.5/2.5) solution. The reaction mixture was stit
for 2 h at room temperature. The product was concentrated |
reduced pressure and precipitate fronOEAfforded peptid@2 as a
white solid powder (2081g, 287 mol). This crude material was us

without further purification.

p-Ala—Asp

Arg D-Phe
N S
Lys
07 ""oH
NH,
Yield: Quantitative

RP-HPLC: RT = 5.3 min(Czs, 214 nm,
5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
C31H48N1009

Calcd MW = 704.8 g.mdl
Found MW = 704.4 g.mdl
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PARTIE EXPERIMENTALE

c[-R-G-D-f-K(COCHO)-] 23
Gly—Asp
Arg D-\Phe
Lys/
Peptide21 (211 mg, 305 pmol) and 10 equiv. of Nal@82 mg, OJW

1.32 mmol) were dissolved in water at?M. The mixture was _
stirred for 20 min at room temperature and the product was dir Y €ld: 58%

purified by RP-HPLC affording pure aldehyde-containii RP-HPLC: RT = 5.8 min(Cis, 214 nm,
cyclopeptide23 as a white powder (116 mg, 176 pmol). 5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
C29H41N909

Calcd MW = 659.7 g.mdl
Found MW = 659.4 g.mdl

c[-R-BA-D-f-K(COCHO)-] 24
B-Ala—Asp
Arg\ B—Phe
Lys
. . o)ﬁ
Peptide22 (335 mg, 287 umol) and 10 equiv. of Nal(282 mg, |

1.32 mmol) were dissolved in water at®®l. The mixture was ©

stirred for 20 min at room temperature and the product was dir Yield: 64 %
purified by RP-HPLC affording pure aldehyde-contain RP-HPLC: RT = 5.6 min(Czs, 214 nm,
cyclopeptide24 as a white powder (124 mg, 184 pmol). 5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
C30H43N909

Calcd MW = 673.7 g.mdl
Found MW = 673.6 g.mdl

Gly—Asp Gly—Asp

Gly—Asp Arg  D:Phe Arg B—Phe Gly—Asp

Arg D-\Phe b a Arg D-\Phe
\Lys/ \2:0 O:Ng \Lys/

) o) 3 5 o:g

O'N (] o N‘o
The scaffold 16 (10 mg, 6.0 umol) and 6 equiv. of c[ o o
RGDfK(COCHO)] 23 (23.5 mg, 36umol) were dissolved in 1 m bys s
of TFA/H,0 (7/3) solution. The mixture was stirred for 1 h and 7';Lys\ A'a/Lys\ 7"
product was purified by RP-HPLC affording pure conjuggieas a Pro Lys Gly
white powder (16.0 mg, 4 dmol). Yield: 70%

RP-HPLC: RT = 7.1 min(Cis, 214 nm,
5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
C171H253N55()50

Calcd MW =3879.3g.mol*

Found MW =38786g.mol*
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PARTIE EXPERIMENTALE

RAFT4(c[-RBADFK- ])oxime =" 26

p-Ala—Asp B-Ala—Asp

Arg -Phe Arg D Phe

N B ~ p-Ala—Asp
Lys L

r D Phe o (o] Arg D-Phe
N S

\ // Lys
N N 4

o}
The scaffold 16 (7.5 mg, 4.5 umol) and 6 equiv. of c[ ?:
RBADfK(COCHO)-] 24 (18.2 mg, 274umol) were dissolved in 1 m| \ /
of TFA/H,O (7/3) solution. The mixture was stirred for 1 h and G'
product was purified by RP-HPLC affording pure conjugéies a
white powder (13.0 mg, 342mol). Yield: 72%
RP-HPLC: RT = 7.1 min(Cis, 214 nm,
5-100% B in 15 min)
MS (ESI-MS, positive mode):
C175HZ(31N55050

Calcd MW = 3935.4 g.mdl
Found MW = 3934.7 g.mdl

B -Ala— Asp

<
m

O.

o
OZQ/U\

Linear RAFT4(Alkyne)-NHBoc &’ 27

z =z Z =z
The linear decapeptide 27 was assembled on 2-chlorotritylchloride” OY/O o o
resin (150 mg, loading of 0.7 mmol/g) using the general procedure H—Lys—Ala—Lys—Pro—Gly—Lys—Lys—Lys—Pro—Gly-ox
and modified amino acid 7. The anchoring of the first amino acid Boc
(Fmoc-Gly-OH) was performed following the standard procedure Yield: Quantitative
yielding a convenient resin loading of 0.7 mmol/g. The peptide was RP-HPLC: RT = 7.1 min(Cis, 214 nm,
released from the resin using cleavage solution of TFA/CH,Cl, 5-100% B in 15 min)
(1:99). Linear protected peptide was obtained as a white solid powder g (ESI-MS, positive mode):
after precipitation, triturating and washing with diethyl ether (158 C;5H;11N15017

mg, 100 pmol). Calcd MW = 1458.8 g.mdl
Found MW = 1458.6 g.mdl

cRAFT4(Alkyne)-NHBoc &7 28
4
4
[¢]
o
Gly /Lys\Ala/
The cyclization reaction was carried out as described in ge I~

procedure using the crude linear peptie (158 mg, 100 pmol). Pr e

Boc

Precipitation from BO afforded cyclic peptid@8 as a white solic Yield: Quantitative

powder (150 mg, 100 pmol). RP-HPLC: RT = 7.9 min(Cis, 214 nm,
5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
C72H109I\115016

Calcd MW = 1440.8 g.mdl
Found MW = 1441.7 g.mdl
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cRAFT4(Alkyne)-NH, ¥’ 29

<
Pro

Vi y.
/N 4
o &0
The cyclopeptid®8 (150 mg, 100 pmol) was dissolved in ain 5 | o
/Lys\ /L
Gly Ala

of TFA/TIS/H,O (95/2.5/2.5) solution. The reaction mixture w =
stirred for 1 h at room temperature. The product was concent Pr{/Lys\Lys/Lys\Gly
under reduced pressure and precipitate frog® Effforded the rav

peptide as a white solid powder This crude material was purifie
RP-HPLC affording the pure produ29 asa white powder (8Ing,
61lpmol).

Yield: 61%

RP-HPLC: RT = 7.2 min(Cis, 214 nm,
5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
C67H101N15014

Calcd MW = 1340.6 g.mdl
Found MW = 1340.2 g.mdl

H-D(tBu)-f- K( Alloc)-R(Pbf)-G-oH ¥’ 30

. . . . tBu Alloc
The linear decapeptide 30 was assembled on 2—ch10rotr1tylchlor1de® e A;p_D_Phe,,_J,s_ Arg—Gly-or

resin (450 mg, loading of 0.8 mmol/g) using the general procedure. Pof

The anchoring of the first amino acid (Fmoc-Gly-OH) was performed Yield: Quantitative

following the standard procedure yielding a convenient resin loading RP-HPLC: RT = 11.2 min(C, 214
of 0.7 mmol/g. The peptide was released from the resin using NM, 5-100% B in 15 min)

cleavage solution of TFA/CH,Cl, (1:99). Linear protected peptide MS (ESI-MS, positive mode):

was obtained as a white solid powder after precipitation, triturating CagH7aNgO13S

and washing with diethyl ether (362 mg, 0.35 mmol). Calcd MW = 1014.2 g.md|
Found MW = 1043.9 g.mdl

c[-R(Pbf)-G-D(tBu)-f-K(Alloc)-] *¥’ 31

/tBu
Gly—Asp
Pbf-Arg D-Phe
N

. . . . . . L
The cyclization reaction was carried out as described in ge i

grocgo!rrtg us]ing theocru;ec:ln;af IOI_eIOtB_IﬂE(Sg2 mg, 03;@:‘“":_)& Yield: Quantitative
rec0||p| agl’cég rom0535a or Ie T::]yc ic ;()jepl (ias Ia whiBd S(;)I , RP-HPLC: RT = 11.8 min(Cis, 214
powder ( mg, 0.35 mmol). This crude material was used wi nm, 5-100% B in 15 min)

further purification. MS (ESI-MS, positive mode):
C48H69N9()12S
Calcd MW = 996.2 g.mdl
Found MW = 996.1 g.mdl

I
Alloc

c[-R(Pbf)-G-D(tBu)-f-K-] **7 32

tBu

The peptide31(360 mg, 0.35 mmol) was dissolved in 35 mL Gly—Ash

anhydrous CBCI/DMF (3/1) under argon. 100 equiv

Phenylsilane and 0.2 equiv. Of Pd(RRZtwere added under argo

The reaction was stirred under argon for 30 min at room temper:

The mixture was treated with 2 mL of methanol before evapor: Yield: 82%
of the solvents under reduced pressure. The residue was disso RP-HPLC: RT = 10.0 min(Cis, 214
a minimum of MeOH/ ChkCl, (1/1) then finally precipitated Nm, 5-100% B in 15 min)

triturated and washed with diethyl ether affording comp@@ (266 MS (ESI-MS, positive mode):

mg, 0.28 mmol,) as a white powder. This material was further CaHesNoO10S

without additional purification. Caled MW = 912.1 g.mdl
Found MW = 911.7 g.mdl

Pbf-Arg D-Phe
N S
Lys
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PARTIE EXPERIMENTALE

Acide azidoacetique 33

A solution of bromoacetic acid (1.00 g, 7.2 mmol) and 2 equiv. of3 vield: 81%
(0.93 g, 14.3 mmol) in t(D/DMF (1/1) was s_t|rred overnight at roc MS (ESI-MS, negative mode):
temperature. The pH was adjusted to 2.5 with concentrated HCI t CoHaN:O,
extraction with ACOEt. The organic phase was separated, washéda calcd MW = 101.1 g.mdi
saturated aqueous solution of NaCl, dried and concentrated tc Found MW = 100.9 g.mdi
compound33 as viscous oil (0.62g, 6.0mmol). H NMR (300 MHz, CDCl5)

5 3.89 (2H,s)

3C NMR (75 MHz, CDCl3)
§50.1(C-2), 171.0 (C-1)

c[-R(Pbf)-G-D(tBu)-f-K(COCH ,N3)-] ¥’ 34
tBu
GIy—Asf)
Pbf-Arg D-Phe
2-azidoacetic acid 33 (30.3 mg, 0.3 mmol) and PyBOP (156 mg, 0.3 “ys~
mmol) were added to a solution containing the crude peptide 32(138 oé\
mg, 0.15 mmol) in 30 mL of DMF and DIPEA to adjust the pH at N

8.0. The reaction was stirred for 30 min at room temperature and then Yield: 96%
concentrated under diminished pressure. The crude product was RP-HPLC: RT = 11.1 min(C, 214
triturated and washed with ether to yield compound 34 as a white Nnm, 5-100% B in 15 min)
powder (145 mg, 0.15 mmol). MS (ESI-MS, positive mode):
CaeHeeN12011S
Calcd MW = 995.2g.mal
Found MW = 995.4 g.mdl

c[-R-G-D-f-K(COCH ;3N3)-] *¥’ 35
Gly—Asp
Arg\ B—Phe
The cyclopeptid@4 (145 mg, 0.15 mmol) was dissolved in 5 mL o bys
TFA/TIS/H,O (95/2.5/2.5) solution. The reaction mixture was stit O)\

for 1 h at room temperature. The product was concentrated | N

reduced pressure and precipitate fronOEafforded the raw peptid Yield: 66%
as a white solid powder This crude material was purified by RP-HPLC: RT = 5.9 min(Cis, 214 nm,
HPLC affording the pure produ@5 as a white powder (70 mg, 0 5-100% B in 15 min)
mmol). MS (ESI-MS, positive mode):
C29H42N1208
Calcd MW = 686.7 g.mal
Found MW = 686.3 g.mdl
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PARTIE EXPERIMENTALE

CRAFT4(c[-RGDfK- )triazote ** 30

Gly—Asp Gly—Asp

The scaffold 29 (10 mg, 7.5 umol) and 5 equiv. of c[
RGDfK(COCHN3)-] 35 (25.6 mg, 37.3umol) and 10 equiv. o
Cu(0) microsize powder were dissolved in 500 pL tBuOH/
buffer (6:4). The mixture was stirred for overnight at ro
temperature and then centrifuged for 5 min. The aqueous phas
removed, and the Cu(0) powder was washed with 500 pL of \
and centrifuged. The light blue solution was purified by RP-HPL Yield: 67%
give the desired compourds as a white powder (20.5 mg, 5 umol RP-HPLC: RT = 7.9 min(Cis, 214 nm,
5-100% B in 15 min)
MS (ESI-MS, positive mode):

ClB3HZGQNGSO46
Calcd MW = 4087.6 g.mdl

Found MW = 4086.4 g.mdl

cRAFT3(Alkyne)-1(Acetimidate)-NHBoc **’ 37

- - - \roa //
The linear decapeptide was assembled on 2-chlorotritylchfo N 5
resin (150 mg, loading of 1.1 mmol/g) using the general proce o
and modified amino aci@ and7. The anchoring of the first amin o
acid (Fmoc-Gly-OH) was performed following the stand o
procedure yielding a convenient resin loading of 0.7 mmol/g. [~
peptide was released from the resin using cleavage solutic
TFE/AcOH/CHCI; (2:1:7). Linear protected peptide was obtaine( yig|q- Quantitative
a white solid powder after precipitation, triturating and washinlg RP-HPLC: RT = 9.4 min(Cis, 214 nm,
EtO. 5-100% B in 15 min)
The cyclization reaction was carried out using crude linear pe MS (ESI-MS, positive mode):
affording the cyclic peptide37 as a white solid powder aftt ¢ .H,,,N,Oyq

precipitation in E£O (156 mg, 100 pmol). Calcd MW = 1503.82 g.mdl
Found MW = 1503.5 g.mdl

cRAFT-2(Alkyne)-2(Acetimidate)-NHBoc *#’ 38

The linear decapeptide was assembled on 2-chlorotritylchfo \lN(
resin (150 mg, loading of 1.1 mmol/g) using the general proce d
and modified amino aci@ and7. The anchoring of the first amin O«’
acid (Fmoc-Gly-OH) was performed following the stand

procedure yielding a convenient resin loading of 0.7 mmol/g. Gly

peptide was released from the resin using cleavage solutic e \L)II/
TFE/ACOH/CHCI, (2:1:7). Linear protected peptide was obtainer =~ . Boe

a white solid powder after precipitation, triturating and washing Yield: 95% .

Et,0. RP-HPLC: RT = 10.0 min(Cis, 214

0L R .
The cyclization reaction was carried out using crude linear pe nm, 5-100% B in 15 min)
affording the cyclic peptide38 as a white solid powder aft MS (ESI-MS, positive mode):

precipitation in E{O (148 mg, 95 pmol). g;ﬁélgll\:\llfiol%ﬁ_g g.md

Found MW = 1567.2 g.mol
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PARTIE EXPERIMENTALE

cRAFT-2(Alkyne)-2(Acetimidate)-NHBoc *#’ 39

OE
The linear decapeptide was assembled on 2-chlorotritylchfo g
resin (150 mg, loading of 1.1 mmol/g) using the general proce %,
and modified amino aci@ and7. The anchoring of the first amin o
acid (Fmoc-Gly-OH) was performed following the stand
procedure yielding a convenient resin loading of 0.7 mmol/g. Gly
peptide was released from the resin using cleavage solutic
TFE/AcOH/CHCI, (2:1:7). Linear protected peptide was obtainet

. . S . . . Yield: 95%
a white solid powder after precipitation, triturating and washinb .
Et,0. RP-HPLC: RT = 10.1 min(Cis, 214
0L R .

The cyclization reaction was carried out using crude linear pe nm, 5-100% B in 15 min)
affording the cyclic peptide39 as a white solid powder afte MS (ESI-MS, positive mode):

precipitation in E£O (148 mg, 95 pmol). g;“lgalﬂ\llfiols%lg g.mdi

Found MW = 1567.2 g.mdl

cRAFT-1(Alkyne)-3(Acetimidate)-NHBoc **’ 40

The linear decapeptide was assembled on 2-chlorotritylchfo e
resin (150 mg, loading of 1.1 mmol/g) using the general proce Q /)
and modified amino aci@ and7. The anchoring of the first amin o<’ %
acid (Fmoc-Gly-OH) was performed following the stand

procedure yielding a convenient resin loading of 0.7 mmol/g. e

Lys
peptide was released from the resin using cleavage solutic L \Ly/
TFE/ACOH/CHCI, (2:1:7). Linear protected peptide was obtainer o B
a white solid powder after precipitation, triturating and washirtg 1 ¥ €ld: Quantitative

EO. RP-HPLC: RT = 10.4 min(Cis, 214

The cyclization reaction was carried out using crude linear pe hm, 5-100% B in 15 min)
affording the cyclic peptide40 as a white solid powder afte MS (ESI-MS, positive mode):

precipitation in EfO (165 mg, 100 pmol). g?ﬂ?%’@oﬁezg 9 g.md

Found MW = 1629.6 g.mdl

CRAFT3(c[-RGDfK- ])triazoie-1(Acetimidate)-NHBoc '’ 41

Gly—Asp Gly—Asp

Ar D-Phe | —
9\ = Arg\ B Phe Gly—Asp
Lys Lys

[\
(go o Arg_ B—Phe
YOE‘ \NNN \,\i: (ko
The scaffold 37 (10 mg, 6.6 umol) and 3.6 equiv. of c[ O/N o \NN“
RGDfK(COCHNz)-] 35 (16.3 mg, 23.8umol) and Cu(0) microsizc ;
powder were dissolved in 500 pL tBuOH/PBS buffer (6:4). ° ° “H,HHLL s °
mixture was stirred for overnight at room temperature and ol DaaT e
centrifuged for 5 min. The aqueous phase was removed, an Pr{/L ~ ys/L S\{
Cu(0) powder was washed with 500 pL of water and centrifu Boc
The light blue solution was purified by RP-HPLC to give the dés Yield: 65%
compound4l as a white powder (15.3 mg, 4.3 pmol). RP-HPLC: RT = 8.3 min(Cis, 214 nm,
5-100% B in 15 min)
MS (ESI-MS, positive mode):

C160H240NSZO42
Calcd MW = 3564.0 g.mdl

Found MW = 3564.0 g.mdl
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PARTIE EXPERIMENTALE

cRAFT3(c[-RGDfK- ])triazote-1(C[-RBADFK- 1) oxime-NH2 187 42

Gly—Asp Gly—Asp

p-Ala—Asp Arg\ B‘PheArg\ B—Phe Gly—Asp
Lys Lys

Arg_ D:Phe (&o (go Arg  D:Phe
Lys Lys

N N
N
° \n . Ao
< N
N
o

‘ e} o \ NN
To a mixture of peptiddl (15.3 mg, 4.3 umol) and 1.5 equiv. of | o i
RBADIK(COCHO)-] 24 (4.3 mg, 6.45 umol) were added 500 . RN "
TFA/Water (9:1) at room temperature. The reaction mixture F,r/o/”’\ws/“\m/

stirred 2 h and the solution was purified by RP-HPLC to give

Yield: 70%
desired compound?2 as a white powder (12.1 mg, 3 pmol). °

RP-HPLC: RT = 7.2 min(C1s, 214 nm,
5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
ClBlH267NGlO47

Calcd MW = 4049.5 g.mdl
Found MW = 4049.4 g.mdl

CRAFT2(c[-RGDfK- )iiazole-2(Acetimidate)-NHBoc **’ 43

Gly—Asp

Al - -
rg\ B Phe Gly—Asp
Lys

[\
OE
\( t (ko Afg_ D:Phe

N Lys

OEt Ny
\lr J - (go
N N
o

The scaffold 38 (10 mg, 6.4 umol) and 2.4 equiv. of [ o : §N”
RGDfK(COCHN3)-] 35 (10.5 mg, 15.4umol) and Cu(0) microsiz O/) A
powder were dissolved in 500 pL tBuOH/PBS buffer (6:4). ° \Hl‘u e W
mixture was stirred for overnight at room temperature and P;‘;Lys\L A';Lys\Gl/"”

centrifuged for 5 min. The aqueous phase was removed, an
Cu(0) powder was washed with 500 pL of water and centrifu vie|d: 70 %
The light blue solution was purified by RP-HPLC to give the dés RP-HPLC: RT = 9.0 min(Cis, 214 nm

compound43 as a white powder (13rhg, 4.5 pumol). 5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
C132HZO3N41036

Calcd MW = 2940.3 g.mdl
Found MW = 2940.4 g.mdl

cRAFT2(c[-RGDK- ])iriazole-2(C[-RBADFK- 1) oxime-NH2 **7 44

p-Ala—Asp Gly—Asp

p-Ala—Asp Arg\ B—Phe Arg\ B—Phe Gly—Asp

Arg D-\Phe Y o ;y: Arg D-Phe
\Lys/ K NNO \Lys/
el
& od , §
To a mixture of peptidd3 (13.1 mg, 4.5 pmol) and 3 equiv. of « o E o
RBADfK(COCHO)-] 24 (9.1 mg, 13.5 umol) were added 500 TN
. . ly a ro
TFA/Water (9:1) at room temperature. The reaction mixture A /LY\LY /LVS\G/
ro S ly

stirred 2 h and the solution was purified by RP-HPLC to give

Yield: 72%
desired compound4 as a white powder (13.0 mg, 3.2 pmol). ¢ °

RP-HPLC: RT = 7.4 min(Cis, 214 nm,
5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
C17dH265N59048

Calcd MW = 4011.5 g.mdl
Found MW = 4011.1 g.mdl
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PARTIE EXPERIMENTALE

cRAFT2(c[-RGDfK-])iazole-2(Acetimidate)-NHBoc 8’ 45
Gly—Asp
Arg\ B—Phe Gly—Asp
Lys / \
(go OEt Arg\ D-Phe
Yoa w0 \/‘Nr by
| N o ‘ o
The scaffold 39 (10 mg, 6.4 umol) and 2.4 equiv. of ([ 4 o ZO ;N”
RGDfK(COCH:N3)-] 35 (10.5 mg, 15.4umol) and Cu(0) microsiz O/) 4
powder were dissolved in 500 pL tBuOH/PBS buffer (6:4). ° b s
mixture was stirred for overnight at room temperature and ;‘;Lys\ “'a/Lys\ \/P"’
centrifuged for 5 min. The aqueous phase was removed, an Pro il oly

Cu(0) powder was washed with 500 pL of water and centrifu viaq: 68 9%
The light blue solution was purified by RP-HPLC to give the dés RP-HPLC: RT = 8.9 min(Cis, 214 nm
compound45 as a white powder (12.7 mg, 4.3 pmol). 5-100% B in 15 miﬁ) ’ '

MS (ESI-MS, positive mode):
ClszHZOBNMOSG

Calcd MW = 2940.3 g.mdl
Found MW = 2940.4 g.mdl

CRAFT2(c[-RGDfK- ) riazole-2(C[-RBADIK- ]) oxime-NH2 ™’ 46

Gly—Asp  p-Ala—Asp

p-Ala—Asp A9 DPhe Arg - D:Phe Gly—Asp

Lys Lys

/o

Ar/g D-\Phe (&O o Arg_ D:Phe
~ . )
N
<

N o o S
To a mixture of peptidd5 (12.7 mg, 4.3 pumol).and 3 equiv. of ( o i
RBADIK(COCHO)-] 24 (9.1 mg, 13.5 pumol) were added 500 e N e
TFA/Water (9:1) at room temperature. The reaction mixture 7'}“\ ;Lys\ /
stirred 2 h and the solution was purified by RP-HPLC to give " o

70
desired compoundb6 as a white powder (12.0 mg, 3.0 pmol). Yield: 70%

RP-HPLC: RT = 7.4 min(Cus, 214 nm,
5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
C179HZGSN59048

Calcd MW = 4011.5 g.mdl
Found MW = 4011.1 g.mdl

CRAFT1(c[-RGDfK- ])tiazole-3(Acetimidate)-NHBoc '’ 47

Gly—Asp

OEt OEt / \
\lN( \‘Nr Arg\LysB-Phe
\‘N(OE( }/ O/Z ﬁo

The scaffold 40 (10 mg, 6.1 umol) and 1.2 equiv. of c[ } o= ~o ;N
RGDfK(COCH:N3)-] 35 ( 5 mg, 7.4umol) and Cu(0) microsiz 0/& ©

powder were dissolved in 500 pL tBuOH/PBS buffer (6:4). °

. . . / Ly A Lys /Pm
mixture was stirred for overnight at room temperature and ol Ny N
centrifuged for 5 min. The aqueous phase was removed, an Boo

Cu(0) powder was washed with 500 pL of water and centrifu Yield: 74%
The light blue solution was purified by RP-HPLC to give the dés RP-HPLC: RT = 9.7 min(Czs, 214 nm,
compound4? as a white powder (10.5 mg, 4.5 pmol). 5-100% B in 15 min)
MS (ESI-MS, positive mode):
C104H166l\130030
Calcd MW = 2316.6 g.mdl
Found MW = 2316.7 g.mdl
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PARTIE EXPERIMENTALE

cRAFT1(Alkyne) -3(c[-RBADFK- ])oxime-NH2 *&7 48

B-Ala—Asp B-Ala—Asp

-Ala— -| Al D-Ph
B-Ala—Asp Arg\ D-Phe I'Q\ D e
Lys

Arg D-Phe

\Lys/
]
To a mixture of scaffoldO (10 mg, 6.1 umol) and 4.5 equiv. of ¢ o
RBADfK(COCHO)-] 24 (18.9 mg, 27.6 pumol) were added 500 -
TFA/Water (9:1) at room temperature. The reaction mixture /L
ired 2 h he soluti ifi RP-HPL i "
stirred and the solution was purified by C to give Yield: 69%

desired compound8 as a white powder (1318g, 4.2 pmol). )
RP-HPLC: RT = 7.3 min(Cas, 214 nm,

5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
Cl48HZZlN4SO4l

Calcd MW = 3286.7 g.mdl
Found MW = 3287.0 g.mdl

cRAFT1(c[-RGDfK-]) yiazole-3(C[-RBADFK- 1) oxime-NH 2 17 49

p-Ala—Asp p-Ala—Asp

The compound9 was synthesized following two proceed:

-Ala—Asp Al D-Phe Ari D-Phe  Gly—As|
p-Ala—Asp Arg e Arg D y P

To a mixture of peptidd7 (10.5 mg, 4.5 pmol) and 4.5 equ L, ohe L“/O ot Ao B'\""e
of c[-RBADfK(COCHO)-] 24 (13.6 mg, 20.3 pmol) were added 5 \LS:O \2: :é ;fo
uL TFA/Water (9:1) at room temperature. The reaction mixtuas S 9 ° M
stirred 2 h and the solution was purified by RP-HPLC to give . ° ¢ gN
desired compound9 as a white powder (12.3 mg, 3.1 un&9%). O\ e e °

To a mixture of peptidd8 (13.8 mg, 4.2 pmol) and 1.2 equ e A e

of c[-RGDfK(COCHNg)-] 35 ( 3.5 mg, 5.0umol) and Cu(0)

microsize powder were added 500 pL tBuOH/PBS buffer (6:4).

mixture was stirred for overnight at room temperature and RP-HPLC: RT = 7.3 min(Cis, 214 nm,
centrifuged for 5 min. The aqueous phase was removed, an 5-100% B in 15 min)

Cu(0) powder was washed with 500 pL of water and centrifu MS (ESI-MS, positive mode):

The light blue solution was purified by RP-HPLC to give the dés Ci77H263N57049

compound49 as a white powder (10.8 mg, 2.7 un@$%). Calcd MW = 3973.4 g.mél
Found MW = 3973.6 g.mdl

CRAFT3(c[-RGDfK- ])triazote-1(C[-RBADFK- ]) oxime-NHBoc *7 50
p-Ala—Asp Arg\LysB-PhEArg\LysB-Phe GIy—As\p
Arg_ DPhe ,(&0 Ao Arg\LysB-Phe
To a mixture of cyclic peptid87 (5 mg, 3.3 umol), 3.6 equiv. ¢ L’}O " " Ao
c[-RGDfK(COCHN3)-] 35(8.2 mg, 12umol) and 1.5 equiv. of [ ;.N o ; §NNN
RBADfK(COCHO)-] 24 (3.4 mg, 5.0 pmol) were added 500 o o
tBUOH/H,O/TFA (50:45:5) and 1 equiv. of Cu(0) microsize pow ™ S -
at room temperature. / /Lvs\Lys /Lvs\G {
The reaction mixture was stirred for 2 h at room temperature. Th Boc ’

was adjusted to 7-8 by addition of DIPEA and the reaction mi> Yield: 68%

was stirred overnight at room temperature. The mixture RP-HPLC: RT = 7.2 min(Cis, 214 nm,
centrifuged for 5 min and the light blue solution was purifie®RBy 5-100% B in 15 min)

HPLC to give the desired compound (9.4 mg, 2.2 pmol). MS (ESI-MS, positive mode):

C186H275N6lo49
Calcd MW = 4149.6 g.mdl
Found MW = 4149.6 g.mdl
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CRAFT2(c[-RGDfK- ])triazote-2(C[-RBADFK- ]) oxime-NHBoc *#* 51
B-Ala—Asp Gly—Asp
B_Ala_As{, Arg\LysB-Phe Arg\Ly sB-Phe G|y—As\p
Arg\LysB-Phe o ﬁo Ars\LysB-Phe
To a mixture of cyclic peptid88 (5 mg, 3.3 umol), 2.4 equiv. ¢ 210 ;,N () o
c[-RGDfK(COCHN5)-] 35( 5.3 mg, 7.6umol) and 3 equiv. of [ N o g ?N“
RBADfK(COCHO)-] 24 (6.7 mg, 9.9 umol) were added 500 o E o
tBUOH/H,O/TFA (50:45:5) and 1 equiv. of Cu(0) microsize pow b e
at room temperature. PN A'a/Lys\ i

The reaction mixture was stirred for 2 h at room temperature. Th
was adjusted to 7-8 by addition of DIPEA and the reaction mi> vield: 61%

was stirred overnight at room temperature. The mixture pp.HPLC: RT = 7.0 min(Cis, 214 nm
centrifuged for 5 min and the light blue solution was purifie®RBy 5.100% B in 15 min)

HPLC to give the desired compouhd (8.0 mg, 1.9 pmol). MS (ESI-MS, positive mode):

C184HZ73NSQOSO
Calcd MW = 4111.6 g.mdl

Found MW = 4111.4 g.mdl

cRAFT2(c[-RGDfK-])triazole-3(C[-RBADIK- ]) oxime-NHBoC *¥7 52

p-Ala—Asp p-Ala—Asp

-Ala— Al D-Phe Ar D-Phe Gly—As;
B-Ala—Asp rg\ D e 9\ z Yy P
Lys Lys

Arg\ B—Phe o o Arg\ B—Phe
To a mixture of cyclic peptidd0 (5 mg, 3.1 umol), 1.2 equiv. ¢ Ly}o g: N/‘o N;fo
c[-RGDfK(COCHN3)-] 35(5.3 mg, 3.7umol) and 4.5 equiv. of c[ ;,N o o ;J‘
RBADfK(COCHO)-] 24 (9.4 mg, 14.0 pmol) were added 500 o !{ o
tBUOH/H,O/TFA (50:45:5) and 1 equiv. of Cu(0) microsize pow b s o

at room temperature.

The reaction mixture was stirred for 2 h at room temperature. Th

was adjusted to 7-8 by addition of DIPEA and the reaction mi> vield: 63%

was stirred overnight at room temperature. The mixture RP-HPLC: RT = 7.3 min(Cis, 214 nm

centrifuged for 5 min and the light blue solution was purifie®RBY 5-100% B in 15 min)

HPLC to give the desired compoub# (7.9 mg, 1.9 umol). MS (ESI-MS, positive mode):
C182H271N57051

Calcd MW = 4073.5 g.mdl
Found MW = 4073.6 g.mdl

cRAFT4(Alkyne)-(Boc-Ser(tBu)) 2 53
Vi 4
The linear peptide was assembled on 2-chlorotritylchBridsin
(150 mg, loading of 0.7 mmol/g) using the general procedure . °
modified amino acid and2 . The anchoring of the first amino ac b s,

(Fmoc-Gly-OH) was performed following the standard procec
yielding a convenient resin loading of 0.7 mmol/g. The peptide

released from the resin using cleavage solution oﬁ~»\o/‘8“
TFE/AcOH/CHCI, (2:1:7). Linear protected peptide was obtainet =~ o
a white solid powder after precipitation, triturating and washiity * ¥ /€ld: Quantitative

EO. RP-HPLC: RT = 10.2 min(Cis, 214

0L R ;
The cyclization reaction was carried out using crude linear pe nm, 5-100% B in 15 min)
affording the cyclic peptides3 as a white solid powder aft MS (ESI-MS, positive mode):

precipitation in E£O (161 mg, 100 pmol). Cg;'Cézzlu\llf\S/02181584 0 g.md

Found MW = 1584.0 g.mdl
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PARTIE EXPERIMENTALE

cRAFT4(Alkyne)-(Ser) 2% 54
V4
Vi

The cyclopeptid&3 (161 mg, 100 umol) was dissolved in 10 mL . Lys 3
TFA/TIS/H,O (95/2.5/2.5) solution. The reaction mixture was stit /; ~ / \ /
for 2 h at room temperature. The product was concentrated |
reduced pressure and precipitate fronOEafforded the raw peptid O/\l"\\OH
as a white solid powder This crude material was purified by o
HPLC affording the pure produb as a white powder (143 mg, 1( Yield: Quantitative
pmol). RP-HPLC: RT = 9.0 min(Cis, 214 nm,

5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
C70H106N16()16

Calcd MW = 1427.7 g.mdl
Found MW = 1428.0 g.mdl

cRAFT4(Alkyne)-(COCHO) 2% 55

Peptide54 (143 mg, 100 pmol) and 10 equiv. of Nal215 mg,

/4 y
) 5/ oy
B
Iy /Lys\Ala/Lys\ o
ro " - ’

L
1000 pmol) were dissolved in water at?1®l. The mixture was p// Ny \G{
stirred for 20 min at room temperature and the product was dir (i\\o
purified by RP-HPLC affording pure aldehyde-contain 4
cyclopeptideb5 as a white powder (72 mg, 48 pmol). Yield: 48%

RP-HPLC: RT = 9.2 min(C1s, 214 nm,
5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
CeoH101N15016

Calcd MW = 1396.7 g.mdl
Found MW = 1396.6 g.mdl
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CRAFT4(Alkyne)-(Boc-Ser(tBu))-NHBoc *® 56
V4
The linear peptide was assembled on 2-chlorotritylchBridsin
(150 mg, loading of 0.7 mmol/g) using the general procedure o °
modified amino acid and2 . The anchoring of the first amino ac P
(Fmoc-Gly-OH) was performed following the standard procet /G';
yielding a convenient resin loading of 0.7 mmol/g. The peptide Pro

released from the resin using cleavage solution
TFE/AcOH/CHCI, (2:1:7). Linear protected peptide was obtainel

a white solid powder after precipitation, triturating and washiitly ' Yield: 96%
Et,0. RP-HPLC: RT = 11.0 min(Cis, 214
The cyclization reaction was carried out using crude linear pe nm, 5-100% B in 15 min)

affording the cyclic peptide6 as a white solid powder aftt MS (ESI-MS, positive mode):

precipitation in EXO (167 mg, 96 umol). Cg7H13MN17050
Calcd MW = 1741.2 g.mdl
Found MW = 1740.9 g.mdl

cRAFT4(Alkyne)-(Ser)-NH, 2°° 57
V4 Vi
Vi 5 VA
o
|

The cyclopeptidé&6 (167 mg, 96 umol) was dissolved in 10 mL o TN
TFA/TIS/H,O (95/2.5/2.5) solution. The reaction mixture was stit Pr{/L"s\Lys/”s\J

for 2 h at room temperature. The product was concentrated |

reduced pressure and precipitate fropCEafforded the raw peptid 07" on

NH;,

as a white solid powder This crude material was purified by Yield: Quantitative

I i (
HPLC affording the pure produéfZ as a white powder (142 mg, ¢ RP-HPLC: RT = 7.9 min(Cis, 214 nm,

umol). 5-100% B in 15 min)
MS (ESI-MS, positive mode):
C73H113N17016
Calcd MW = 1484.8 g.mdl
Found MW = 1484.6 g.mdl

cRAFT4(Alkyne)-(COCHO)-NH, 2 58
/)
) 5/
A
o R
Peptide57 (142 mg, 96 pumol) and 10 equiv. of Nal205 mg, 96C /}

pumol) were dissolved in water at 4. The mixture was stirred fo Pro
20 min at room temperature and the product was directly purifie

RP-HPLC affording pure aldehyde-containing cyclopeptidas a

white powder (60 mg, 41 pmol). Yield: 43%

RP-HPLC: RT = 8.0 min(Cis, 214 nm,
5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
CroH108N16016

Calcd MW = 1453.8 g.mdl
Found MW = 1453.8 g.mdl
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PARTIE EXPERIMENTALE

CRAFT4(C[-RGDfK- ])iazole-(B-D-Glucose)ime 2*° 29

Gly—Asp Gly—Asp

Arg D Phe Ar D-Phe
Gly Asp N g\ / Gly Asp
Lys Lys

Arg \LysD Phe (go KKO r L DPhe
N\N N ys
(go \ N (&O
To a solution containing the cyclodecapep®8¢5 mg, 3.5 umol) ir ¥ o \ &
500 pL tBUOH/HO/ACOH (50:45:5) were added 3 equiv. of G 3

ONH, (2mg, 10.2 umol). The reaction mixture was stirred for 2 © °
room temperature. Then, the pH was adjusted to 8 by additior ﬁ\“ak/”s\ /Lﬁﬁ"/ﬂ\

NaHCO; solution (10%) and 6 equiv. of c[-RGDfK(COGME)-] 35 7 7
(14mg, 20.4 pmol) and 5 equiv. of Cu(0) microsize powder \

//\/\/

Vo &

added. The reaction mixture was stirred overnight at n Moo
temperature and centrifuged for 5 min. The solution was H%mdN
purified by RP-HPLC to give the desired compod(9.8 mg, 2.3 OH

RP-HPLC: RT = 6.4 min(Czs, 214 nm,
5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
C191H28d\164053

Calcd MW = 4320.8 g.mdl
Found MW = 4320.5 g.mdl

CRAFT4(C[-RGDK- ])triazoie-(B-D-GIUCOSE)yime-NH 2% 60

Gly—Asp Gly—Asp

Arg  D-Phe Arg  D-Phe
S N S Gly—Asp

\
(A Ar{; D-Phe
o N S
Lys

N,

~
z -
z _>—~<
I
0] _

To a solutiorcontaining the cyclodecapepti@® (5 mg, 3.4 pmol) ir
500 pL tBuOH/HO/ACOH (50:45:5) were added 3 equiv. of G
ONH, (2mg, 10.2 umol). The reaction mixture was stirred for 2
room temperature. Then, the pH was adjusted to 8 by additior AN

NaHCQ, solution (10%) and 6 equiv. of c[-RGDfK(COGME)-] 35 - LiLvs\ 7
(14mg, 20.4 pmol) and 5 equiv. of Cu(0) microsize powder \ tye :
added. The reaction mixture was stirred overnight at n oH P ]
temperature and centrifuged for 5 min. The solution was H%md“‘

purified by RP-HPLC to give the desired compo@®(8.7 mg, 2 o

umol). Yield: 58%

RP-HPLC: RT = 9.2 min(Cis, 214 nm,
5-60% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
C194H287N65053

Calcd MW = 4377.85 g.mdl

Found MW = 4377.7 g.mdl
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PARTIE EXPERIMENTALE

cRAFT4(Acetimidate)-(S-Trt) 61
T G G
The linear decapeptide was assembled on 2-chlorotritylchfo \I( ¢ 4 \\N(
resin (150 mg, loading of 1.1 mmol/g) using the general proce } o }o R
and modified amino acifl and11. The anchoring of the first amin VELL{Lys\ /Lyzo
acid (Fmoc-Gly-OH) was performed following the stand o e
procedure yielding a convenient resin loading of 0.7 mmol/g. e T

peptide was released from the resin using cleavage solutit Atin
TFE/AcOH/CHCI, (2:1:7). Linear protected peptide was obtaine: Yield: 88%
a white solid powder after precipitation, triturating and washing RP-HPLC: RT = 11.4 min(Cis, 214
ELO. , , , , nm, 5-100% B in 15 min)
The cyclization reaction was carried out using crude linear pe MS (ESI-MS, positive mode):
affording the cyclic peptide6l as a white solid powder aftt Cg3H139N1902'3:Sp '
precipitation in E£O (165 mg, 88 pmol). Calcd MW = 1923.3 g.mdl

Found MW = 1923.8 g.mdl

CRAFT4(ONH>)-(SH) 62
q Zo% %O g
The cyclopeptidél (165 mg, 88 umol) was dissolved in 10 mL o N
TFA/H,O/TIS/MeONH (80/10/5/5) solution. The reaction mixtu NN
was stirred for 1 h at room temperature. The product
concentrated under reduced pressure and precipitate frg °?\LSH

afforded the raw peptide as a white solid powder This crude na vig|d: 41%
was purified by RP-HPLC affording the pure prod@2tas a white RP-HPLC: RT = 8.2 min(Cis, 214 nm

powder (50 mg, 36 pLmol). 5-60% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
CsgH101N196016S

Calcd MW = 1400.6 g.mdl
Found MW = 1400.0 g.mdl

CRAFT4(H2'6)N.oxime‘(F|u0rescein)hioe[her @
T
P?e L)!’s L}!,s Phe
Lys  Gin Gin Lys
G;I“ A;n A‘sn G;I"
Afn T)‘/r T‘yr Afn
Tyr Tyr
To a solution containing the cyclodecapept@45 mg, 3.5 pmol) ir )ﬁ /' JA \ﬁO
500 pL AcOH/HO/CHCN (5:50:45) were added 6 equiv. pept { . }_ <
aldehydel03 (18.9 mg, 21.5 umol) under inert atmosphere. O%H/Lys\ /La/zo
reaction mixture was stirred for 2 h at room temperaturen, Tthe /G';Lys “';Lys\ /'°
pH was adjusted to 7 by addition of a NaHC®Iution (10%) anc ©
1.2 equiv. of 5-(lodoacetamido)fluorescein (2.1 mg, 4.2 pmol) °¢\LS o
20 equiv. of TCEP were added. The reaction mixture was stirre
at room temperature and the solution was directly purified by Ho & o 2 on
HPLC to give the desired compou68 (8.7 mg, 2 umgl Yield: 58%

RP-HPLC: RT = 12.0 min(Cis, 214
nm, 5-60% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
C244H342N64065S

Calcd MW = 5243.9 g.mdl

Found MW = 5244.4 g.mdl
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PARTIE EXPERIMENTALE

CRAFT4(N3)-(S-Trt) 64
The linear decapeptide was assembled on 2-chlorotritylchfo . ';; gs .
resin (150 mg, loading of 1.1 mmol/g) using the general proce %I,HL/LVS\ /Lyr:P{Jﬂ"’
and modified amino acifl and11. The anchoring of the first amin /G'/yLys\ A'/ bl /P
acid (Fmoc-Gly-OH) was performed following the stand Ly
procedure yielding a convenient resin loading of 0.7 mmol/g. OAL
peptide was released from the resin using cleavage solutic s

TFE/AcOH/CHCI, (2:1:7). Linear protected peptide was obtainel
a white solid powder after precipitation, triturating and washinp
EtO. MS (ESI-MS, positive mode):
The cyclization reaction was carried out using crude linear pe CsgHosN23011S

affording the cyclic peptides4 as a white solid powder aft Calcd MW = 1454.7 g.mdl
precipitation in EXO (132 mg, 91 pmol). Found MW = 1454.1 g.mol

Yield: 91%

CcRAFT4(N3)-(SH) 65
K L%s Lgs "
Gly 4 ’ Ala/ :r‘:ﬂ::rr:J
Lys Lys
The cyclopeptidé4 (132 mg, 91 umol) was dissolved in 10 mL ol Y\LYS/ y\e.{
TFA/H,O/TIS/ (90/5/5) solution. The reaction mixture was stirred i
1 h at room temperature. The product was concentrated | ALSH

reduced pressure and precipitate fronCEafforded the raw peptid vield: 51 %
as a white solid powder This crude material was purified by pp_HpLC: RT = 9.8 min(Cis, 214 nm,
HPLC affording the pure produ@5 as a white powder (56 Mt 5.60% B in 15 min)
46 pmol). MS (ESI-MS, positive mode):
CsoHgiN23011S
Calcd MW = 1212.4 g.mdl
Found MW = 1211.8 g.mdl

CRAFT4(H3-6)c-triazole-(FlUOrescein)nioether 66

H ATﬂ ATa H

Ala Al‘g A’rg Alla

No sk sk Aw

Ser TLr TLr srr

Thr T]:,, T{" The

Tyr Tyr ler ler

Tyr HN N v
To a solution containing the cyclodecapepB8d5 mg, 4.1 pmol) ir y { - "
500 pL of aqueous buffer tBUOH/E (40:60, Ammonium Acetat ﬂ> - y N'K
100mM pH 7.2) were added 1.2 equiv. of 5-(lodoacetam és s
fluorescein (2.5 mg, 5 umol). The reaction mixture was stirred oy L/y . \Ala/Ly e
h at room temperature under inert atmosphere. Then, 6 equ o \L,_,s/ e
peptide containing alkyn#16 (19.6 mg, 24.6 umol) and 5 equiv. o
Cu(0) microsize powder were added. The reaction mixture YO P
stirred 5 h at 50°C and the solution was directly purified by O °
HPLC to give the desired compoufl (7.7 mg, 1.6 pmol). HO™F R0 on

Yield: 39%

RP-HPLC: RT = 11.8 min (C18,
214 nm, 5-60% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
C220H302N64C)57S

Calcd MW = 4787.3 g.mdl
Found MW = 4787.2 g.mdl
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PARTIE EXPERIMENTALE

Succinimido 3-maleimido-propionoate 67

O o O
B-Alanine (2.7 g, 30 mmol) was added to a solution of me qéNﬂO—N;\j
e} o

anhydride (2.9 g, 30 mmol) in 30 mL of DMF and the mixture 1
stirred for 2 h. The resulting solution was cooled in an ice bath
N-hydroxysuccinimide (4.2 g, 37 mmol) was added followed
DCC (12.9 g, 63 mmol). After 5 min, the ice bath was removed Yi€ld: 57%
the solution was vigorously stirred overnight. The white preatipi MS (ESI-MS, positive mode):
formed was filtered, washed with 5 mL of DMF and the filtrate was C11H10N-O6 i
. . - : Calcd MW = 266.2 g.mdl
poured onto |ce.. The white precipitate fprmgd in the Water Found MW = 266.6 g.mdl
filtered, washed with 10 mL of H,O and dried in vacuum to giv 1 NVR (400 MHz, DMSO-dq):
succinimido 3-maleimido-propionoa®d (4.5g ,17.1 mmol). 5 2.79 (4H,s),3.04 (2H,t,J = 7 Hz), 3.

(2H, t, J =7 Hz), 7.04 (2H, s)

cRAFT4(Alkyne)-(COCHO)-(Maleimide) 68

/ /

Vi { 4 {/
O &0

[e] z o
- . . . e

The purified peptidé&8 (20 mg, 13.7 umol) was dissolved in 1 mL /ew L /P

aqueous buffer C}EN/H,O (40:60, phosphate 100mM pH 7.2) & ke \L{ \\
3 equiv. of 3-maleimido-propionoat@/ (11 mg, 41 pmol) wa fo jo
added to this solution. The mixture was stirred for 1 h at n oxMpo

temperature and the product was directly purified by RP-HF
After lyophilization, the scaffol®8 was obtained as a white powc
(15.8 mg, 9.8 pmol).

Yield: 72%

RP-HPLC: RT = 17.5 min(Cis, 214
nm, 5-100% B in 30 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
C79H113N17(319

Calcd MW = 1604.88 g.mdl
Found MW = 1605.0 g.mdl

KLAKLAK peptide 69

H-Cys-Gly—Gly—Lys-Leu—Ala—Lys-Leu—Ala—Lys—Lys—-Leu—Ala—Lys—-Leu—Ala—Lys-NH;

The linear peptidé9 was assembled on Rink-amide resin (300 vield: 29%
loading of 0.7 mmol/g) using the general procedure set. Peptidi
released from the resin using a solution of TFA/EDT/TI®t RP-HPLC: RT = 16.4 min (C18, 21.
(90:5:2.5:2.5) for 3 h. The produé® was purified by RP-HPLC an ; 5.1009 B in 30 min)
obtained after lyophilization as a white powder (159.5 mg, ! MS (ESI-MS, positive mode):
umol). CroH150N24017S
Calcd MW = 1739 g.mol*
Found MW = 1739.5 g.mdl
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PARTIE EXPERIMENTALE

cRAFT4(Alkyne)-(B-D-Glucose)xime-(Maleimide) 70
//
/

) . N /Lys
To a mixture of cyclodecapeptide scaffdd@ (3.2 mg, 2 pmol) 'v PE \_Lys
dissolved in 2 mL of aqueous buffer gEN/H,O (40:60, 100mM S
phosphate pH 2.2) were added 3 equiv. of compoun®d-GlsHH, m N(%
(1.2 mg, 6 umol) at room temperature. The reaction mixture Ho S0 oxMpo

stirred for 1 h at room temperature afforded the intermedte RP-HPLC: RT = 17.1 min (C18, 214
nm, 5-100% B in 30 min)
MS (ESI-MS, positive mode):
C85H124N18024
Calcd MW = 1782.0g.mol*
Found MW = 1782.1 g.mdl

CRAFT4(Alkyne)-(B-D-Glucose)xime-(KLA) thicether 71
/ y
Vi g {/ 5/
(o] o
i
T
The pH was adjusted to 7.2 by addition of NaH@Dlution (10%) P,{/ N O\G{
follow by the addition of 1.3 equiv. of KLA peptid®. The reactior o ﬁo N
mixture was stirred for 30 min at room temperature and the HO%J‘ OT{O
conversion of70 was followed by HPLC afforded the intermedi: /r\((KLA)

71
RP-HPLC: RT = 17.4 min(C1s, 214
nm, 5-100% B in 30 min)
MS (ESI-MS, positive mode):
C164H274N42()4ls

Calcd MW = 3522.3 g.mdl
Found MW = 3522.4 g.mdl

CRAFT4(c[-RGDfK- ])triazoie-(B-D-Glucoseyime-(KLA) tioether 12

Gly—Asp Gly—Asp

Ary D:-Ph -
9. DPhe Ag  D:Phe

To the precedent mixture, 6 equiv of c[-RGDfK(COSH)-] 35
dissolved in 500 pL tBuOH/® (4:6, 100mM Phosphate pH 7) a
Cu(0) microsize powder (5 equiv ) were added to mixture contal
71 The reaction mixture was stirred overnight at room temprer:
and the total conversion was followed by HPLC. The mixture
centrifuged for 5 min and the solution was purified by RP-HPL( HQNQK(KLA)Z

give the desired compouf@ (6.7 mg, 1.08 pmol) Vield: 54%
. 0

RP-HPLC: RT = 15.2 min(Cis, 214

nm, 5-100% B in 30 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
CosHa42NocOr3

Calcd MW = 6269.3 g.mdl
Found MW = 6269.5 g.mdl

173



PARTIE EXPERIMENTALE

cRAFT4(Alkyne)-(Acetimidate)-(STrt) 73
The linear decapeptide was assembled on 2-chlorotritylchfo Vi /
resin (150 mg, loading of 1.1 mmol/g) using the general proce o
and modified amino acié, 7 and 11. The anchoring of the firs o
amino acid (Fmoc-Gly-OH) was performed following the stanc

procedure yielding a convenient resin loading of 0.7 mmol/g. /G/
peptide was released from the resin using cleavage solutic ’
TFE/AcOH/CHCI, (2:1:7). Linear protected peptide was obtaine:

a white solid powder after precipitation, triturating and washing

Et,0. Yield: 86%
The cyclization reaction was carried out using crude linear pe MS (ESI-MS, positive mode):
affording the cyclic peptide7z3 as a white solid powder aftc CogHizsN17016S

recipitation in 161 mg, 86 umol). Calcd MW = 1871.3 g.mdl
precip RO 9. 86 mol) Found MW = 1871.8 g.mdl

CRAFT4(Alkyne)-(ONH )-(SH) 74
Vi {
o

o, |
The cyclopeptidg3 (161 mg, 86 pmol) was dissolved in 10 mL GIyL/ys\Ly§/L
TFA/H,O/TIS/MeONH (80/10/5/5) solution. The reaction mixtu AN NS
was stirred for 1 h at room temperature. The product Ao o
concentrated under reduced pressure and precipitate fret o &

afforded the raw peptide as a white solid powder This crude ma vield: 36%
was purified by RP-HPLC affording the pure prodiddtas a white RP-HPLC: RT = 15.9 min(Cs, 214

powder (49 mg, 31 pmpl nm, 5-100% B in 30 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
C75H115N17017S

Calcd MW = 1558.9 g.mdl
Found MW = 1558.9 g.mdl

CRAFT4(Alkyne)-(B-D-Lactose)yime-(SH)

To a mixture of cyclodecapeptide scaffofd (3.1 mg, 2 pumol)
dissolved in 2 mL CECN/HO (100mM Ammonium Acetate pl o O
4.5) were added compound 5equiv. of lact¢g3et mg, 10 pmol) a
room temperature. The reaction mixture was stirred for 5 h &
afforded the intermediaféb.

RP-HPLC: RT = 15.2 min(Cis, 214
nm, 5-100% B in 30 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
CerHi13N17027S

Calcd MW = 1883.2 g.mdl
Found MW = 1883.1 g.mdl
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PARTIE EXPERIMENTALE

cRAFT4(Alkyne)-(B-D-Lactose byime-(Alexa® ) mioetner 76
5//
/

{~

The pH of the mixture containirigh was adjusted to 7.2 by additic
of NaHCQ, solution (10%) follow by the addition of Alexa Flfo O”O& .
647 G-maleimide (1.3 equiv).The reaction mixture was stirred fo Qr
min at room temperature afforded the intermedi&te

o
S. Alexa Dye 647
A, Y
Q”I
o

RP-HPLC: RT = 14.3 min(Cis, 214
nm, 5-100% B in 30 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
Calcd MW = 2864.1 g.mdl
Found MW = 2865.0 g.mdl

CRAFT4(c[-RGDfK- )iazoe-(B-D-Lactose buime-(Alexa® ) ioetner 7

Gly—Asp Gly—Asp

e}

To the precedent mixture, 6 equiv of c[-RGDfK(COSBH)-] 35
dissolved in 500 pL tBuOH/M4® (4:6, 100mM Phosphate pH 7) a
Cu(0) microsize powder (5 equiv ) were added to mixture conta

76. The reaction mixture was stirred overnight at room temprer: v f
and the total conversion was followed by HPLC. The mixture & on e
centrifuged for 5 min and the solution was purified by RP-HPL( Q

give the desired compoud (3.6 mg, 0.64 pmol). Yield: 32 %

RP-HPLC: RT = 14.5 min(Cis, 214
nm, 5-100% B in 30 min)

MS (ESI-MS, positive mode):

Calcd MW = 5612,0 g.mdl

Found MW =[M+Na]* 5635.2g.mol*
[M+K] * 5650.8g.mol*

CRAFT4(Acetimidate)-(N3)-(Dde) 78
The linear decapeptide was assembled on 2-chlorotritylchfo N ~ -
resin (150 mg, loading of 1.1 mmol/g) using the general proce \lN( J 4 \\Nf
and modified amino acids, 9 and Fmoc-Lys(DdePH. The g, I
anchoring of the first amino acid (Fmoc-Gly-OH) was perforr o o
following the standard procedure yielding a convenient resin loe /LVS\LVS/L"S\ <
of 0.7 mmol/g. The peptide was released from the resin {/L"S\D::’/L"S\G{
cleavage solution of TFE/AcOH/GAI, (2:1:7). Linear protecte: Ny

peptide was obtained as a white solid powder after precipite Yield: 91%

triturating and washing with ED. MS (ESI-MS, positive mode):
The cyclization reaction was carried out using crude linear pe cg,H,N,,0,,

affording the cyclic peptide78 as a white solid powder aftc Calcd MW = 1840.2 g.mdl
precipitation in E£O (167 mg, 91 pmol). Found MW = 1840.5 g.mdl
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PARTIE EXPERIMENTALE

cRAFT4(Acetimidate)-(Ns)-NH> 79

OEt OEt
or 1 hd
N N
/
[o]

Hydrazine/DMF (2:98) solution. The reaction mixture was stiroec A “Pro

1 h at room temperature. The product was concentrated | Pro \Lys/ \G,{

reduced pressure and precipitate fropOEAfforded peptid€9 as a Ny

white solid powder (134 mg, 80pmol). This crude material was Yield: 88 %

without further purification. RP-HPLC: RT = 9.8 min(Cis, 214 nm,
5-60% B in 15 min)
MS (ESI-MS, positive mode):
C74H126N22()22

Calcd MW = 1676.0 g.mdl
Found MW = 1676.2 g.mdl

The cyclopeptidg’8 (167 mg, 91 pmol) was dissolved in 20 mL 0%\/Lys\ P °
Gly
~

cRAFT4(Acetimidate)-(N3)-(COCHyl) 80

OEt OEt
OEQY Y

The purified peptid€9 (134 mg, 80umol) was dissolved in 10 mL Lys
aqueous buffer C}N/H,O (40:60, 100mM phosphate pH 7.2) ¢ G.y “Pro
3 equiv. of lodoacetic acid N-hydroxysuccinimide ester (67 mg, / \ / \
pmol) was added to this solution. The mixture was stirred for 2 | ‘EO
room temperature and the product was directly purified by
HPLC. After lyophilization, the scaffol80 was obtained as a whi Yield: 56 %
powder (82.5 mg, 44.8 pmol). RP-HPLC: RT = 10.6 min(Cis, 214

nm, 5-60% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):

C76H 127I N 22023

Calcd MW = 1843.99.mdl

Found MW = 1843.9 g.mdl

CRAFT4(ONH,)-(N3)-(COCHl)

The cyclopeptidg0 (40 mg, 21.8 umol) was dissolved in 10 mL
TFA/H,O/TIS/MeONH, (80/10/5/5) solution. The reaction mixtu // \ / \ /
was stirred for 1 h at room temperature. The product Pro |
concentrated under reduced pressure and precipitate frg@h N3 ﬁ,
afforded the raw peptide as a white solid powder This crude ma vield: 38%
was purified by RP-HPLC affording the pure prod8étas a white Rp_.HpLC: RT = 7.9 min(Cis, 214 nm,
powder (12.9 mg, 8.3 umol 5-60% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):

CsoH103IN 22019

Calcd MW = 1563.5g.mdl

Found MW = 1564.0 g.mdl
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PARTIE EXPERIMENTALE

CRAFT4(c[-RGDfK- 1) oxime-(N3)-(COCHl) 82

Gly—Asp Gly—Asp

Gly—Asp Arg B—Phe Arg B—Phe Gly—Asp
Lys Lys

Arg\LysB-Phe ¢ o O:Ng Arg\LysB-Phe
\N ° d o ¢ N/
To a mixture of cyclic peptid80 (3.7 mg, 2 umol), 5 equiv. of ¢ o ? o
RGDfK(COCHO)] 23 (6.7 mg, 10 pmol) were added 2 r e e,
CH:CN/H,O/TFA (50:45:5) at room temperature. The reacl f';Lys\ Ly;Lys\ 7°
mixture was stirred for 1 h afforded the intermedgge Fre L: ‘ﬁo v

RP-HPLC: RT = 10.3 min(Cis, 214
nm, 5-60% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive modé:
C176H259|N58051

Calcd MW = 4130.3g.mdl

Found MW = 4130.1 g.mdl

CRAFT4(c[-RGDK- ])oxime-(Na)-(B-D-Thioglucose hiether 83

Gly—Asp Gly—Asp

Gly—Asp Arg  D:Phe Arg_ B—Phe Gly—Asp

Lys Lys \
Arg\LysB-Phe ¢ o O:Ng Arg\LysB-Phe
The pH of the mixture containir® was adjusted to 7.2 by additic :\(Lys\ Lys
of NaHCQ solution (10%) follow by the addition of 2 equpxD- 7';Lys\,}iws\ /P
Thioglucose (0.9 mg ,4 umol).The reaction mixture was stirrec on "'°O e i
30 min at room temperature afforded the intermedate HO N ? M

RP-HPLC: RT = 9.8 min(Cis, 214 nm,
5-60% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
C182H27(J\158056S

Calcd MW = 4198.6 g.mdl

Found MW = 4198.5 g.mdl

CpG-alkyne 84

N
N~0-T-C-C-A-T-G-A-C-G-T-T-C-C-T-G-A-C-G-T-T-3

Synthesis of ODNs was carried out on an ABI 3400 DNA synthe: Yield: 56%

(Applied Biosystems) by using standafdcyanoethyl nucleosid

phosphoramidite chemistry at 1 pM scale. The ODNs were RP-HPLC: RT = 15.9 min(Cus, 260
modified by incorporating during the last step of the autom nm, 0-40% B in 30 min)
synthesis Hexynil Phosphoramidite (purchase from Glen Rese

Sterling, Virginia). Once synthesized the modified protec

oligonucleotides were cleaved from the solid support and rele Ms (ESI-MS, positive mode):

into solution by treatment with 28% aqueous ammonia (1.5 ML C,oH,5Ne70124P20

16 h at 55°C. After purification on RP-HPLC, the pure ODN-alk Calcd MW = 6219.1 g.m6l

was obtained (0.56mol). Found MW = 6218.8g.md
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PARTIE EXPERIMENTALE

cRAFT4(c[-RGDK- ]) oxime-(CPG)riazole-(B-D-Thioglucose nioether 85

Gly—Asp Gly—Asp

Gly-Asp Arg  D:Phe Arg - D:Phe gly_asp
Lys Lys

Ar D-Phe Al -
9 D o o:g g D:Phe
Lys N /) Lys

o N N o :g
[¢} o
I\ 7
’ N\
o)

The purified oligonucleotide-alkyned4 (0.2 pmol) and Cu(0 K;{ °
Gly’

microsize powder (5 equiv.) was dissolved in 100 pL of aqu M
buffer tBUOH/HO (50:50). 250uL. of the precedent solut [~ N
containingg3 (0.25 pmol) was added to this solution and the reac ow o
mixture was stirred 5 h at 50°C. After completion of convergioa, Ho%j N:g\%
mixture was centrifuged for 5 min and the solution was purifie( o 0-CPG
RP-HPLC to give the desired compouhd (1.2 mg, 0.12 umdl Yield: 59 %

RP-HPLC: RT = 20.5 min(Cis, 260
nm, 0-40% B in 30 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
C382H527N1250181PZOS

Calcd MW = 10417.7 g.mdl
Found MW = 10417.9 g.mdl

Linear CD20 epitope on resin 86

HzN—Asn—IIe—Tyr-Asn—Cys—GIu—Pro-AIa—Asn—Pro—Ser—GIu—Lys-Asn—Ser—Pro—Ser—Thr—GIn—Tyr—Cys—Tyr—Ser—IIe—GIn—HO

The linear peptide was assembled on Rink amide resin (150 mg, loafdthg mmol/g) using the gener
procedure.

Linear Cy5-CD20 epitope 87

e}

5»Asn—IIe—Tyr—Asn—Cys—Glu—Pro—Ala—Asn—Pro—Ser—GIu—Lys—Asn—Ser—Pro—Ser—Thr—GIn—Tyr—Cys—Tyr—Ser—lle—GIn—NHz

20 mg of resin containing pepti@® was solved in 500 pL of DMF

adjusted with DIPEA to pH 9, and &{/5 Mono NHS Ester (2 m¢

2.6 umol) was added to the resin solution. The mixture was s Yield: 57%

for 24 h at room temperature and the resin was washed with rp_HplLC: RT = 7.1 min(Cis, 214 nm,
and DCM. The peptide was released from the resin using 5-100% B in 15 min)
cleavage solution of TFA/TISH®/DIOD (94/2/2/2). The mixture

was stired for 2 h at room temperature. The solution o (ESI-MS, positive mode):
concentrated under reduced pressure and precipitate fregth CisiH 2oNasOs0Ss

afforded the peptide as a blue solid powder This crude materia Caled MW = 3489.93g.mdl
purified by RP-HPLC affording the pure produ8? as a white Found MW = 3489.0 g.mdl
powder (5.1 mg, 1.5 pmpl
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PARTIE EXPERIMENTALE

Cy5-CD20 epitope 88

Cy5-Asn—IIe—Tyr—Asn—Cys—GIu—Pro—AIa—Asn—Pra—Ser—Glu
1

?s Lys

HN-Gln-lle—Ser-Tyr-Cys-Tyr-GIn-Thr-Ser-Pro-Ser—Asn
The purified peptid&7 (5.1 mg, 1.5 pmol) was dissolved at®Min
aqueous buffer CHEN/H,O (40:60, 100mM  Ammoniun
Bicarbonate pH 8). The reaction was vigorously stirred overr
without cap and the formation of the disulfure bond was followe:
HPLC. The reaction mixture was lyophilised and afforded

compound8 (5.1 mg, 1.5 pmol).

Yield: Quantitative

RP-HPLC: RT = 6.0 min(Cis, 214 nm,
5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive modé:
C154H218NSSOSOS4

Calcd MW = 3487.9 g.mdl
Found MW = 3787.0 g.mdl

Linear control peptide on resin 89

HzN—SerAIaThrAsnCysAsnSerGIuTyrGInAsnGIuProAsnTyrIIeProTyrSerGInCysLysProIIeSer—H—O

The linear peptide was assembled on Rink amide resin (150 mg, loafdth mmol/g) using the gener
procedure.

Linear Cy5-control peptide 90

o]

§\~Ser»AIa—ThrAsn-Cys-Asn»SerGIu-Tyr-GIn»Asn-GIu—Pro-Asn-Tyr-IIe-Pro—Tyr-Ser»Gln-Cys-Lys-Pro—IIe-Ser-NHz

20 mg of resin containing pepti@d was solved in 500 pL of DMF

adjusted with DIPEA to pH 9, and &{/5 Mono NHS Ester (2 m¢ Yield: 49%

2.6 umol) was added to the resin solution. The mixture was s

for 24 h at room temperature and the resin was washed with Rp_Hp|.C: RT = 7.1 min(Cis, 214 nm,
and DCM. The peptide was released from the resin using 5-100% B in 15 min)
cleavage solution of TFA/TISH®D/DIOD (94/2/2/2). The mixture

was stirred for 2 h at room temperature. Th.e' solution (ESI-MS, positive mode):
concentrated under reduced pressure and precipitate freg@h CrsHooN3:050Ss

afforded the peptide as a blue solid powder This crude materia Calcd MW = 3489.93g.m6|
purified by RP-HPLC affording the pure produ@® as a white Found MW = 3489.1 g.mdl
powder (4.5 mg, 1.3 unjol

Cy5-control peptide 91

Cy°—Ser-Ala—Thr-Asn-Cys-Asn-Ser—Glu—Tyr—GIn—Asn-Glu
|

? Pro

N
HZN—Ser~IIe*Pro—Lys7Cys—GIn»Ser~Tyr—Pro~IIe7Tyr—A{n

The purified peptid®0 (4.5 mg, 1.3 pmol) was dissolved at®Min

aqueous buffer C¥N/H,O (40:60, 100mM Ammoniun
Bicarbonate pH 8). The reaction was vigorously stirred overr
without cap and the formation of the disulfure bond was followe:
HPLC. The reaction mixture was lyophilised and afforded

compound1 (4.5 mg, 1.3 pmol).

Yield: Quantitative

RP-HPLC: RT = 6.0 min(Cis, 214 nm,
5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
C154H218N3505()S4

Calcd MW = 3487.9 g.mdl
Found MW = 3487.1 g.mdl
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Linear Biot-CD20 epitope 92

NH H o
HN .\\x\\/\)LAsn—lIe—Tyr—Asn—Cys—GIu—Pro—AIa—Asn—Pro—Ser—GIu—Lys—Asn—Ser—Pro—Ser—Thr—GIn—Tyr—Cys—Tyr—Ser—IIe—GIn—NHz

H \-S
20 mg of resin containing pepti@® was solved in 500 pL of DMF
adjusted with DIPEA to pH 9. Then, PyBOP (15.6 mg ,30umol) Yield: 48%
Biotine (7.3 mg, 30 pumol) were added to the resin solution.
mixture was stirred for 2 h at room temperature and the resr Rp.HPLC: RT = 6.4 min(Czs, 214 nm,
washed with DMF and DCM. The peptide was released from 5-100% B in 15 min)
resin using 1mL cleavage solution of TFA/TISGIDIOD
(94/2/2/2). The mixture was stirred for 2 h at room temperatire. MS (ESI-MS, positive mode):
solution was concentrated under reduced pressure and prec CratHhoN3045Ss
from EtO afforded the peptide as a white powder This cr Calcd MW = 3076.4 g.mdl
material was purified by RP-HPLC affording the pure pro@2as a Found MW = 3076.0 g.mal
white powder (12.6 mg, 4.1 umol

Biot-CD20 epitope 93

NHH o
H?: ..«\\/\)LAsn-IIe—Tyr—Asn—Cys—Glu—Pro-AIa—Asn—Pro—Ser—Glu
1
H\—s $ \Lys

s
HN-GlIn-lle-Ser-Tyr-Cys-Tyr-GIn-Thr-Ser-Pro-Ser—Asn

The purified peptid®2 (12.6 mg, 4.1 umol) was dissolved at®wp Yield: Quantitative

in aqueous buffer CN/H,O (40:60, 100mM Ammoniun

Bicarbonate pH 8). The reaction was vigorously stirred overr RP-HPLC: RT = 6.6 min(Czs, 214 nm,
without cap and the formation of the disulfure bond was followe: 5-100% B in 15 min)

HPLC. The reaction mixture was lyophilised and afforded MS (ESI-MS, positive mod¢:

compoun®3(13.6 mg (salt), 4.1 pmol). gglﬁilgl\a/ll\lva\??‘%%m 4 g

Found MW = 3074.2 g.mdl

Linear Biot-control peptide 94

NH H o
HN -\‘\‘\/\/U\Ser-AIa-Thr»Asn-Cys-AsnSerGlu»Tyr»Gln-Asn—GIu—Pro-Asn-Tyr-IIe—Pro—Tyr-Ser-GIn—Cys-Lys-Pro—IIe-Ser-NHz
H -8

20 mg of resin containing pepti@d was solved in 500 pL of DMF

adjusted with DIPEA to pH 9. Then, PyBOP (15.6 mg ,30pumol) Yield: 39%

Biotine (7.3 mg, 30 pumol) were added to the resin solution.

mixture was stirred for 2 h at room temperature and the ressr Rp-HpLC: RT = 6.1 min(Cis, 214 nm
washed with DMF and DCM. The peptide was released from 5-100% B in 15 min)

resin using 1mL cleavage solution of TFA/TISGIDIOD

(94/2/2/2). The mixture was stirred for 2 h at room temperatire. MS (ESI-MS, positive mode):
solution was concentrated under reduced pressure and prec CratH10N3:0455;

from EtO afforded the peptide as a white powder This ¢t Calcd MW = 3076.4 g.mél
material was purified by RP-HPLC affording the pure pro@dais a Found MW = 3075.9 g.mdl
white powder (10.4 mg, 3.4 umol
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Biot-control peptide

o o
NHH
HZ’ _,w\/\)LSer7AIafThrfAsnfCys—AsnfSerfGquTyrfGIansnfGlu
|

H\-s s
!

Pro

s
HszSer-IIe~Pro7Lys—C)‘/s»GInfSer—TyrfProflle—Tyr»Agn

The purified peptid®@4 (10.4 mg, 3.4 umol) was dissolved at*\D
in aqueous buffer C&N/H,O (40:60, 100mM Ammoniun
Bicarbonate pH 8). The reaction was vigorously stirred overr
without cap and the formation of the disulfure bond was followe:
HPLC. The reaction mixture was lyophilised and afforded
compound5 (10.5 mg (salt), 3.4 pmol).

Yield: Quantitative

RP-HPLC: RT = 6.4 min(Cis, 214 nm,
5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive modé:
C131H193NSSO4583

Calcd MW = 3074.4 g.mdl
Found MW = 3073.9 g.mdl

H2-6

96

The peptide was assembled on Rink amide resin (150 mg, load
0.7 mmol/g) using the general procedure. The peptide was rel
from the resin using cleavage solution of TFA/TISIH96:2:2). The
mixture was stirred for 2 h at room temperature. The solution
concentrated under reduced pressure and precipitate fre@
afforded the peptide as a white powder This crude material
purified by RP-HPLC affording the pure produgé as a white
powder (58.6 mg, 71 pmpol

H-Tyr-Asn-GIn-Lys—Phe-Lys—NH;

Yield: 71%

RP-HPLC: RT = 4.8 min (C18, 214 nn
5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
C39HsoN; 109

Calcd MW = 825.9 g.mdl
Found MW = 825.5 g.mdl

H3-6

97

The peptide was assembled on Rink amide resin (150 mg, load
0.7 mmol/g) using the general procedure. The peptide was rel
from the resin using cleavage solution of TFA/TIEM96:2:2). The
mixture was stirred for 2 h at room temperature. The solution
concentrated under reduced pressure and precipitate fre@
afforded the peptide as a white powder This crude material
purified by RP-HPLC affording the pure produ@f as a white
powder (49.3 mg, 65 pumpol

H-Ala-Arg-Ser-Thr-Tyr-Tyr—NH,

Yield: 65%

RP-HPLC: RT = 5.1 min(Czs, 214 nm,
5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
CS4H50N10010

Calcd MW = 758.8 g.mdl
Found MW = 758.5 g.mdl

LA-6

98

The peptide was assembled on Rink amide resin (150 mg, load
0.7 mmol/g) using the general procedure. The peptide was rel
from the resin using cleavage solution of TFA/TISMH96:2:2). The
mixture was stirred for 2 h at room temperature. The solution
concentrated under reduced pressure and precipitate fre@
afforded the peptide as a white powder This crude material
purified by RP-HPLC affording the pure produg8 as a white
powder (48.4 mg, 72 pmpol

H-Gly-Val-Pro-Val- Arg—Phe—NH;

Yield: 72%

RP-HPLC: RT = 5.3 min(Cis, 214 nm,
5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
C33Hs2N 1004

Calcd MW = 672.8 g.mdl
Found MW = 672.5 g.mdl
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LB-6 99

The peptide was assembled on Rink amide resin (150 mg, load
0.7 mmol/g) using the general procedure. The peptide was rel
from the resin using cleavage solution of TFA/TISM96:2:2). The vield: 68%

mixture was stirred for 2 h at room temperature. The solution Rp_Hp|C: RT = 5.4 min(Czs, 214 nm,
concentrated under reduced pressure and precipitate frg®h 5-100% B in 15 min)

afforded the peptide as a white powder This crude material MS (ESI-MS, positive mode):

purified by RP-HPLC affording the pure produ® as a white ¢, H.N,,05

powder (46.7 mg, 68 pumpl Calcd MW = 686.8 g.md
Found MW = 686.5 g.mdl

H—Leu-Thr-lle-Ser-Arg-Val—-NH,

H2-12 100

H-Gly-Asn—-Gly-Asp-Thr-Ser-Tyr-Asn-GIn—-Lys—-Phe—-Lys—NH;
The peptide was assembled on Rink amide resin (150 mg, load
0.7 mmol/g) using the general procedure. The peptide was rel Yield: 58%
from the resin using cleavage solution of TFA/TIZMH96:2:2). The
mixture was stirred for 2 h at room temperature. The solution oo b c: RT = 55 min(Cis, 214 nm,
concentrated under reduced pressure and precipitate fre® 51009 B in 15 min)
afforded the peptide as a white powder This crude material MS (ESI-MS, positive mode):
purified by RP-HPLC affording the pure produb®0 as a white CoeHeeN 16020

powder (78.7 mg, 58 pmpol Calcd MW = 1357.5 g.mdl
Found MW = 1357.8 g.mdl

H3-12 101

H-Ser-Ala-Val-Tyr-Tyr-Ser-Ala-Arg—Ser-Thr-Tyr-Tyr—NH,
The peptide was assembled on Rink amide resin (150 mg, load
0.7 mmol/g) using the general procedure. The peptide was rel Yield: 62%
from the resin using cleavage solution of TFA/TISIH96:2:2). The
mixture was stirred for 2 h at room temperature. The solution o |5~ RT = 6.1 min(Cis, 214 nm,
concentrated under reduced pressure and precipitate fre® 5.1009% B in 15 min)
afforded the peptide as a white powder This crude material MS (ESI-MS, positive mode):
purified by RP-HPLC affording the pure produb®l as a white C66H92N16020,

powder (88 mg, 62 pmpl Calcd MW = 1429.5 g.mdl
Found MW = 1429.2 g.mdl

CRAFT 4(Acetimidate) 102
OE[TOEI \lNrOEt on

The linear peptide was assembled on 2-chlorotritylchBridsin \l,( d d ﬁ‘N/

(150 mg, loading of 1.1 mmol/g) using the general procedure { . L, <
modified amino acig. The anchoring of the first amino acid (Fmc o o
Gly-OH) was performed following the standard procedure yieldii o /L"S\Ala M <

convenient resin loading of 0.7 mmol/g. The peptide was rele Pr{;LVS\Al/LVS\GI/

from the resin using cleavage solution of TFE/ACOHCHI (2:1:7). g

Yield: 81%

Linear protected peptide was obtained as a white solid powder
precipitation, triturating and washing with,Bt RP-HPLC: RT = 8.2 min(Cis, 214 nm,
The cyclization reaction was carried out using crude linear pe 5-100% B in 15 min)

affording the cyclic peptidel02 as a white solid powder afte MS (ESI-MS, positive mode):

precipitation in E£O (125 mg, 81 umol). g;ﬁ':(ljlﬂ\lxlofl%s 8 g.md

Found MW = 1535.5 g.mdl
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H2-6(COCHO) 103

The peptide was assembled on Rink amide resin (450 mg, loading 0
mmol/g) using the general procedure and Boc-Ser(tBu)-OH introduced o)~ Tyr Asn Gln-Lys Phe-Lys-u
Term side. The peptide was released from the resin usinggkeaelution vield: 29%
of TFA/TIS/H,O (96:2:2). The mixture was stirred for 2 h at r0 Rp.HPLC: RT = 4.9 min (Cs,
temperature. The solution was concentrated under reduced pressu 214 nm, 5-100% B in 15 min)
precipitate from BO afforded the peptide as a white powdar.serine
oxidation of derivative peptide (10 M) by an aqueous solution containing MS (ESI-MS, positive mode):
10 equiv of NalO, afforded the aldehyde-containing peptide 103 The Ca1HsN1:011 i
product was directly purified by RP-HPLC to yield compound 103 as a Calcd MW = 882.0 g.mcéll

. Found MW = 882.3 g.mdl
white powder (75 mg, 85 pmol).

H3-6(COCHO) 104

The peptide was assembled on Rink amide resin (450 mg, loading
mmol/g) using the general procedure and Boc-Ser(tBu)-OH introduced
Term side. The peptide was released from the resin usinggleaelution vield: 33%

of TFA/TIS/HO (96:2:2). The mixture was stirred for 2 h at ro RP-HPLC: RT = 5.0 min(Cs,
temperature. The solution was concentrated under reduced pressu 214 nm, 5-100% B in 15 min)
precipitate from BO afforded the peptide as a white powdarserine

oxidation of derivative peptide (10> M) by an aqueous solution containing MS (ESI-MS, positive mode):

10 equiv of NalO, afforded the aldehyde-containing peptide 104 The CaeHs0N 10012 )
Calcd MW = 814.9 g.mdl

Found MW = 815.3 g.mdl

o)
O=}«Ala-Arg-Ser-Thr-Tyr-Tyr—NH2

product was directly purified by RP-HPLC to yield compound 104 as a
white powder (80 mg, 99 umdgl

Control(COCHO) 105

The peptide was assembled on Rink amide resin (150 mg, loading
mmol/g) using the general procedure and Boc-Ser(tBu)-OH introduced
Term side. The peptide was released from the resin usingageea@olution vield: 42%

of TFA/ITIS/HO (96:2:2). The mixture was stirred for 2 h at r0 Rp.HpPLC: RT = 4.9 min (Cis,
temperature. The solution was concentrated under reduced pressu 214 nm, 5-100% B in 15 min)
precipitate from BO afforded the peptide as a white powdar.serine

oxidation of derivative peptide (10> M) by an aqueous solution containing MS (ESI-MS, positive mode):

10 equiv of NalO, afforded the aldehyde component 105 The product was CaiHsoN11013 i
Calcd MW = 882.0 g.mdl

Found MW = 882.5 g.mdl

o}
O:}—Phe-Tyr-Lys-GIn-Asn-Lys-NHz

directly purified by RP-HPLC to yield compound 105 as a white powder
(1120 mg, 125 pmdl

H2-12(COCHO) 106

o)
O=}—Gly Asn-Gly Asp-Thr-Ser-Tyr Asn-GlIn-Lys-Phe-Lys-NH,

The peptide was assembled on Rink amide resin (150 mg, loading

mmol/g) using the general procedure and Boc-Ser(tBu)-OH introduced vield: 32%

Term side. The peptide was released from the resin usingagkeawolution

of TFA/ITIS/HO (96:2:2). The mixture was stirred for 2 h at ro RP-HPLC: RT = 5.5 min(Cus,
temperature. The solution was concentrated under reduced presst 214 nm, 5-100% B in 15 min)
precipitate from BO afforded the peptide as a white powdarserine

oxidation of derivative peptide (10> M) by an aqueous solution containing MS (ESI-MS, positive mode):
10 equiv of NalO, afforded the aldehyde component 106 The product was CeoHggN1:0;2

. . ) . Calcd MW = 1413.5 g.mdi
1 fi RP-HPL 1 1 h 4
2;;60;; Eun?o;ed by C to yield compound 106as a white powder (45 Found MW = 1413.9 g.mdl
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H2-12(COCHO) 107

The peptide was assembled on Rink amide resin (150 mg, load }_SerA,a_Va,_Tyr_Ty,_sﬂ_ Ala Arg-Ser-Thr-Tyr Tyr-v,
0.7 mmol/g) using the general procedure and Boc-Ser(tBu °~

introduced in N-Term side. The peptide was released from the
using cleavage solution of TFA/TIS/B (96:2:2). The mixture wa
stirred for 2 h at room temperature. The solution was concent RP-HPLC: RT = 6.2 min(Cis, 214 nm,
under reduced pressure and precipitate fropO Eafforded the 5-100% B in 15 min)

peptide as a white powdeA serine oxidation of derivative peptide .

(10 M) by an aqueous solution containing 10 equiv of NalO, E/ISH(EI\SII-(I\)/IS, positive mode):

afforded the aldehyde component 107. The product was directly Cglcg l\/i\GNzé 1485.6 g.mdl

purified by RP-HPLC to yield compound 107 as a white powder (48 Eqund MW = 1486.0 g.mdl

mg, 33 umal.

Yield: 33%

CRAFT4(H2-6)oxime 108
NH; E;; LN‘yH; NH;
Lys PrIIe Pllwe Lys
PI'1e Lys L;I;s PI'1e
L)lfs Gln Gin Lys
Gin Asn Alsn Gin
A:sn jr\ T)I/r A:sn
Tyr Tyr
o7 IAO
oﬁ O/N O/N ‘ﬁo
The scaffold 102 (4 mg, 2.6 umol) and 6 equiv. of aldehyd d J Jd
containing peptidd03(13.8 mg, 15.umol) were dissolved in 1 m o Oz ° .
of TFA/ICH;CN/H,O (5/45/50) solution. The mixture was stirred /LYS\A. M
1 h and the product was purified by RP-HPLC affording St Vi
Pro Ala Gly

conjugatel08as a white powder (6.6 mg, Iu#nol).
JMgATE== P ( 9. o) Yield: 54%

RP-HPLC: RT = 5.9 min(Cis, 214 nm,
5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
C216HSlSN62058

Calcd MW = 4711.3 g.mdl
Found MW = 4711.4 g.mdl

CRAFT4(H3'6)0X|me &9
. N
™ Tyr T:yr T;’/r
Tyr TPr Tpr Tyr
Thr Ser Ser Thr
SLr Arg Alrg Sler
Afrg j; ;‘i A:rg
Ala Ala
[e] I ‘ [e]
oﬂ O/N O/N ﬁo
The scaffold 102 (4 mg, 2.6umol) and 6 equiv. of aldehyd { . ,oQ
containing peptidd04 (12.7 mg, 15.umol) were dissolved in 1 m o o
of TFA/CHCN/H,0 (5/45/50) solution. The mixture was stirred - o N
1 h and the product was purified by RP-HPLC affording AN AN
conjugatel09as a white powder (5.5 mg, Juthol). vield: 48%

RP-HPLC: RT = 6.3 min(Cis, 214 nm,
5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
C196H282N58062

Calcd MW = 4442.8 g.mdl
Found MW = 4443.1 g.mdl
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cRAFT4(control) oxime

The scaffold 102 (4 mg, 2.6 umol) and 6 equiv. of aldehyd
containing peptidd05(13.8 mg, 15.umol) were dissolved in 1 m
of TFA/ICH;CN/H,O (5/45/50) solution. The mixture was stirred
1 h and the product was purified by RP-HPLC affording f
conjugatell0as a white powder (6.6 mg, Ju#nol).

NH, NH,
| J
NH, L)I(s L)I/s NH,
L)‘/s Afn Alsn L)'/s
A%n Gln Gin A:sn
GIn Lys Lys GIn
d 1
L)'/s Tyr Tyr L)lls
T)‘/r Pil'ue Pll'ne Ti(r
| |
Phe O)m | K&O Phe
o%\ N N [}
| / / \
N o s} N
/ /
o (o}
o o
o o
Lys Lys
_ N
Gly \Ala/ “Pro
/ Lys, Lys /
NG N
Pro Al Gly
Yield: 56%

RP-HPLC: RT = 5.9 min(Cis, 214 nm,
5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
0216H318NGZOSS

Calcd MW = 4711.3 g.mdl
Found MW = 4711.4 g.mdl

CRAFT4(H2-12)oyime

The scaffold 102 (4 mg, 2.6 umol) and 6 equiv. of aldehyd
containing peptidd06(22.0 mg, 15.umol) were dissolved in 1 m
of TFA/ICH;CN/H,O (5/45/50) solution. The mixture was stirred
1 h and the product was purified by RP-HPLC affording f
conjugatelllas a white powder (8.1 mg, Jufnol).

NH,
L;‘(s
Phe
Lys

NH,
Lys
Phe
Lys
G'In

NH,
L)'(s
Phe

L)‘/s
]

{
Lys G|||'l ! Lys
Gin  Asn Asn Gin
Abn Tyr Tyr Abn

y Sér Sér y
Tyr € b Tyr
Ser T?f T'I" Ser

|
T||1r Asp Asp T‘\r
| i
Asp  Gly ey  abp

i | 1 |
Gly Alsn Alsn Gly
A<:sn Gly Gly Asn

1
Gl Gl
& o %
0%\ N N (&o
| / / \
N 0 o N
/ /
{0 g
o o
o 2 o
Lys Lys
_ N
Gly S o e
/ Lys Lys. /
TN N
Pro Ala Gly
Yield: 46%

RP-HPLC: RT = 5.9 min(Cis, 214 nm,
5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
Ca9Ha34N 900102

Calcd MW = 6837.3 g.mdl
Found MW = 6837.8 g.mdl
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CRAFT4(H3-12)oxime 112
- T T
Tyr T)‘/r Tslr Tj{r
T)I/r Thr Thr Ti(r
Thr S,er Sler Thr
Sller Alrg A:rg SLr
Arg Ala Ala Arg
A‘Ia S:—.‘r sier Alla
S:er T)'/r T)lyr Sier
T)f/r Tg:/r Ti(r T)’(r
Ty val V;al Té{r
Val Ala Ala Val
A:Ia Slar Sier A:Ia
The scaffold102 (4 mg, 2.6umol) and 6 equiv. of aldehyde Ser oﬁ |(§o Ser
containing peptidd07 (23.2 mg, 15.umol) were dissolved in 1 m Oﬁ g 4 [
of TFA/CH,CN/H,O (5/45/50) solution. The mixture was stirred 4 . s
1 h and the product was purified by RP-HPLC affording f o o
conjugatel12as a white powder (9.1 mg, lugol). o AR <
Lys Lys
Pr// \Ala/ \ /
Yield: 49%

RP-HPLC: RT = 7.3 min(Cis, 214 nm,
5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
C324H450NSZOlOZ

Calcd MW = 7125.7 g.mdl

Found MW = 7125.4 g.mdl

CRAFT4(N,) 113

The linear peptide was assembled on 2-chlorotritylchl8rigsin N, N;

(150 mg, loading of 0.8 mmol/g) using the general procedure N % f
modified amino acid®. The anchoring of the first amino acid (Fmc LL"LLH/"VS\ /'-rvrsr.\rr\rﬂ’f
Gly-OH) was performed following the standard procedure yieldil Gly Pro
convenient resin loading of 0.7 mmol/g. The peptide was rele Pro Al Gly

from the resin using cleavage solution of TFALCH (1:99). Linear vield: 53%

protected peptide was obtained as a white solid powder RP-HPLC: RT = 8.0 min(Cis, 214 nm
precipitation, triturating and washing with,Bt 5-100% B in 15 min) ’ '
The cyclization reaction was carried out using crude linear pe . )
affording the cyclic peptide as a white solid powder a gjl—ililzgj positive mode):
precipitation in E{O This crude material was purified by RP-HPI cgicd MW = 1067.2 g.mdl

affording the pure produdtl3as a white powder (56 mg, 53 umol’ Found MW = 1067.5 g.m6I

Propargylamine modified resin 114
500 mg of FMPB resin (loading of 0.8 mmol/g, Novabiochem) v HN/—:
pre-swell in DMF for 1 h. 10 equiv. of propargylamine (220 1 \_QOO
4 mmol) and 10 equiv. of NaBBN (250 mg, 4 mmol) dissolved i

AcOH/DMF (5:95) were added to the resin. The reaction mix MeO

was stirred overnight at room temperature. Then, the resm
washed with DMF, DIPEA 10% in DMF and DCM and dried.
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C-Term alkyne-H2-6 115

The peptide was assembled on rekid (150 mg, loading of 0. =
mmol/g) using the general procedure. The anchoring of the
amino acid was performed overnight using 5 equiv. of Fmoc-Lys
and 5 equiv. of PyAOP. The peptide was released from the Yield: 30%

using cleavage solution of TEA/TIS/ (96:2:2). The mixture wa RP-HPLC: RT = 5.2 min(Cis, 214 nm,
stirred for 2 h at room temperature. The solution was concent 2~100% B in 15 min)

under reduced pressure and precipitate fronO Eafforded the

peptide as a white powder This crude material was purified by / CoHsNwO,

HPLC affording the pure produdfl5 as a white powder (25 mg, : Calcd MW = 864.0 g.mdl

pmol). Found MW = 864.3 g.mdl

H-Tyr Asn-GIn-Lys-Phe-Lys—NH

MS (ESI-MS, positive mode):

C-Term alkyne-H3-6 116

The peptide was assembled on re&id (150 mg, loading of 0. =
mmol/g) using the general procedure. The anchoring of the
amino acid was performed overnight using 5 equiv. of Fmoc-Lys
and 5 equiv. of PyAOP.The peptide was released from the resin Yield: 56%

cleavage solution of TFA/TISAD (96:2:2). The mixture was stirre RP-HPLC: RT = 5.4 min(Czs, 214 nm,
for 2 h at room temperature. The solution was concentrated | 5-100% B in 15 min)

reduced pressure and precipitate fropCEafforded the peptide as 15 (Es|-MS, positive mode):

white powder This crude material was purified by RP-HF Cz;Hs,N;0O10

affording the pure produdtl6as a white powder (45 mg, 56 pfol Calcd MW = 796.9 g.mal
Found MW = 796.5 g.mdl

H-Ala-Arg-Ser-Thr-Tyr-Tyr—NH

CRAFT4(H2'6)C-triazo|e 1_17
H TTyr TTyr H
T)l/r A:sn Alsn T)I/r
A:sn Gin G:In A:sn
GIn Lys Lys Gin
Lys Pll1e P|'1e L)lls
Phe l P|‘1e
Lys L,'I,s
The scaffoldl13 (5 mg, 4.7umol) and 6 equiv. of alkyne-containir { { ?
peptidel15(24.3 mg, 28.2umol),1 equiv. of CuS@Qand 1 equiv. of 3>
sodium ascorbate were dissolved in 500 pL tBuOH/PBS buffer (
The mixture was stirred at 70 °C for 30min under microwave. / \ /
solution was purified by RP-HPLC to give the desired compduiird // ~, / \

as a white powder (8.2 mg, 1.8 ol vield: 39%

RP-HPLC: RT = 5.8 min(Cis, 214 nm,
5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
Ca1H314N66046

Calcd MW = 4523.3 g.mdl
Found MW = 4523.4 g.mdl
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PARTIE EXPERIMENTALE

CRAFTA4(H3-6)c.triazole 118

H A:;a A::a H
Ala Arg Arg Ala
Alrg Sler Slar Alrg
Sér Tll1r Thr Sér
T;\r T;lr T)I/r TII1r
T)l/r T)‘/r Ti(r Tyr
Tyr N A Tyr
l H,L

The scaffoldl13 (5 mg, 4.7umol) and 6 equiv. of alkyne-containir { ,j{{ N.“.f{ “’f

peptidell6(22.5 mg, 28.2umol),1 equiv. of CuS@and 1 equiv. of N3 § W

sodium ascorbate were dissolved in 500 puL tBuOH/PBS buffer ( R/LVS Lys_

The mixture was stirred at 70 °C for 30min under microwave. ey \A'a{y o Pro

solution was purified by RP-HPLC to give the desired compdiliad LN

as a white powder (9.0 mg, 2.1 punol Yield: 45%

RP-HPLC: RT = 6.1 min(Cis, 214 nm,
5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
C192H278N62050

Calcd MW = 4254.7 g.mdl
Found MW = 4257.8 g.mdl

CRAFT(Acetimidate)-(N3) 119
OEt
T

The linear peptide was assembled on 2-chlorotritylchBridsin J

(150 mg, loading of 0.7 mmol/g) using the general procedure o N,

modified amino acig. The anchoring of the first amino acid (Fmc §

Gly-OH) was performed following the standard procedure yieldil /LVS\AI /LVS\P

. . . . Gly a ro

convenient resin loading of 0.7 mmol/g. The peptide was rele Pr{/’*‘a\m/’“ﬂ\m{

from the resin using cleavage solution of TFE/AcCOHJCH (2:1:7).
Linear protected peptide was obtained as a white solid powder Yield: 88%

precipitation, triturating and washing with,Et RP-HPLC: RT = 9.2 min(Css, 214 nm,
The cyclization reaction was carried out using crude linear pe 5-100% B in 15 min)

affording the cyclic peptidell9 as a white solid powder afte MS (ESI-MS, positive mode):

ipitation i C44H71N150
recipitation in 90 mg, 88 pmol). 441711N15U13
preeip SESSETE S HRD Calcd MW = 1018.2 g.mdl

Found MW = 1018.5 g.mdl

N-Term alkyne-H2-6 120

The peptide was assembled on resin Rink amide (150 mg, load o
0.7 mmol/g) using the general procedure and propanoic acid /\)LTW Asn-Gln-Lys-Phe-Lys—nH;
peptide was released from the resin using cleavage solutic vield: 58%
TFA/TIS/H,O (9622) The mixture was stirred for 2 h at ro RP-HPLC: RT =55 min(Cla, 214 nm
temperature. The solution was concentrated under reduced pr 5-100% B in 15 min)
and precipitate from ED afforded the peptide as a white pow MS (ESI-MS, positive mode):
This crude material was purified by RP-HPLC affording the f c,,H..N,,0,,
productl20as a white powder (52 mg, 58 ol Calcd MW = 906.0 g.mdi
Found MW = 905.6 g.mdl
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PARTIE EXPERIMENTALE

CRAFT(H3-6)oxime-(H2-6)N-triazole 121

e -
T;/r Lys
Thr Phe
S%er L)llfs

To a solution containing the cyclodecapeptld® (5 mg, 4.9 pmol) i{: :i:

in 500 puL tBuOH/HO/TFA (50:45:5) were added 1.5 equiv. O%\‘ Ty .

aldehyde-containing peptid4 (6.0 mg, 7.3 pmol). The reactic g

mixture was stirred for 1 h at room temperature. Then, the pH O:) o

adjusted to 8 by addition of a NaHg®&blution (10%) and 1.5 equi Lés Lgs

of alkyne-peptidel20 (6.6 mg, 7.3 umol) and 5 equiv. of Cu oy o aa er

microsize powder were added. The reaction mixture was si o~ \G.{

overnight at room temperature and centrifuged for 5 min. vie|d: 63%
solution was then purified by RP-HPLC to give the des RP-HPLC: RT = 5.9 min(Cis, 214 nm

compoundl21(8.2 mg, 3.1 pmol). 5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
ClZOHNGNSBO33

Calcd MW = 2650.9 g.mdl
Found MW = 2650.6 g.mol

CRAFT(H3'6)0xime‘(H2'6)C-triazole 1_2
i 7
Tyr Tyr
TI|1r Alsn
S%ar Glln
To a solution containing the cyclodecapeptid® (5 mg, 4.9 pmol) i{: ltﬁ
in 500 pL tBuOH/HO/TFA (50:45:5) were added 1.5 equiv. o%m s
aldehyde-containing peptide4 (6.0 mg, 7.3 pmol). The reactic & Y
mixture was stirred for 1 h at room temperature. Then, the B B hg“{
adjusted to 8 by addition of a NaHg6blution (10%) and 1.5 equi e Lgs
of alkyne-peptidell5 (6.3 mg, 7.3 umol) and 5 equiv. of Cul oy, AT ero
microsize powder were added. The reaction mixture was sf p,/o/ N \G.{

overnight at room temperature and centrifuged for 5 min. vieiq: 58%
solution was then purified by RP-HPLC to give the des qp iibic: RT = 6.1 min(Cis, 214 nm

compoundl21 (7.4 mg, 2.9 umol). 5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
C118H174N36032

Calcd MW = 2608.9 g.mdl
Found MW = 2608.6 g.mdl

H2-6-Cy5 123

The linear peptide was assembled on Rink amide resin (15( 5

loading of 0.7 mmol/g) using the general procedure. 20 mg of CY” Tyr-Asn-GIn-Lys-Phe-Lys—NH;
containing peptide was solved in 500 uL of DMF, adjusted ' Vield: 64%

DIPEA to pH 9, and CY' 5 Mono NHS Ester (0.5 mg, 650 pum¢ ' 'c0: °%70 _
was added to the resin solution. The mixture was stirred for 24 RP-HPLC: RT = 6.5 min (Gg, 214 nm,
room temperature and the resin was washed with DMF and [ 5-100% B in 15 min)

The peptide was released from the resin using 1mL cleavag®sc MS (ESI-MS, positive mode):

of TFA/TIS/HO/DIOD (94/2/2/2). The mixture was stirred for 2 h C;,HggN13016S,

room temperature. The solution was concentrated under re Calcd MW = 1465.8 g.mdl

pressure and precipitate from,@tafforded the peptide as a bl Found MW = 1465.8 g.mdl

solid powder This crude material was purified by RP-HF

affording the pure product23 as a white powder (609 ug, 4.

nmol).
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H3-6-Cy5 124

The linear peptide was assembled on Rink amide resin (15(C
loading of 0.7 mmol/g) using the general procedure. 20 mg of
containing peptide was solved in 500 uL of DMF, adjusted ' Yield: 73%
DIPEA to pH 9, and CY' 5 Mono NHS Ester (1 mg, 1.3 pmol) w ' ]

added to the resin solution. The mixture was stirred for 24 h at RP-HPLC: RT =8.7 min (Gg, 214 nm,
temperature and the resin was washed with DMF and DCM. 5-100% B in 15 min)

peptide was released from the resin using 1mL cleavage sobiti MS (ESI-MS, positive mode):
TFA/TIS/H,O/DIOD (94/2/2/2). The mixture was stirred for 2 h Cg7HggN1,0:17S,

room temperature. The solution was concentrated under re Calcd MW = 1398.6 g.mdl

pressure and precipitate from,@tafforded the peptide as a bl Found MW = 1398.9 g.mdl

solid powder This crude material was purified by RP-HF

affording the pure produci24 as a white powder (1328 ug, 9

nmol).

Cy®-Ala-Arg-Ser-Thr-Tyr-Tyr—NH,

cRAFT4(Boc)-(Alloc) 125

Boc Boc

The linear peptide was assembled on 2-chlorotritylchiBridesin LHHLLA/L%S\ /Lgs\
(150 mg, loading of 0.7 mmol/g) using the general procedure. i
peptide was released from the resin using cleavage solutic
TFA/CH,CI, (1:99). Linear protected peptide was obtained as a v
solid powder after precipitation, triturating and washing witfOEt
The cyclization reaction was carried out using crude linear pe RP-HPLC: RT = 12.0 min (Gs 214
affording the cyclic peptidel25 as a white solid powder afte "M, 5-100% B in 15 min)
precipitation in EfO (155 mg, 100 pmol). This crude material w. MS (ESI-MS, positive mode):
used without further purification. C71H151N15059

Calcd MW = 1503.9 g.mdl

Found MW = 1504.1 g.mdl

|
Alloc

Yield: Quantitative

CcRAFT4(ONHBoC)-NH 126
The cyclopeptidd.25(155 mg, 100 pmol) was dissolved in 30 mL Boc BOE:\IH BO;CNH Boc
TFAITIS/HO (95/2.5/2.5) solution. The reaction mixture was stit O,NH 5 ° O,NH
for 2 h at room temperature. The product was concentrated | o o
reduced pressure and precipitate fropOEt o ‘% % o
The crude peptide was dissolved in 30 mL of DMF and the pH was /Lys\Ala /Lys\ o

adjusted to 8 using DIPEA. Then, 6 equiv BOcNHOCHCOOH (115
mg, 600 umol) and PyBOP (313 mg, 600 umol) were added to this
solution. The reaction was stirred for 30 min at room temperature and  Yield: 48%

then concentrated under diminished pressure. The crude product was RP-HPLC: RT = 9.4 min (Gs, 214 nm,
triturated and washed with ether to yield peptide as a white powder. ~ 9-100% B in 15 min)

Then, Alloc group was removed using the procedure as des¢ MS (ESI-MS, positive mode):

above affording the crude produt26 which was purified by RP CzsH120N14026

Gly
)

L L
// N ~ ys\ /
Pr Lys Gly
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PARTIE EXPERIMENTALE

cRAFT4(ONHBoc)-Cy5 127
/ o% ZO /
The peptidel26 (5.0 mg, 2.9 umol) was dissolved in 1 mL ° . A . °
anhydrous DMF and the pH adjusted with DIPEA to pH 9. ' Pr{}”\L s/LV\GI/
solution was added to €Y 5 Mono NHS Ester (2 mg, 2.6 umol) a &y ’

stirred for 3 h at room temperature. The product was then purifie Yield: 75%
RP-HPLC affording the fluorescent peptid@7 as a deep blue sol RP-HPLC: RT = 10.1 min (C18, 21«
powder (4.6 mg, 2.0 pmol). nm, 5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):

C108HlE38NZlO3SSZ
Calcd MW = 2352.8 g.mdl

Found MW = 2352.7 g.mdl

CRAFT4(H2'6)N-oxime'Cy5 28
NH; C‘;; E;; NH,
L)"/s P?e Phe L)"/s
Plre L)"s LYS Pllw
Lys GIn GIn Lys
G;In A:sn A:sn G;In
A|sn Tyr Tyr A'sn
Tyr o o Tyr
\ |

The scaffold127 (1.2 mg, 0.5umol) and 6 equiv. of aldehyd J Oj %O J

containing peptidd.03 (2.6 mg, 3umol) were dissolved in 1 mL ¢ O,{\T%y H .

TFA//H,O (70/30) solution. The mixture was stirred for 1 h and G.yf \A.a{ o

product was purified by RP-HPLC affording pure conjudg28as a NN

white powder (2080 g, 384nol). &y

Yield: 76 %

RP-HPLC: RT = 9.0 min (C18, 214 nnr
5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
C252H364N6506582

Calcd MW = 5408.2 g.mdl
Found MW = 5408.1 g.mdl

CRAFT4(control) n-oxime-CY5 129
v s Be
L):/s A:sn A:sn Ly:/s
Asn GIn GIn Asn
Glln L)I/s L)'/s Glln
L)’/s T3:/r T:yr L)f's
Tyr :1; ;K Tyr
Phe Phe
o] ‘ [e]
)W O/N O/N |N(§O
The scaffold127 (1.2 mg, 0.5umol) and 6 equiv. of aldehyd J % Zo d
containing peptidd.05 (2.6 mg, 3umol) were dissolved in 1 mL ¢ ) Lyi_ .
TFA/H,O (70/30) solution. The mixture was stirred for 1 h and % N ﬁ
product was purified by RP-HPLC affording pure conjudst@as a A SN s/LVS\G{
white powder (680 pg, 125 nmol). éys
Yield: 25 %

RP-HPLC: RT = 8.6 min (C18, 214 nnr
5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):

C252H364N65()6582
Calcd MW = 5408.2 g.mdl

Found MW = 5408.1 g.mdl
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PARTIE EXPERIMENTALE

CcRAFT4(N3)-NH» 130
The linear peptide was assembled on 2-chlorotritylchl8rigsin N N
(150 mg, loading of 0.8 mmol/g) using the general procedure N L%s Lyi Ns
modified amino aci@. The peptide was released from the resin u o \A,a/H;r"::l
cleavage solution of TFA/CIEI, (1:99). Linear protected peptic [~
was obtained as a white solid powder after precipitation, tritigyi Fre b ey
and washing with EO. Yield: 58%

The cyclization reaction was carried out using crude linear pe RP-HPLC: RT = 8.6 min (Gs, 214 nm,
affording the cyclic peptide as a white solid powder a ©-100% Bin 15 min)

precipitation in E{O MS (ESI-MS, positive mode):

The cyclopeptide was dissolved in 30 mL of TFA/TIZIH C,H77N,5010

(95/2.5/2.5) solution. The reaction mixture was stirred for 1 Calcd MW = 1124.3 g.mdl

room temperature. The product was concentrated under rei Found MW = 1124.8 g.mdl

pressure and precipitate fromy,8tThis crude material was purifie

by RP-HPLC affording the pure produt80 as a white powder (5

mg, 58 pmol).
CRAFT4(N3)-Cy5 131
N3 N,
N3 N3
L%/s Lgs
H H 4 \Ala/ s ~p

The scaffold130 (4.0 mg, 3.5 pmol) was dissolved in 1 mL 7"’ Lys Lys /’°
anhydrous DMF and the pH adjusted with DIPEA to pH 9. pe” \LYS/ \Gly
solution was added to €Y' 5 Mono NHS Ester (2 mg, 2.6 pmol) a Cy?

stirred for 3 h at room temperature. The product was then purifie Yield: 73%
RP-HPLC affording the fluorescent peptid@7 as a deep blue sol RP-HPLC: RT = 9.7 min (Gs, 214 nm,
powder (3.4 mg, 1.9 pmol). 5-100% B in 15 min)
MS (ESI-MS, positive mode):
CeoH116N25017S,
Calcd MW = 1764.1 g.mdl
Found MW = 1764.4 g.mdl

CRAFT4(H3'6)C.triazo|e‘cy5 &2

H A:;a AL H
Ala A'rg A"g Ala
A{'g Sler Sér Alrg
S:er T;ll' Thr Sér
Thr T)l/r ler T|I’ll'
Tyr Tyr Tyr Tyr
T)Il/r Hl{l H,L Tslr

The scaffold 131 (0.8 mg, 0.5 umol) and 6 equiv. of alkyr ”,\f NN-;\? N'Tg N{

containing peptidel16 (2.4 mg, 3umol),1 equiv. of CuS@Qand 1 Yy % § "

equiv. of sodium ascorbate were dissolved in 500 pL tBuOH/ H/Lvs\ M

Gly Ala Pro

buffer (6:4). The mixture was stirred at 70 °C for 30min ur
microwave. The solution was purified by RP-HPLC to give
desired compounii32 as a blue powder (270 pg, 55 nmol).

Lys Lys
Pr{/ \Lys/ \GI{
(I3y5
Yield: 11%
RP-HPLC: RT = 8.8 min (Gs, 214 nm,
5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
C228HSZ4N65057SZ

Calcd MW = 4951.6 g.mdl
Found MW = 4951.6 g.mdl
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PARTIE EXPERIMENTALE

cRAFT4(c[-RGDfK- ])triazoie-Cy5 2% 133

Gly—Asp Gly—Asp

Al D-Ph:
rg\ D e Arg

Gly—Asp

The peptide36 (3.0 mg, 0.73 umol) was dissolved in 1 mL
anhydrous DMF and the pH adjusted with DIPEA to pH 9.
solution was added to €§ 5 Mono NHS Ester (0.54 mg, 0.73 um
and stirred for 3 h at room temperature. The product was
purified by RP-HPLC affording the fluorescent peptidd8 as a deej
blue solid powder (2.5 mg, 0.53 umol).

Yield: 73%

RP-HPLC: RT = 7.4 min(Cis, 214 nm,
5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
C16H30eN6s053S,

Calcd MW = 4727.39g.mdl
Found MW = 4727.4 g.mdl

CRAFT4(c[-RGDK- ])iazoie-(B-D-GlUCOSE)yime-Cy5 2% 134

Gly—Asp Gly—Asp

D-Phe
N S Gly—Asp

Ar D-Phe A
Gly—Asp g\ e 9

/ \ Lys Lys / \
Al g\LysB-Phe ﬁo C o Arg\LysB-Phe
q - £
The peptide60 (7.0 mg, 1.59 pumol) was dissolved in 1 mL ©
anhydrous DMF and the pH adjusted with DIPEA to pH 8. N
solution was added to €Y 5 Mono NHS Ester (1.2 mg, 1.59 pm L ‘\Lys\el{

and stirred for 3 h at room temperature. The product was o O/é
purified byRP-HPLC affording the fluorescent peptid84as a deej “Ow cy®
blue solid powder (5.77 mg, 1.14 pmol). Ho o
Yield: 72%
RP-HPLC: RT = 7.0 min(Cis, 214 nm,
5-100% B in 15 min)
MS (ESI-MS, positive mode):
C227HSZ4N6706082

Calcd MW = 5015.65 g.mdl
Found MW = 5016.7 g.mdl
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PARTIE EXPERIMENTALE

cRAFT4(c[-RGDfK- ]) oxime COCH>,ONH»-Boc 135
Gly— A A:Iy_i';he AzIY7Xhe Gly—
Arg\LysB»Phe \NO o? Arg\LYSE-Phe
The peptide25 (30 mg, 7.7 umol) was dissolved in 1 mL ¢ ° e
anhydrous DMF and the pH adjusted with DIPEA to pH 9. To j\ e
solution, 1.5 equiv. of Boc-amino-oxyacetic NHS Ester (3.4 mg, o “';Lys\ ;
pmol) were added and the reaction mixture was stirred for 1 A G
room temperature. The product was then purified by RP-H
affording the peptidel35 as a white solid powder (24.5 mg, € Yield: 78%
pmol). RP-HPLC: RT = 7.9 min (Gs, 214 nm,
5-100% B in 15 min)
MS (ESI-MS, positive mode):
C178H264N56()54
Calcd MW = 4052.4 g.mdi
Found MW = 4052.8 g.mdl
CRAFT4(c[-RGDfK- ])oximee DOTA-Gd 136

Gly-Asp  Gly—Asp

Gly—Asp Arg  D:Phe A'H\L D:Phe gly—asp

Lys ys

Afg D-Ph -
9. e 2:0 o:g Arg_ D:Phe
L < b Lys

g

ys

S S
o o

3§ /)

N

o

The peptidel35 (20 mg, 5umol) and 2 equiv. of aldehyde containi i}%y\\‘“/q,\ b
Gadolinium complex6.8 mg, 10umol) were dissolved in 1 mL ¢ o Pro L ey
TFA/H,O (70/30) solution. The mixture was stirred for 1 h and OTC;O\JNg N,ﬁ °
product was purified by RP-HPLC affording pure conjud6as a (\/J¢L MNHEO

white powder (16.2 mg, 3.5 pmol). g/jj M

RPO-HPLC: RT = 7.1 min (Gs, 214 nm,
5-100% B in 15 min)

Yield: 70 %

MS (ESI-MS, positive mode):
ClQSHZSQGdNGZOGO

Calcd MW = 4619.1 g.mdl
Found MW = 4618.0 g.mdl

Tri-t Bu-DOTA-NHS %% 137
To a stirred solution of DOTA-tris-tBu-estpurchase from Aldrict 0 Oﬁ
(50 mg, 0.08 mmol) and N-hydroxysuccinimide (11.5 mg, 0.1 mi o o ﬁk °
in ethyl acetate/dioxane (5 mL, 1:1) at 0 °C was added DCC | \O’Kf ?,
mg, 0.08 mmol) in one portion. The resulting mixture was stirre @NJ}O
room temperature for 5 h. The formed DCU was filtered off anc Foo”
filtrate concentrated under vacuum. The obtained residue e

dissolved in ethyl acetate (5 mL), and the solution was washed Yield: 95%

5% aqueous NaHCQO2 x 3 mL), water (3 mL), and brine (3 mL MS (ESI-MS, positive mode):
The organic layer was separated, dried over anhydrous W Ca2Hs5N5010 .
filtered and concentrated for afforded the prodi8¥ in as white Caled MW = 670.8 g.md!

. ) _ B Found MW = 670.4 g.mdl
solid which was used without further purification (54.2 mg, C ,
mmol). H NMR (400 MHz, CDCly): § 3.5%

3.42 (br, 8H), 3.042.70 (br, 20H), 1.4
(s, 27H)
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PARTIE EXPERIMENTALE

2-(4,8,11-tris(tert-butoxycarbonyl)-1,4,8,11-tetraaacyclotetradecanl-yl)acetic acid* 138

To a solution of tri-tert-butyl 1,4,8,11-tetraazacyclotetradec Q
1,4,8-tricarboxylate (200 mg, 0.40 mmol) in &HN (10 mL) were HJ\OH
added 1.5 equiv.dlaCO; (63 mg, , 0.60 mmol) and 1.5 equiv. E\N Boc
ethyl bromoacetate (100 mg, 0.60 mmol). The mixture was stirn N NZ
reflux overnight. The reaction mixture was cooled to rc Boc/K/N\J

|

temperature and the insoluble salts were removed by filtraiva.
solution was concentrated under reduced pressure and the re Yield: 56%
crude material was dissolved in MeOH (10 mL). 5 M NaOH (4 | ' N

was added and the reaction mixture was stirred overnight at MS (ESI-MS, positive mode):
temperature. The solution was concentrated under reduced pr Cz7HsoN4Os

and the resultant crude material was dissolved in water (5amd. Calcd MW = 559.7 g.md!

the aqueous layer was adjusted to pH 3 with 1 N HCI. The aqu Found MW = 559.8 g.mdl

layer was extracted with ethyl acetate (3 x 20 mlL), driedr 1 'H NMR (400 MHz, CDCl5): & 8.20 (br
MgSQ, and The solution was concentrated under reduced pre s, 1H, OH), 3.75- 3.73 (m, 2H), 3.6
and the resultant crude material purified by flash colt 3.61 (m, 2H), 3.45-3.27 (m, 12H), 3.1
chromatography (EtOAc) to give the ad@8as a white solid (12 3.08 (m, 2H), 1.95-1.71 (m, 4H), 1.4
mg, 0.22 mmol, 56%). 1.38 (m, 27H)

Tri-Boc-Cyclam-NHS 24° 139

To a stirred solution 0of138 (40 mg, 0.071 mmol) and M

hydroxysuccinimide (11.5 mg, 0.1mmol) in EtOAc/dioxane (5 1 CN/\N,BOC
. N

1:1) at 0 °C was added DCC (14.74 mg, 0.071mmol) in one pol BOC/K/NJ

The resulting mixture was stirred at room temperature for th. Boc

formed DCU was filtered off and the filtrate concentrated ur Yield: 88%

vacuum. The obtained residue was dissolved in ethyl acetate (¢ MS (ESI-MS, positive mode):

and the solution was washed with 5% aqueous NaHZQ@ 3 mL), Ca1HsaNsO1o )

water (3 mL), and brine (3 mL). The organic layer was segdy IC::c?LCr? dl\ﬁnv\\//v:—66555583g§%%|

dried over anhydrous MgS(iltered and concentrated afforded t | e

product139in 88% vyield as white solid which was used withi H NMR (400 MHz, CDCly): & 3.45-

further purification (41.3 mg, 0.062 mmol). (3;24&)“113:)1 7229((r)n (T:') 51)43183;

27H)
CRAFT4(c[-RGDfK-]) oxime-DO3A 249 140
Gly—-Asp Gly—As\p
Gly-Asp Arg  D:Phe Arg  D:Phe gy _pqp
Arg B—Phe L?:o o:iys Arg_ B-\Phe
e p No /’

The purified peptid@5 (10.0 mg, 2.57umol) was dissolved in 50 OO 7{ ; o
pL of anhydrous DMF adjusted with DIPEA to pH 9. 5 equiv. of z\ e e
succinimidyl esterl37 (8.64 mg, 12.9umol) was added to thi e ""/Lvs\ Vi
solution. After stirring for 2 h at room temperature, 1ml ° ;ﬁo e
TFA/TIS/H,O (94:3:3) was added to the mixture. The mixture Hofg(“}
stirred for 2 h and the product was purifiedRy-HPLC (5-100% B Cpd e
in 30 min). After lyophilization, the conjugafigl0 was obtained as W
white solid powder (7.45 mg, 1.74nol) Yield: 68%

RP-HPLC: RT = 7.0 min(Cis, 214 nm,
5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
Ci1eH27N5¢0s7

Calcd MW = 4265.6 g.mdl
Found MW = 4264.8 g.mdl
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CRAFT4(c[-RGDfK- ]) oxime-Cyclam 24° 141

Gly—Asp Gly—Asp

Gly—Asp Arg D-Phe Arg B—Phe Gly—Asp

\Lys/ \Lys
Ar D-Phe o o Ar D-Phe
g\Lys/ N\ . :Ng g\Lys/
) o J Y o:g

The purified peptid@5 (10.0 mg, 2.54umol) was dissolved in 50 R ) 7{ }: ’ R
uL of anhydrous DMF adjusted with DIPEA to pH 9. 5 equiv of e Lis
succinimidyl esterl39 (8.44 mg, 12.9umol) was added to thi /ely e \Alafy . /P
solution. After stirring for 2 h at room temperature, 1 ml o D N
TFA/TIS/H20 (94:3:3) was added to the mixture. The mixture %%N
stirred for 2 h and the product was purified by RP-HPLC. A NQHHNJ
lyophilisation, the conjugated4l was obtained as a white sol vield: 72%

owder (7.62 mg, 1.8bmol, yield 72% .
P ( 9 b y 0) RP-HPLC: RT = 7.2 min(Cis, 214 nm,

5-100% B in 15 min)

MS (ESI-MS, positive mode):
C13H277N5¢0s1

Calcd MW = 4119.6 g.mdl
Found MW = 4119.3 g.mdl
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II. Méthode SPOT

[I.L1. Peptide synthesis on cellulose membranes

Membranes were obtained from Intavis (Bergisch Glaldpadermany).
Fluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc) amino acids andhydroxybenzotriazole (HOBT) were
from Novabiochem (Meudon, France). NgNisopropylcarbodiimide (DIC) was from Fluka
(Germany). N,Ndimethylformamide (DMF) and N-methylpyrrolidone-2 (NfY] were of the
highest available quality (SDS, Peypin, France) andewested daily for the absence of
contaminating free amines by the bromophenol blethod.

Fmoc amino acids were preactivated daily by indalga300ul of a 0.6 M solution of
the Fmoc amino acid with 150 of 1.2 M DIC and 15Qu of 1.2 M HOBT (except for Fmoc
arginine which has to be preactivated for each cogplifhe side chains of d&N Fmoc
protecting groups were the following: Pbf (argininet, (Bsparagine, glutamine, histidine and
cysteine), Acm (cysteine), tBu ether (threonine, tyr@sserine), OtBu ester (aspartic and
glutamic acids) Boc (lysine, tryptophan). All solutiongere in NMP. An ASP 222 robot
(Abimed) was used for the coupling steps. The standargling procedure was triple
coupling of a preactivated solution of 0.3 M Fmoc morécid for 15 min. After coupling, the
membrane was treated with DMF (three times, 2 mimn tt0% (vol/vol) acetic anhydride in
DMF (10 min, or until decoloration of the Spots) wasled to block any unreacted amino
groups. After piperidine (20% in DMF, vol/vol) deprotecti (5 min), the membrane was
treated with a 0.005% bromophenol blue solution inM{vo times, 2 min), washed with
methanol (three times, 2 min), and dried using caldFeor the last cycle, the deprotection
with piperidine was done before acetylation with 108tec anhydride in DMF

After the peptide sequences had been assemblesidéhehain protecting groups were
removed by treatment with trifluoroacetic acid/dichloeithane (DCM) (1:1, vol/vol) with
2.5% triethylsilane as scavenger (1 h). This treatmest followed by three washes (2 min)
with DCM, three with DMF, three with 1% acetic aamwater, and three with methanol. The
membrane was dried before use.

[1.2. SPOT revelation

The peptide spot membrane was first incubated innethéor 2 min at room
temperature, and then washed 3 times with TBS buf§@émtM Tris-HCI, 137 mM NaC]|
2.68 mM KCI, pH 7.0). The peptide spot membrane wathdu incubated overnight in
blocking buffer (TBS, 1% Western Blocking Reagent Roche; 0.05 g/ml sucrose it O
TweerR0). The tested peptide containing Cyanine5 was dilwiighl blocking buffer to a final
concentration of 1® M, then incubated with the peptide membrane for 2 B74C with
gentle shaking. After removing the solution contagnihe test peptidéghe membrane was
washed for 10 min with TBS-Tween20 0.1%.. The membraas scanned by Typhoon
Variable Scanner using excitation laser at 633 tima following settings: fluorophore Cy5
and output voltage 450 V. The fluorescent inteasitf each spots were quantified by using
volume analysis of the ImageQuant software. The bacdkgidluorescent intensity was
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subtracted using object average method of ImageQadtware. Finally, the membrane was
evaluated by attributing the spots to their correspandeptides in the sequence list, which is
supplied with the peptide spot membrane.

[1l. Etudes SPR

A BlAcore T100 Biosensor was used in SPR measurementsobilization of the
substrate was done at 25°C as follows. The sensprwas washed for 5 min with HBS
buffer (10 mM HEPES, pH 7.4, 150 mM NacCl, 3.4 mM EDTAgdlow rate of 5 pl/min and
activation of the dextran matrix was carried out bgdting a mixture (35 pl) of 200 mM N-
hydroxysuccinimide and 400 mM N-ethMl-dimethylaminopropyl carbodiimide in equal
volumes. In order to covalently immobilize streptamidio the dextran matrix, 35 pl
streptavidin was injected at 400 pg/ml in 10 mM isad acetate (pH 5.0), followed by
reaction of excess activated groups with ethanolarhMehydrochloride (pH 8.5) to give a
final response 0#3500RU. Biotinylate peptide control was immobilized on tohsurface
(channel 1) and the biotinilate CD20 epitope was imiizgldl on measure surface
(channel 2). A solution 093 and 95 (5uM in WB.) was injected at;® min ' until the
attainment of final responses ©200RU

All measurements were performed at 258C using a rgnoirifer (HEPES-buffered
saline), which was prepared using 15 mM HEPES, 450a@l, 50 mM KCI and 0.05 %
(v/v) surfactant P20, pH 7. Binding experiments wenmdgomed by injecting different ligands
in the both channels at a rate ofB0nin '. Surfaces were regenerated by injecting glycine
solution (10mM, pH 2). Curves obtained on the contuwfaxes bearin@5 were deducted
from the curves obtained on the surfaces bearing:fit®pe CD2M3 to eliminate the effect
of refractive index changes and to apply a correcfian non-specific interactions. The
absence of a mass transport limitation on the expatsneas checked on each surface by
separately running one injection of each ligand 20 Xec at different flow rates ranging
from 10 to 7QL min'. The curves obtained could be overlaid, confirmimg kinetic control
of the experiments.

50 - 80

@ «] (b) . (©)
40 -
60
35 .________-——-——'
e 50 - e
20 /-l /
i g 25 LR
/-/‘ [+ 4
20 4 J 30
154 / 204
10 n/ 10+
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00 5.0x10° 1,0x10° 1,5x10" 2,0x10™
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Figure 146 : Adsorbtion isotherms fitted with a Lemgr model for the association of CD20 epitope
with (a) Rituximab (b) compound 128) compound 132
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I\VV. Protocoles des Tests Biologiques

IV.1. Cell lines and culture conditions

The avBs-negative HEK293}:) and ayvps-overexpressing HEK29B§) cells (kindly
provided by J.-F. Gourvest, Aventis, France) are stable transfextaf human embryonic
kidney HEK293 cell line, overexpressing human integ; and 3 subunits, respectively
They were cultured in DMEM-GlutaMAX' (Gibco, Invitrogen, Cergy Pontoise, France),
erriched with 4.5 g.[* glucose and supplemented with 10% FBS, penic{ian U.mL™Y),
streptomycin (50 pg.mL™) and 700 pg.mL™ G418. Cells were maintained at 37°C in a
humidified atmosphere of 5 % COs.

IVV.2. Competitive cell adhesion assays

96-well assay plates (Falcon, Becton Dickinson, Framgee coated for 1 h at room
temperature with 5 pg.mL™ vitronectin in PBS and blocked for 30 min with 3% Im@vserum
albumin (BSA). Varying amounts of peptides were adslediltaneously with 10trypsinated
HEK-B3 cells to the wells and the plate was incubated3@min at 37°C. Wells were rinsed
three times with cold PBS to remove vitronectin-ound cells. Attached cells were then
fixed with methanol, stained with methylene blue and quantified by OD reading at 630nm on
Dynatech MR5000 plate reader. The activity of peptitesexpressed as kg values
(concentration of peptide necessary to inhibit 50%celf attachment to the vitronectin
substrate) and determinates from triplicates in teegarate experiments.

IVV.3. Fluorescence Reflectance Imaging (2D-FRI)

Female NMRInudemice (8-10 weeks old, n=6, Janvier, Le Genest-Salai-France)
were injected subcutaneously with human TS/A-pdscel (1x1G cells per mouse). After
tumor growth (~10 days), anesthetized mice (isoflurarygfex 3.5/4% for induction and
1.5/2 % thereafter, CSP, Cournon, France) were injeatealvenously with 10 nmol of Cy5-
peptide. Mice were illuminated by 633-nm light-eimiy diodes equipped with interference
filters. Fluorescence images as well as black amitevpictures were acquired during 100 ms
by a back-thinned CCD camera at -80°C (ORCBI-512G, Hamamatsu, Massy, France)
(Josserand et al., 2007) fit with a colored glass lpags RG 665 filter (Melles Griot, Voisins
Le Bretonneaux, Francdmages were adjusted between 1700-39000 RLU. Aetiaeof the
experiment, mice were euthanized to quantify the ibiodution in the different organs.
Images of the organs were adjusted between 1000066858, with an exposition time of
100 ms.
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IV.4. Pet studies

IV.4.1. °‘Cu Radiolabeling

Cyclam-RAFT-RGD (1 mM in 10% HEPES/90% MeOH [HEPES:MM in H,O, pH

7.0]) and®’CuCh (0.74 MBg/pL in 0.1 M ammonium citrate buffer [pH 5.5]¢me mixed at
1/1, 1/9, 1/19 or 1/49 (v/v), and incubated at 37°C2fdmin, 1 or 4 h. Radiolabeling reaction
was assessed by RP (reversed phase)-HPLC (solvent0AL% TFA in HO; solvent

B =0.1% TFA-0.9% HO in acetonitrile; flow rate = 1.3 mL/min; linear gradt = 5 to 100%
solvent B in 15 min; 5C184S-1l column, 15 x 4.6 mm [Nacalai Tesque, Inc.]) or thin-layer
chromatography (TLC) (eluent = 10% NBIAc/MeOH (v/v: 50/50), stationary phase = TLC
glass plate pre-coated with Silica gel 60 RP-18 BR&iith autoradiography using a bio-
imaging analyzer (FLA-7000, Fujifilm Co. Ltd.). Biosialy of ®“Cu-cyclam-RAFT-RGD
was evaluated by incubating with mouse serum at 3@rQ@ h, and followed by mixing with
ethanol to precipitate the serum proteins. After ¢fergation at 15000 rpm for 10 min, the
supernatant was analyzed by RP-HPLC.

IV.4.2. Cell Binding and Competitive Inhibition Assay

Cell binding assay was performed using cells in susipa or in monolayer-culture.
For the former case, 2:610° cells suspended in 1 mL binding buffer (H&mBalanced Salt
Solution, 25 mM HEPES, 0.1% bovine serum albumim CaCh, 1 mM MgCh, and 1
mM MnCl,) were incubated witfi*Cu-cyclam-RAFT-RGD at radioactivity doses of 10000-
50000 cpm on ice for 1 h. After rinse with ice-coldpphate buffered saline (PBS), the cell-
bound radioactivity (com) was measured usinygcaunter. The cell-binding ratio was defined
as the percentage of added radioactivity (n = 3).tR@idatter case, cells, seeded at a density
of 0.2 x 10° cells per well in 24-well plate previous day, wéneubated in 500 pL fresh
culture medium containing 10000 cgfiCu-cyclam-RAFT-RGD at 37°C for 1 h. Cells were
then gently washed with PBS, lysed in 0.2 N NaOH] &illowed by measurement of the
radioactivity and the total protein contents. Thi-bmding ratio was normalized to 10Qyu
of protein (n = 6).

Competitive inhibition assay was performed using selspension incubated with
10000 cpnt*Cu-cyclam-RAFT-RGD in the presence or absence of irsingaconcentrations
of cyclam-RAFT-RGD or c(RGDfV), a knowayfps antagonist (Peptide Institute, Inc.). The
results were expressed as percentage of cell-bouhoarivity to that of control (without
unlabeled peptides) (n = 3). 4&values (half maximal (50%) inhibitory concentration) gver
determined by nonlinear regression analysis usingei@Graph (Version 4.0, Synergy
Software).
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IV.4.3. Animal Models

Animal procedures were approved by Institutionalmali Care and Use Committee of
the National Institutes of Radiological Sciencesumor models were established by
subcutaneous (s.c.) injection d® HEK293(3,), 2 x 10" HEK293(33) or 10" US7MG cells
into the right flank of the female athymic nude miB&LB/cA Jcl-nu/nu, CLEA Japan, Inc.).
When approximate 70 mm diameter tumors developed, the mice were used fogrements.

IV.4.4. Biodistribution and Receptor Blocking Experiments

Mice bearing s.c. tumors received tail vein (i.v.eitjon of 0.37 or 0.74 MB§'Cu-
cyclam-RAFT-RGD. The blocking experiment was perfadnty coinjection of 0.37 MB(Q
(0.5 nmol) **Cu-cyclam-RAFT-RGD with 150 nmol unlabeled cyclam-RARGD or 600
nmol c(RGDfV). At indicated time postinjection (p.i.jhet mice were sacrificed with tumor
and normal tissues of interest being collectedghei and counted for the radioactivity using
a y-counter. The radioactivity uptake in the tumor andmmad tissues was expressed as a
percentage of injected dose per gram of tissue (%lDéghalized to a 20-g mouse body
weight.

IV.4.5. microPET Studies

Tumor-bearing mice were i.v. injected with approxiena1.1 MBg**Cu-141 At 1, 3,
6, and 20 h p.i., 30-min (60-min at 20 h p.i.) statans were acquired using a small-animal
PET system (Inveon; Siemens Medical Solutions U®A4,)lunder 1% isoflurane anesthesia.
The images were reconstructed using filtered backgtioje (a ramp filter with a cutoff
frequency of 0.5) with attenuation correction.
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One-Pot Approach to Well-Defined Biomolecular Assemblies by
Orthogonal Chemoselective Ligations™*
Mathieu Galibert, Pascal Dumy,* and Didier Boturyn*

The use of highly efficient and chemoselective ligations is
crucial to construct biomolecular assemblies. The major
barriers to the chemical synthesis of these systems arise
from their high molecular weight and/or from the incompat-
ibility of the reaction conditions that are involved in the
chemistry of carbohydrates, peptides, and nucleic acids.
Numerous chemoselective reactions have proved to be
particularly useful to tailor proteins,!! and oligonucleotide!
or carbohydrate derivatives® We successfully exploited
oxime bond formation to prepare diverse bioconjugates;?
this reaction benefits from the high chemoselectivity and
reactivity between the aminooxy and the carbonyl groups.
Among other chemoselective reactions,® the copper(I)-
catalyzed alkyne-azide cycloaddition reaction®® is a powerful
tool to prepare new peptidic derivatives by a triazole link-
age.l The chemoselective formation of two successive
triazole linkages (“click—click” chemistry) in one pot allows
a direct access to complex structures.”®! The method utilizes
copper(I)-catalyzed cycloaddition reactions combined with a
silver(I)-catalyzed  (trimethylsilyl)alkyne  deprotection.
During the preparation of this manuscript, dual labeling of
model compounds was carried out by using similar click—click
chemistry.’! The feasibility of this approach was demon-
strated by means of orthogonal systems encompassing cyclo-
octyne and terminal alkyne allowing respectively copper-
freel'” and copper(I)-mediated click chemistry.

Herein we report a novel strategy for the synthesis of well-
defined biomolecular assemblies using orthogonal oxime
bond formation and copper(I)-mediated alkyne-azide cyclo-
addition reactions in a stepwise or in a one-pot approach. We
believe that this strategy could be a very convenient method
to access to highly sophisticated assemblies. To illustrate this
strategy, we performed the regioselective ligation of biolog-
ically relevant RGD peptides onto a cyclopeptidic scaffold.
Arginine-glycine—aspartic acid (RGD) peptides are used to
specifically target tumor tissue through the o,f; integrin
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receptor.''! We designed tetrameric RGD peptides™? with
desirable biological properties, showing the benefit of the
multivalency presentation."” To study the contribution of
each RGD motif, we synthesized an array of compounds
containing from one to four copies of the RGD monomer
(compounds 1-5, Figure 1). Previously, we used a combina-

X2-D X*-D
\ /

\
fo\f R/\ R _f R/XA\D Cluster of
VA K v D psligands
R—K % é Kt

K K
Scaffold :v}li\ \\A/ ,.\\I}f: 1: X'=X2=X3=X*=Gly
K K \ - Y=} 2=x53= i
l/ ~ 2.X1 X2 X GI)?:‘ x4 pAla
P K G 3: X'=X*=Gly, X°=X*=pAla
| 4. X2=X4=G|y, X1=X3=BA|3
Labeling agent L 5: X2=Gly, X'=X3=X*=pAla

6: X'=x2=x%=Xx*=pAla

Figure 1. Structures of tetrameric RGD/RBAD-containing peptides 1-6.
L=labeling agent.

tory assembling strategy to explore all possible positions of
the RGD motifs on the cyclodecapeptide scaffold."™ To
obtain molecules with similar shape, similar steric hindrance,
and close molecular weights, we opted to substitute RGD
ligands with nonsense RBAD peptide. Both were grafted to
the cyclodecapeptide scaffold by stepwise oxime bonds.
However, we were unable to isolate the different isomers
that differ in the position of cyclic RGD pentapeptides onto
the cyclodecapeptide scaffold. We then chose to exploit
Huisgen dipolar cycloaddition to introduce RGD motifs onto
the scaffold, nonsense RBAD peptides being introduced by
orthogonal oxime bond formation. Using this strategy, we are
able to synthesize well-defined biomolecular assemblies in
which the position of RGD units can be distinguished within,
for example, the related compounds 3 and 4 (Figure 1).

To incorporate chemoselective functions within the cyclo-
decapeptide chain, we synthesized building blocks 7 and 8,
which contain protected aminooxy and alkyne groups,
respectively (Scheme 1). The introduction of building blocks
during the solid-phase peptide synthesis (SPPS) considerably
reduces the number of steps involved and the combination of
protecting groups required for the synthesis of functionalized
peptides. For this purpose, we developed 1-ethoxyethylidene
(Eei) as a new protecting group for the aminooxy moiety.!'”)
We completed the peptide-chain elongation by the stepwise
incorporation of Fmoc-protected amino acids, including
building blocks 7 and 8. Alkyne-containing amino acid 8 is
entirely compatible with SPPS conditions, and it may be easily
exploited to prepare alkyne-containing peptides ready for
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Fmoc—K—COOH
7 8

Fmoc—K—-COOH

0]

NHS, DCC q )K/\Fmoc K—COOH
HOJ\/\\\ EtOAc/dioxane DIPEA
DMF

Scheme 1. Structures and syntheses of building blocks 7 and 8.
Compound 7 was prepared according to reference [15]. Fmoc=9-
fluorenylmethoxycarbonyl, NHS = N-hydroxysuccinimide, DCC=dicy-
clohexylcarbodiimide, DIPEA =diisopropylethylamine, DMF = N,N-
dimethylformamide, K=lysine.

copper(I)-mediated click chemistry. Glycine at the C-terminal
end was essential to ensure the subsequent head-to-tail
cyclization from epimerization. Peptides 10-14 (Tables 1
and 2) were isolated in sufficient purity to carry out
subsequent chemoselective assemblies.

Table 1: Stepwise chemoselective assemblies of 15 and 16.1!

Angewandte

Cyclopentapeptides 15 and 16 (Table 1), bearing the
prerequisite functions (azide and aldehyde groups, respec-
tively), were prepared through a combination of solid and
solution-phase syntheses (see the Supporting Information).
We then determined appropriate reaction conditions to carry
out the copper(I)-catalyzed azido-alkyne cycloaddition. A
variety of conditions have already been reported;'® the
copper(I) species can be introduced directly or generated in
situ by reduction of copper(II) with reducing agents.

Although this reaction allows, for example, fourth-gen-
eration triazole dendrimers from polyacetylene cores to be
obtained,['” the conversion of tetraalkyne-containing calixar-
ene failed.'® Recently, the conversion of a tetraalkyne-
containing calixarene was reported, but only at high temper-
atures."” The initial formation of a copper acetylide species
on one of the alkyne chains probably led to formation of
complexes with preferred neighboring alkyne units, thus
preventing the binding of azide.” Taking into account this
result, we examined the conversion of tetraalkyne-containing
cyclodecapeptide 10 in the presence of azidopeptide 15 using
copper nanosize powder (Table 1, entry 1). This catalyst was
successfully used in the cycloaddition of azides with terminal

alkynes.”!! The desired cycloaddi-
tion proceeded cleanly, with up to

R R G-D BA—D xzo XD o .
R, 4 j) Ry R/\ /\, R/\ /\' x.D Ko, /, R\ /\' x.; o, quantitative ~ conversion,  over
j o o K K Ry P 18 hours at room temperature.
o 'E o r&() ): ° When standard CuSO,/sodium
S K\A/ A 3 N g 12 & / N / P ascorbate was used for the gener-
l ” X l P ~, P ation of the active copper(I) spe-
- \T/ g P G " cies, the reaction was markedly less
a . o .
Boc efficient (see the Supporting Infor-
Entry Method® Scaffold Intermediate Product Yieldet ~ mation, Tabl.e SZ) o
o5 oo The optimized conditions for
R‘.;:f'f“';(’ R';;'RSKD:c the cycloaddition reaction then
N/:" A N(k° allowed the development of syn-
¢ N N N .
1 At X \ / N 10 \”33 (& v 1 70% thetic methods for access to suc-
‘/ N \‘ O, KK, g0 cessive chemoselective ligations of
Boc Pl peptides 15 and 16. The cycloaddi-
R'(.SKD;f o tion was carried out prior to oxime
-~ 4 o o, B RT ligation (Table 1, method A,B;
N - § .
,{ { SR SO A o g {7 o entry 2). As expected, we observed
2 AB 1 y 3o 17 & (" 9 S5 51% - . .
' KK Bod of 9 Sod of ° quantitative conversion of peptide
‘/ NN 022-‘4‘\/“‘ £ °'%‘~H{K\ L 11 in the presence of azidopeptide
8o BN N § o ] o :
Bo PN N 15. It is important to note that Eei
L0, function was stable during the
04 oo f »}‘.'3:’ o AR i, copper(I)-catalyzed cycloaddition.
{ el {// oL ]>=c S The following oxime ligation was
3 B,A LN p,f’j n 2:: o{/} 18 . o% o5 45% then performed with the conditions
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‘/ ~f~d SO °{-1,€K\ /x?,x’zc’ used to yield compound 6 (Table 1,
Boc D" $ o N o] :
AN AN entry 4). One-pot aminooxy depro-
J o,/ ot ok “"D ""Ej o, tection of 17 and subsequent liga-
°f u f" f" 55 f° tion of aldehyde derivative 16 were
4 B o °? >”"Z 12 { ;’) 6 72% carried out in aqueous TFA (tri-
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fluoroacetic acid) solution. Under
these conditions, removal of the

l/\/\l

tert-butoxycarbonyl (Boc) group,

[a] R,=CH,~C=CH or O—N=C(OEt)CH,, X, = Gly or BAla. [b] A: 15 (1.2 equiv per site), Cu’ (1 equiv per
site), tBUOH/PBS (7:3), room temperature, 18 h; B: 16 (1.5 equiv per site), TFA/H,O (9:1), room
temperature, 2 h. PBS = phosphate buffer saline. [c] TFA/H,O (9:1), room temperature, 2 h. [d] Yield of
isolated product.
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thus triggering tert-butoxy cation
and isobutene formation, did not
affect highly nucleophilic residues

www.angewandte.org

Chemie

2577


http://www.angewandte.org

Communications

2578

such as aminooxy functions: compound § with one copy of
RGD monomer was obtained without the formation of
undesirable by-products. This result emphasizes the utility
of this method for peptide ligation starting from Boc/fBu
protected peptides.

To ensure the versatility of our chemical strategy, a
reverse method B,A was performed (Table 1, entry 3). Start-
ing with peptide 11, ligation of derivative 16 was effectively
achieved. Subsequent cycloaddition of azidopeptide 15 fur-
nished compound 5 quantitatively. As a result, we have shown
that the oxime linkage is stable under copper(I)-catalyzed
cycloaddition conditions, even in the presence of a slight
excess of azidopeptide 15. Once again, this two-step method
was efficient in terms of chemoselectivity and reactivity.
However, even if these methods permit quantitative peptide
ligations, low overall yields were obtained from HPLC
purifications.

To avoid a lengthy separation process and purification of
intermediate peptides, we decided to perform both chemo-
selective ligations in a one-pot approach (Table?2). As
copper(I)-catalyzed cycloaddition occurs under neutral con-
ditions, it is necessary to adjust the pH to complete
biomolecular assemblies, as oxime bond formation is very
slow at pH 7 or higher.’” During preliminary studies, it was
found that aldehyde-containing peptide 16 is slightly unstable
to the reaction conditions used for copper(I)-catalyzed cyclo-
addition. Therefore, peptides 13, 15 (3.6 equiv), and 16
(1.2 equiv) were applied under mild acidic conditions using
a solution containing 5% TFA and copper nanosize powder.

Rapid conversion of 13 was observed, affording princi-
pally aminooxy deprotection and the subsequent oxime
ligation (Figure 2). Exclusive formation of the intermediate
comprising one RBAD unit and three alkyne groups was

Table 2: One-pot chemoselective assemblies of 15 and 16.1!

Entry Scaffold Product Yield®
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[a] 15 (1.2 equiv per site), 16 (1.2 equiv per site), Cu® (1 equiv per site),
tBuOH/H,O/TFA (50:45:5), room temperature, 2 h, then pH adjusted to
7 using DIPEA; 18 h. [b] Yield of isolated product.
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Figure 2. One-pot chemoselective assembly of peptides 13, 15, and 16.
HPLC traces are shown at a) 2 h and b) 18 h. Int=intermediate.

obtained (See the Supporting Information, Figure S37).
Neutralizing the pH resulted in complete disappearance of
the intermediate and the exclusive formation of compound
19. Starting with compounds 14 and 11 that have more
aminooxy groups and then using higher concentration of
aldehyde 16 (up to 3.6 equiv), one-pot reactions provided
similar results.

In conclusion, we have expanded the scope of click—click
chemistry by gaining access to sophisticated macromolecules.
We have shown for the first time that well-defined biomolec-
ular assemblies are possible by means of orthogonal oxime
and copper-mediated click reactions in a stepwise or in a one-
pot approach. The latter method is much desired, as it avoids
purification of intermediates while increasing overall chem-
ical yield. The simple reaction conditions suggest that this
one-pot chemoselective ligation strategy could have wide
potential for the chemical synthesis of complex systems. An
extension of the method combining carbohydrates and
peptides is in progress and will be reported in due course.
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New multivalent RGD-containing macromolecules were designed by exploiting two orthogonal
chemoselective ligations. They were next applied to a competitive cell adhesion assay and used for the

non invasive optical imaging of tumour in small animals.

Introduction

The design and the synthesis of targeting molecules for diagnostic
and therapeutic applications represent a major goal in cancer
medicine. To this end, peptide ligands for various targets have
been identified using combinatorial libraries' or phage display
method.? To attain improved activity and receptor selectivity, it
is often essential to restrict the conformational space of peptides
by using them in a cyclic form.? In this context, cyclic peptides
encompassing RGD (Arg-Gly-Asp) sequence have served as the
basis for the development of potent peptide ligands used to
selectively target the onf; integrin.* The latter represents an
attractive target for cancer therapeutic purposes.’ Furthermore,
it is well known that the multivalent display of a ligand enhances
the binding strength of the ligand to its receptor and can promote
receptor-mediated internalisation of the bound entity.* Today,
the principle of multivalency has then been recognized as an
important strategy for the design of synthetic ligands.” The effect
of multivalency in ligand binding was particularly demonstrated
for glycoconjugates,® and for peptide ligands.” Enhancements of
biological activity were especially obtained from multivalent RGD
(Arg-Gly-Asp) peptide ligand used to target cell surface receptors
such as o ; integrin.®

Recently, we have shown that tetrameric RGD-containing scaf-
folds exhibit desirable biological properties for tumour imaging!
and for targeted drug delivery.’?> These compounds contain a
cluster of four copies of a cyclo[-RGDfK-] monomer grafted onto
a cyclic decapeptide scaffold (Fig. 1). Preliminary work aimed
at studying the effect of the multivalency parameter in terms
of interaction between the ligand and the target receptor and
examining the contribution of each c[-RGDfK-] motif. For this
purpose, we designed an array of peptide derivatives containing
from one to four copies of the ¢c[-RGDfK-] monomer (Fig. 1).?
In order to obtain ligands with similar shape, similar steric
hindrance and close molecular weights, which is essential for their
comparison in vitro, we opted to substitute c[-RGDfK-] for non
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Fig. 1 Structure of clustered RGD-containing compounds.

sense c[-RBADfK-] motifs in the ligands whose valency was lower
than four. We used a combinatory assembling strategy to explore
all possible positions of the RGD motifs on the cyclodecapeptide
scaffold. Consequently, we were unable to isolate the different
isomers that differ in the position of cyclic RGD pentapeptides
onto the cyclodecapeptide scaffold.

To overcome this problem, the formation of two successive
chemoselective linkages (“click—click” chemistry) enables a direct
access to complex structures.” Such reactions, in particular the
azide-alkyne cycloaddition, can be achieved under conditions
which are fully compatible with biological environments.”> We
recently reported an orthogonal chemoselective ligation strategy
that allows access to well defined biomolecular assemblies by
exploiting the Huisgen dipolar cycloaddition and the oxime
bond formation.’® Following this strategy, herein we describe
the synthesis of new multivalent RGD compounds such as the
fluorescent glycoconjugate 1 (Scheme 1). The incorporation of
the carbohydrate moiety may provide an enhanced solubility and
clearance. With the molecules in hand, we then concentrated our
work on assessing biological activities to determine the potency of
the different RGD-containing compounds.

Results and discussion
Chemical assemblies

Scheme 1 illustrates the approach used for the synthesis of
compounds 1-2. The biomolecular assembling process implies
two chemoselective ligations (click—click chemistry): the oxime
ligation” and the Cu(1)-catalyzed azide-alkyne cycloaddition
(CuAAC).”® To introduce suitable functions within peptide
moities, we synthesized building blocks such as compounds 3 and
4 which contain protected serine (masked aldehyde) and alkyne

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2010
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Synthesis of compounds 1-2. a) Standard Fmoc/t-Bu Solid-Phase Peptide Synthesis; b) PyBOP (1 equiv.), DIPEA (4 equiv.), 1 h; ¢) TFA/H,0O

(95:5),2h; d) NalO, (10 equiv.), 30 min; e) 10 (3 equiv.), -BuOH/H,0-AcOH (50:45:5), 2 h then 9 (6 equiv.), Cu(0) microsize powder (0.5 mg), pH 7.0,
18 h; For X = Lys, then Cy5-OSu (1 equiv.), DMF, DIPEA (pH 8), 3 h. Compounds 3 and 4 were prepared as previously described.'®"

groups, respectively (Scheme 1). The use of building blocks during
the solid-phase peptide synthesis (SPPS) reduces the number of
steps involved for the construction of such conjugates.’

In this context, linear peptides encompassing chemoselective
ligations were prepared following rigorously the standard Fmoc/z-
Bu SPPS procedure using PyBOP as coupling reagent. The head-
to-tail cyclizations provided the desired cyclodecapeptide scaffolds
5 and 6. Deprotection of serine residue using a concentrated
TFA solution followed by a subsequent oxidation with periodate®
afforded key intermediates 7 and 8, isolated in sufficient purity
to carry out subsequent chemoselective assemblies. In parallel,
RGD-containing cyclopentapeptide 9 bearing the prerequisite
azide function and aminooxy-carbohydrate 10 were prepared as
described.'**' Very recently, we have shown that cyclopeptide
assemblies are possible by means of orthogonal oxime and copper-
mediated click reactions in a stepwise or in a one-pot approach.¢
The latter method is much desired, as it avoids lengthy separation
process and purification of intermediates while increasing overall
chemical yield. Biomolecular ligations of azidopeptide 9 and
aminooxy-carbohydrate 10 were then performed on either molec-
ular scaffold 7 or 8. Peptides 7 and carbohydrate 10 (3 equiv.) were
applied under mild acidic conditions using a solution containing
dilute acetic acid. Rapid oxime ligation of 10 was observed
(Fig. 2). Neutralizing the pH and addition of 9 (6 equiv.) and
copper microsize powder resulted in complete disappearance of
the intermediate and the exclusive formation of the expected
compound 2 in a 64% yield.

140 2 |l'ltl

| H t=18h
\j\, |\L4_/ﬁ741_::u

. 4 ===
200 d,b[l 8,00 8.00 10,00 12,00 14,00 16.00 18,00
Minutas

Fig. 2 One-pot chemoselective assembly of peptides 7, 9, and carbohy-
drate 10. HPLC traces are shown at 2 h and 18 h. Int = intermediate.

To evaluate the RGD-containing compounds for further in vivo
studies, we decided to introduce a fluorescent reporter such as
Cyanine 5 (Cy5) because its near-infra red (NIR) band (A, =
670 nm) can penetrate tissue up to 6 cm allowing non invasive
optical imaging in small animals. Furthermore, this NIR band is
free from interfering biofluorescence. For this purpose, the inter-
mediate 11 was synthesized according to the procedure described
above. Cy5 dye was then introduced at the lysine side-chain of
11 under neutral conditions (pH 8.0) affording the fluorescent
conjugate 1in 72% yield after RP-HPLC purification. Compounds
1 and 2 were characterized by ES-MS and the observed molecular
weights were found to be in excellent agreement with the calculated
values.

To study the contribution of each c[-RGDfK-] motif, an array
of molecules 12-19 was designed and prepared according to the
method previously described (Fig. 3).1**!¢ Briefly, RGD ligands
and nonsense RBAD peptides were introduced onto the scaffold
by using respectively the Huisgen dipolar cycloaddition and
orthogonal oxime bond formation, the latter providing shorter
linker.

Biological assays

The adhesion potency of the different multivalent RGD-
containing peptides was first determined using a traditional
ELISA-type inhibition assay. In this experiment, we measured
the efficiency of peptides to compete with vitronectin, the natural
substrate of the o[, integrin, when binding to HEK-B3 cells
that overexpress oy f; receptors. HEK-B3 cells were therefore
incubated with soluble compounds 2, 12-18 at 37 °C onto
vitronectin-coated assay plates. The 1Cs, values, or concentration
of compounds required to inhibit 50% of the cells from attaching
to vitronectin, are reported in Table 1. As expected the negative
control peptide 13 did not inhibit cell adhesion to vitronectin
as reported for similar compounds.’®®!® Increasing the number
of RGD motifs from 1 to 3 gradually improved the potency of
the ligand to compete with vitronectin. We reasoned that the
observed multivalent effect arises from a statistical rebinding of the
RGD-containing compound due to the high local concentration
of RGD moieties. This phenomenon was observed for dendrimer
scaffolds.® Tt is worth noting that compounds 16 and 17 that

5134 | Org. Biomol. Chem., 2010, 8, 5133-5138
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Fig. 3 Structure of compounds 12-19.

differ in the position of the RGD units onto the cyclodecapeptide
scaffold show similar ICy, (respectively, 7.1 and 8.2 uM). The
position of the RGD peptides onto the cyclodecapeptide scaffold
does not improve the affinity of the molecule. Compounds that
display four RGD units (i.e. molecules 2, 12 and 14) showed
potent inhibitory effect. Nevertheless, ICs, values for compounds
2 and 14 (respectively, 3.8 and 4.1 uM) are slightly lower than
the value obtained for compound 12 (4.9 uM) encompassing

shorter oxime linkers. Surprisingly, the molecule 15 encompassing
three RGD units displayed the best ICs, (2.8 uM). We previously
showed that compounds including three or four RGD ligands
exhibit close IC,."* We argue that the shorter oxime linker used to
graft non-sense RBAD peptide within molecule 15 generates less
steric hindrance than unbound RGD moieties within molecules
2, 12 or 13 while the RGD-containing compound binds to o 3;
receptor.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2010
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Table 1 Competitive cell adhesion assay

Compounds

# RGD unit/molecule ICyy/uM* Standard deviation/uM*
12 4 4.85 0.19

13 0 NI® —

14 4 4.10 0.08

15 3 2.80 0.15

16 2 7.13 0.36

17 2 8.22 0.16

18 1 48.81 0.24

2 4 3.77 0.11

“Values were determined from three separate experiments; ® NI, no
inhibition was observed.

Then, fluorescent derivatives 1 and 19 have been comparatively
evaluated in vivo in order to pinpoint the influence of the carbohy-
drate moiety. We measured the capacity of the molecules to target
tumour in mice. Fig. 4 shows typical FRI images of nude mice
bearing an subcutaneous human TS/A-pc tumour at different
time points after intravenous (iv) injection of 10 nmol fluorescent
molecules (i.e. 1 or 19) (see also the ESIT). A strong signal is
observed in the kidneys reflecting the prominent and fast renal
excretion of RGD-containing molecules as previously shown.!
One hour postinjection, fluorescent molecules accumulate in the
tumour but the whole body is also fluorescent due to the presence
of unbound circulating molecules. The average values for the
tumour/skin ratios were found to be similar for mice treated with
1 and for mice treated with 19 (respectively 1.39+0.37 and 1.32 £
0.15) (see Table S1 in the ESIT). The contrast (tumour/skin ratio)
was found to be statistically better with 1 (Fig. 4D) 3 h after
iv injection while the ratio was lower at late time. In comparison,
tumour/skin ratio for mice treated with 19 reaches its maximum at
6 h, and then slowly decreases (see the ESIT). These experimental
results are in good agreement with a better clearance of the
carbohydrate-containing compound 1.

['a} -~ Tumonr

-

v o Kidneys
. "

Fig. 4 Representative images of optical imaging of subcutaneous tu-
mour-bearing mice observed at (A—C) 1 h and (B-D) 3 h after iv injection
of (A-B) 10 nmol 19 and (C-D) 10 nmol 1.

Conclusions

We have expanded the scope of click—click chemistry by gaining
access to new RGD-containing macromolecules. For instance, we
have shown that biomolecular assembly combining carbohydrate
and peptides is possible by means of orthogonal oxime and copper-
mediated click reactions in a one-pot synthesis. This approach is

part of the general trend of organic chemistry taking control of
macromolecule synthesis to produce well-defined constructs that
could likely become the rule in drug applications. The ensuing
RGD compounds were then evaluated through competitive cell
adhesion assays and in vivo experiments. The results obtained
highlight the utility of a clustered ligand, and as expected the
grafting of an additional carbohydrate enhances clearance of the
RGD-containing compound. It is worth noting that our approach
is not limited to integrin ligands, it may be conceptually exploited
to synthesize other sophisticated macromolecular conjugates.

Experimental

Cyclodecapeptide scaffolds 5. Linear decapeptides were as-
sembled on 2-chlorotritylchloride® resin (150 mg, loading of
0.8 mmol g™') using the general procedure (see the ESIT) by using
building blocks 3 and 4. The cyclization reaction were carried out
in DMF using linear peptide (172 mg, 100 umol, 0.5 mM) and
PyBOP (1 equiv.) for 1 h at room temperature. After completion
of the reaction, the solvent was evaporated and the cyclic peptide
5 was obtained as a white solid powder after ether precipitation
(161 mg, 100 umol, quantitative yield). Mass spectrum (ES-MS,
positive mode) calc for C,0H,,, N (O5: 1583.95, found m/z: 1584.0.

Cyclodecapeptide scaffolds 6. Following the procedure previ-
ously described and starting with linear peptide (171 mg, 92 pmol),
cyclic peptide 5 was obtained as a white solid powder (167 mg,
96 umol, 96% yield). Mass spectrum (ES-MS, positive mode) calc
for Cy;H 3, N;,0, 1741.16, found m/z: 1740.9.

Cyclodecapeptide scaffolds 7. Full deprotection of peptide 5
(161 mg, 100 pmol) was carried out in a solution containing 10 mL
of TFA/H,0 (95:5) for 2 h at room temperature. The product
was isolated after removal of solvents under reduced pressure and
precipitation from Et,O. A serine oxidation by an aqueous solution
containing NalO, (10 equiv.) afforded the peptide 7. The crude
product was directly purified by using RP-HPLC affording the
compound 7 as a white powder. (72 mg, 48 umol, 48% yield).
Mass spectrum (ES-MS, positive mode) calc for CgH, o N;5O6:
1396.67, found m/z : 1396.7.

Cyclodecapeptide scaffolds 8. Following the procedure pre-
viously described and starting with cyclic peptide 6 (167 mg,
96 umol), peptide 8 was obtained as a white powder. (60 mg,
41 umol, 43% yield). Mass spectrum (ES-MS, positive mode) calc
for C;,H,;sN 4O, 1453.76, found m/z : 1453.8.

Carbohydrate 10. Compound 10 was prepared as previously
described.?!

Peptide 2. To a solution containing the cyclodecapeptide 7
(5 mg, 3.5 umol) in 500 uL. rBuOH/H,0-AcOH (50:45:5) were
added the carbohydrate 10 (3 equiv.). The reaction mixture was
stirred for 2 h at room temperature. Then, the pH was adjusted
to 8 by addition of a NaHCO; solution (10%) and the compound
9 ([-RGDfK(COCH;N;)-] (6 equiv.) and Cu(0) microsize powder
(5 equiv.) were added. The reaction mixture was stirred overnight
at room temperature and centrifuged for 5 min. The solution
was then purified by RP-HPLC to give the desired compound
2 (9.8 mg, 2.3 umol, yield 64%). Mass spectrum (ES-MS, positive
mode) calc for C,; Ha5 N, Os; 4320.76, found mi/z 4320.5.
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Peptide 11. To a solution containing the cyclodecapeptide 8
(5 mg, 3.4 umol) in 500 uL. rBuOH/H,0-AcOH (50:45:5) were
added the carbohydrate 10 (3 equiv.). The reaction mixture was
stirred for 2 h at room temperature. Then, the pH was adjusted
to 8 by addition of a NaHCO; solution (10%) and the compound
9 [-RGDfK(COCH;N;3)-] (6 equiv.) and Cu(0) microsize powder
(5 equiv.) were added. The reaction mixture was stirred overnight
at room temperature and centrifuged for 5 min. The solution
was then purified by RP-HPLC to give the desired compound
11 (8.7 mg, 2 umol, yield 58%). Mass spectrum (ES-MS, positive
mode) calc for C,o,Ha5;NysOs; 4377.85, found m/z 4377.7.

Peptide 1. The peptide 11 (7.0 mg, 1.59 umol) was dissolved
in 1 mL of anhydrous DMF and the pH adjusted with DIPEA to
pH 9. The solution was added to Cy™ 5 Mono NHS Ester (1.2 mg,
1.59 umol) and stirred for 3 h at room temperature. The product
was then purified by RP-HPLC affording the fluorescent peptide
11 as a deep blue solid powder (5.77 mg, 1.14 mmol, yield 72%).
Mass spectrum (ES-MS, positive mode) calc for C,,;H34Ng; O S,
5015.65, found 5016.7

Peptide 19. The peptide 14 (3.0 mg, 0.73 umol) was dissolved
in 1 mL of anhydrous DMF and the pH adjusted with DIPEA
to pH 9. The solution was added to Cy™ 5 Mono NHS Ester
(0.54 mg, 0.73 umol) and stirred for 3 h at room temperature. The
product was then purified by RP-HPLC affording the fluorescent
peptide 14 as a deep blue solid powder (2.5 mg, 0.53 mmol,
yield 73%). Mass spectrum (ES-MS, positive mode) calc for
C,1sH305NgsOs; S, 4727.39, found 4727 .4.

Peptides 12-18. Peptides 12-16 were prepared as previously
described.'®

Competitive cell adhesion assays. Competitive assay was car-
ried out as described.? Briefly, 96-well assay plates were coated
for 1 h at room temperature with 5 pg mL™ vitronectin in PBS
and blocked for 30 min with 3% bovine serum albumin (BSA).
Varying amounts of peptides were added simultaneously with 10°
trypsinated HEK-B3 cells to the wells and the plate was incubated
for 30 min at 37 °C. Wells were rinsed three times with cold PBS to
remove vitronectin-unbound cells. Attached cells were then fixed
with methanol, stained with methylene blue and quantified. The
activity of peptides is expressed as IC50 values (concentration
of peptide necessary to inhibit 50% of cell attachment to the
vitronectin substrate) and determinates from triplicates in three
separate experiments.

Fluorescence Reflectance Imaging (2D-FRI). Female NMRI
nude mice (8-10 weeks old, n = 6) were injected subcutaneously
with human TS/A-pc cells (1 x 10° cells per mouse). After tumor
growth (~10 days), anaesthetized mice were injected intravenously
with 10 nmol of Cy5-containing peptide. Mice were illuminated
by 633 nm light-emitting diodes equipped with interference filters.
Fluorescence images were acquired during 100 ms.
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Cyclam and DOTA-containing positron emission tomography radiotracers were prepared by using a mod-
ular chemical strategy based on peptide synthesis and chemoselective ligations. These molecules encom-
pass two functional domains, one a tumour ‘homing’ domain and the other a chelating ligand for copper
allowing nuclear imaging of tumours.

© 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.

In recent years, a series of RGD (Arg-Gly-Asp) peptide conju-
gates was developed for the non-invasive imaging of tumours
through the molecular targeting of o5 integrin.! Different tech-
niques were used including positron emission tomography
(PET),? single photon emission tomography (SPECT), magnetic res-
onance imaging (MRI),* and optical imaging.> Among these meth-
odologies, the most sensitive molecular imaging techniques are the
radionuclide-based PET and SPECT imaging modalities.® In particu-
lar, PET has emerged as non-invasive imaging technique since the
most successful commercial radiopharmaceutical 2-deoxy-2-['F]-
fluoroglucose is routinely used for clinical evaluation (oncological
imaging). At the same time, we and others designed and synthe-
sized multivalent RGD (Arg-Gly-Asp) peptide ligands with en-
hanced binding affinity for oyBs and owfs integrins.” We have
shown that tetrameric RGD-containing scaffolds exhibit desirable
biological properties for tumour imaging® and for targeted drug
delivery.® These compounds contain a cluster of four copies of a
cyclo[-RGDfK-] monomer grafted onto a cyclic decapeptide scaffold
(Fig. 1). We recently measured the affinity constant (Kp) of RGD-
containing compounds for purified integrins. Kp values rose from
3.87 nM for tetrameric RGD-containing compound to 41.70 nM
for cyclo[-RGDfK-].!° This result agreed well with electronic
microscopy study of ow/B3/RGD-peptides. Tetrameric RGD peptide

* Corresponding author. Address: Département de Chimie Moléculaire, UMR-
5250, CNRS—Université Joseph Fourier, 570 rue de la chimie, BP53, 38041 Grenoble
cedex 9, France. Tel.: +33 4 56 52 08 32; fax: +33 4 56 52 08 05.

E-mail address: didier.boturyn@ujf-grenoble.fr (D. Boturyn).

0960-894X/$ - see front matter © 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bmcl.2010.07.114

but not monomeric RGD peptide could form clusters of two inte-
grins.'® We also hypothesize that the observed multivalent effect
could arise from a statistical rebinding of tetrameric-RGD peptide
due to the high local concentration of RGD elements.

To further improve the in vivo imaging quality by enhancing the
signal to noise ratio through the use of tetrameric RGD-containing
scaffolds, we herein report the synthesis and applicability for PET
imaging. Several reports have focused on the use of '®F to label
RGD-containing probes.!! For instance, molecular imaging using
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Figure 1. Structure of radiolabelled clustered RGD-containing compound.
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['®F]-galacto-RGD compound can efficiently show the level of owfs
expression in man and therefore this radiotracer can be potentially
used for planning and controlling o Bs-targeted therapies.''® Cop-
per-based radiopharmaceuticals are also extensively used for PET.
Cu-radionuclides offer a varying range of half-lives and decay
forms that make copper an ideal radioisotope for PET imaging
and radiotherapy. We decided to use ®!Cu radiotracer (ty
2=12.7h), and RGD-containing compounds that exhibit DOTA
(1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic acid) or Cy-
clam (1,4,8,11-tetraazacyclotetradecane) chelate agents were de-
signed (Fig. 1).

Scheme 1 gives an overview of the route to construct RGD con-
jugates 1-2. A modular synthesis was adopted: stable oxime bonds
were utilized to append aldehyde-bearing RGD motifs to the cyclo-
decapeptide scaffold prior to grafting copper chelators. All peptides
were prepared by means of solid-phase peptide syntheses (SPPS)
according to methods already developed by our group.'?> Aminooxy
groups were directly incorporated during the SPPS by using the
building block 3. We have previously shown that the 1-ethoxye-
thylidene protecting group is entirely compatible with the SPPS
and prevents the N-overacylation side reaction obtained with Boc
protecting group.'? The following head-to-tail cyclisation was per-
formed in DMF under high dilution with PyBOP reagent as repor-
ted’ providing the fully protected cyclodecapeptide 4. By using a
similar synthesis scheme,'> RGD compound 5 bearing a glyoxylyl
aldehyde group at the lysine side chain was prepared. To append
RGD targeting elements to the cyclodecapeptide scaffold, we per-
formed full deprotection of 4 under acidic conditions and its
chemoselective ligation with the peptide 5. RP-HPLC purification
afforded the key intermediate 6 in satisfying 70% yield. Compound
6 was characterized by ESI-MS and the observed molecular weight

(3877.0) was found in excellent agreement with the calculated val-
ues (3876.9).

In parallel, succinimidyl esters of Cyclam and DOTA were pre-
pared (Scheme 2). Commercially available Cyclam 7 was coupled
with ethyl bromoacetate and then treated under alkaline condi-
tions to give the acid 8. Cyclam 9 was then obtained by using N-
hydroxysuccinimide and N,N'-dicyclohexylcarbodiimide. Starting
with acid 10, we prepared the DOTA compound 11 using the same
synthetic strategy. Finally, peptide intermediate 6 was coupled
with succinimidyl esters of Cyclam or DOTA under mild condition
(pH 8.0) to provide, respectively, the novel RGD-containing com-
pounds 1 and 2 in 70% yields after RP-HPLC. The two conjugates
1 and 2 were characterised without ambiguity by ESI-MS as the
deconvoluted masses were in total agreement with the calculated
values.

As shown in Figure 2 (right chromatogram), the labelling using
the DOTA-containing compound 2 was not complete after 1 h of
incubation with *CuCl, at 37 °C: a significant amount of free cop-
per remained in the reaction mixture. In contrast, the labelling via
cyclam (Fig. 2, left chromatogram) gave no free copper under the
same labelling condition. Labelling efficiencies obtained for radio-
tracers 1 and 2 were approximately 100% and 25%, respectively.
Similar results were also revealed from autoradiography of TLC
plate (see Supplementary data). Therefore, the use of cyclam as
chelating agent for ®4Cu is far more advantageous than the use of
DOTA.

For this reason, we next examined if **Cu radiotracer 1 is applica-
ble for PET. The evaluation was performed on HEK(B3) or HEK(B)
(otyB3-negative control) tumour-bearing mice. The PET image at
5 h post-injection showed a strong tumour uptake in mouse who
received a single dose of 3.7 MBq of 54Cu radiotracer 1 (Fig. 3). As
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Figure 2. HPLC traces at 1 h for ®Cu labelling of 1 (left chromatogram) and 2 (right chromatogram).
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Figure 3. PET and optical image at 5 h of athymic nude mouse bearing subcutaneous owps (+) HEK(B3) tumour. Mouse received tail vein injection (iv) of 3.7 MBq of %4Cu

radiotracer 1 (left) and 3 days later, iv injection of 10 nM of 12 (right). K =

expected, significant retention of radioactivity was found in kidneys
and bladder. This result corroborates previous findings on Cy5-con-
taining fluorescent probes 12 rapidly evacuated with urine.!*!>
Urine samples collected from mice at 4 h post-injection were

kidney, B = bladder, T = tumour.

analyzed and no free copper or Cu-cyclam complex was detected
but a major compound that we assume to be a partially degraded
peptide and a small amount of radiotracer 1. Detailed in vivo meta-
bolic stability studies will be evaluated in further study.
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After 3 days, the same mouse was injected with RGD-containing
fluorescent probe 12 (Fig. 3). The latter was extensively used for
the in vivo optical imaging of tumour in mice® and successfully
exploited for the intraoperative near-infrared image-guided sur-
gery.'% Optical imaging at 5 h post-injection of 12 shows the accu-
mulation of clustered RGD compound within subcutaneous
HEK(B3) tumour and confirms that the selective targeting of tu-
mour arises from RGD moieties. Further biodistribution studies
in mice bearing HEK(Bs) or HEK(B;) tumours demonstrate that
54Cu radiotracer 1 had much lower radioactivity accumulation in
oyPB3-negative HEK(B,) tumours (see Supplementary data). This re-
sult reinforces the selectivity of the targeting domain of %4Cu radi-
otracer 1 for o3 integrin.

In conclusion, we used a flexible and modular chemical strategy
that gives access to the synthesis of radiotracers in good yields.
From basic in vivo studies, *Cu radiotracer 1 allowed the non-
invasive nuclear imaging of o3 integrin-expressing tumours. This
study emphasizes the use of Copper-64-based radiopharmaceuti-
cals as potential oncological PET imaging agent, and further studies
are currently carried out to determine the potential of ®*Cu radio-
tracer 1 for clinical imaging.
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RESUMES

Synthese par ingénierie moléculaire de vecteurs peptales pour des
applications anticancéreuses

La recherche sur le cancer s’oriente vers le développement de « stratégies ciblées » comme la
vectorisation de composés actifs permettant d’augmenter I’efficacité thérapeutique et de réduire la
toxicité du traitement. Dans ce contexte, ces trawant été consacrés a la conception de vecteurs
peptidiques pour des applications amit@reuses. Ces systémes ont été élaborés a partir d’un chéssis
moléculaire cyclodécapeptidique présentant desrigtés conformationnelles particulieres. Deux
approches différentes ont été envisagées. La preraieonsisté a rechercher de nouveaux ligands de
récepteurs tumoraux en s’inspirant du domaine de reconnaissance d’un anticorps monoclonal
thérapeutique. Dans ce contexte, nous proposoreonaeption de mime du Rituximab ciblant
I’antigéne CD20 utilisé dans le traitement des lymphomes Non-HaékirDans la seconde approche,
nous avons développé des vecteurs destinés a des applications d’imagerie tumorale. Pour cela, des
chéssis multivalents présentant des ligands peptidiques RGD ciblant I’intégrine o3 ont été conjugués
avec différents agents ditection puis évalués par techniques d’imageriec TEP, IRM et imagerie
optique. Dans ces deux stratégies, les systemesed®uvs sont constituéd’'un domaine de
reconnaissance présentant un ou plusieurs ligahdain module effecteur composé d’un élément de
détection, le tout assemblé sur le chassis moligeuMdous nous sommes donc intéressés a développer
des procédures d’assemblages biomoléculaires permettant de moduler les sites d’accrochages du
chassis. Pour cela, nous avons mis au point deSodd@bgies de synthése originales combinant
plusieurs ligations chimiosélectives orthogonalesd®montrera que cette stratégie offre de multiples
avantages et permet un assemblage macromoléc@airane seule étape sans déprotection ni
purification intermédiaire.

Mots clés : Ligations chimiosélectives Ligand —RGD-, mAb, Multivalence Assemblage
biomoléculaire CUAAC, Oxime, Thioéther.

Peptide vector synthesis for cancer applications usn molecular
engineering

The cancer research focuses on the developmentamgfeted strategies” by increasing therapeutic
efficacy and reducing toxicity. In this contextjstiwork has been devoted to the design of peptide
vectors for anticancer applications. These systeave lbeen developed using a cyclodecapeptide
scaffold which presents specific conformational prtips. Two different approaches were considered.
The first one was to investigate new tumor recepg@ands based on the recognition domain of a
therapeutics monoclonal antibody. We propose thegdeof Rituximab mimics which targets the
CD20 antigen used for the treatment of Non-Hodkinigmphoma. In the second approach, we
developed vectors for tumor imaging. For this pgganultivalent scaffolds containing RGD peptide
that target integrim, 33 were combined with several detection elementseamatbiated by using PET,
MRI and optical imaging techniques. In both straegdelivery systems consist of a recognition
domain bearing one or more ligands and an effatimiule consisting of an active element, both
assembled on the molecular scaffold. Therefore,eveldped procedures for biomolecular assemblies
by modulating the grafting sites on scaffold. Wevénahendeveloped synthetic methodologies
combining several orthogonal chemoselective ligati®Ve demonstrate that this strategy offers many
benefits and enables macromolecular assembliesxénstep without intermediate purificatiom o
deprotection.

Key words: Chemoselective ligationssRGD- ligand mAb, Multivalency, Biomolecular assembly
CUuAAC, Oxime, Thioether.



