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Résumé

Résumé

Le 26RFa est un neuropeptide de la famille des RFamide initialement isolé a partir d’un extrait
de cerveaux de grenouille par notre laboratoire grace a des anticorps dirigés contre le motif
Arg-Phe-NH> du NPFF de beeuf. Simultanément, deux laboratoires pharmaceutiques ont
identifié le GPR103, un récepteur couplé aux protéines G jusque la orphelin, comme étant le
récepteur de ce neuropeptide. Depuis, le GPR103 a été renommé QRFPR pour
Pyroglutamylated RFamide peptide receptor. L’ADNc du pro-26RFa a été cloné chez
différentes espéces, de I’amphioxus Branchiostoma floridae jusqu’a ’homme, ce qui a permis
d’identifier dans le précurseur plusieurs sites de clivage potentiels par les prohormone
convertases susceptibles de générer, outre le 26RFa, une forme allongée en N-terminal, le
43RFaaussi dénommé QRFP, et un peptide situé a I’extrémité C-terminale des 26RFa et 43RFa,
le 26RFa0-26), dont la séquence (GGFSFRF-NHz2) est hautement conservée des amphibiens aux
mammiféres. Des expériences menées in vivo ou ex vivo chez le rongeur ont montré que le
26RFa et/ou le QRFP augmentent de facon dose-dépendante la consommation de nourriture,
stimulent la sécrétion de gonadotropines et d’aldostérone et modulent la libération d’insuline
induite par le glucose. Par ailleurs, I’invalidation du géne codant le QRFPR chez la souris
provoque une ostéoporose sévere. L’ensemble de ces données indique que le 26RFa pourrait
exercer diverses activités biologiques chez les vertébrés telles que le contrdle de la prise
alimentaire, de I’insulinémie, de la reproduction, de I’homéostasie hydrominérale et de
I’ostéogenése. Enfin, il avait été montré précédemment que le 26RFaco-26) mime les effets

orexigeniques, insulinostatiques et hypophysiotropes du peptide de référence.

Dans le cadre de cette thése, nous nous sommes fixés comme objectifs de répondre aux
questions suivantes (1) quel est I’impact de la variation de la longueur de la chaine et de
I’alkylation de la fonction guanidinium de 1’ Arg?® du 26RFa0-26) sur ’activation du QRFPR ?
(2) quel est I’effet d’analogues remarquables du 26RFa humain sur la prise alimentaire et
I’homéostasie glucidique chez la souris ? et (3) la boucle extracellulaire reliant les domaines
transmembranaires 4 et 5 (ECL2) du QRFPR présente-t-elle réellement une hélice-a dans le

récepteur in cellulo et est-elle capable d’interagir avec I’hélice-o du 26RFa ?

Dans un premier volet de notre travail, nous avons étudié les répercutions des variations de
longueur de chaine, de nature et de nombre de substituants alkyles portés par la fonction

guanidinium de I’Arg? du 26RFago-26) sur I’activation du QRFPR humain en déterminant la
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capacité des analogues du 26RFapo-26) générés a augmenter la concentration de calcium
intracellulaire ([Ca2*]i) dans une lignée cellulaire CHO exprimant le QRFPR humain et la sous-

unité aze de la protéine G.

L’homologation de la chaine latérale de 1I’Arg (homoarginine, Har) n’impacte pas
significativement la puissance de 1’héptapeptide C-terminal du 26RFa, alors que son
raccourcissement d’un méthyléne (norarginine, Nar) conduit & un analogue inactif. De plus, la
majorité des analogues incorporant une Har ou une Nar N-alkylée ne sont ni des agonistes ni
des antagonistes du QRFPR, soulignant que la longueur de la chaine latérale de 1’arginine est
optimale au sein de la poche d’interaction. Nous avons également mis en lumiére que le
[(Me)°Arg®®]26RFago-26) (LV-2186) est 25 fois plus puissant que sa forme non méthylée et
seulement 1,5 fois moins puissant que le 26RFa et constitue a ce titre une molécule de référence.
Les équivalents N”-éthyl, N“-propyl et N“-isobutyl du LV-2186 présentent des activités
agonistes similaires a celle du 26RFao-26). Enfin, les composés [(Me,Me)®*Arg®] (LV-2185)
et [(Me,Me,Me)**©Arg>]126RFao-26) (LVV-2279) bien qu’antagonisant I’effet du 26RFa sur la
mobilisation du calcium intracellulaire, se comportent plus vraisemblablement comme des
agonistes partiels du QRFPR. L’ensemble de ces données montre que la longueur de la chaine
latérale de 1’arginine est ajustée au site d’interaction et que la monométhylation de sa guanidine
s’y accommode parfaitement. Ces résultats valident ainsi le modele 3D du QRFPR humain et
renforcent I’importance de I’ Arg? dans les interactions moléculaires établies entre le 26RFa et

son récepteur, le QRFPR.

Dans le deuxieme volet de ce travail, nous avons déterminé 1’activité in vivo des analogues
peptidique LV-2185, LV-2186 et/ou pseudopeptidique [Cmpi?!,aza-p3-Hht?*]26RFa1-26) (LV-
2172) sur le comportement alimentaire de souris pré-affamées et la tolérance des souris a
Iinsuline. Dans un premier temps, nous avons confirmé I’effet orexigéne et pro-
hypoglycémiant du 26RFa. Par la suite et de fagon inédite, nous avons établi que le LV-2186
décrit précédemment comme un agoniste puissant in vitro du récepteur humain, reproduit avec
une latence de plusieurs minutes 1’effet potentialisateur du 26RFa sur 1’action hypoglycémique
de P’insuline. De plus, I’antagoniste du hQRFPR, le LV-2185, co-administré avec une dose
effective de 26RFa bloque I’effet orexigéne de ce dernier durant la premiére heure ainsi que
son effet pro-hypoglycémiant. Par ailleurs, nous n’avons pas été en mesure de reproduire 1’effet
orexigene du LV-2172 probablement en raison d’un biais méthodologique, et de mettre en
endence son eventuel effet 26RFa-like sur I’hypoglycémie provoquée par la co-administration

d’insuline. Ce dernier résultat soutiendrait que 1’effet du 26RFa sur I’homéostasie glucidique
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serait relayé via un autre récepteur que 1’orthologue murin du QRFPR, soit le GPR103B ou le
NPFF-2. Finalement, cette étude in vivo souligne la complexité d’action du 26RFa sur
I’homéostasie glucidique de la souris et suggere que les composés LV-2185 et LV-2186

pourraient étre moins spécifiques du GPR103A que ne le serait le LV-2172.

Dans le troisiéme et dernier volet de ce travail, nous nous sommes focalisés sur une étude des
interactions entre le 26RFa et son récepteur grace au modeéle 3D du hQRFPR construit par notre
équipe. La présence d’une courte hélice-a non-transmembranaire (1*%8-E°7) dans I’'ECL2 (Q*#*-
Q2 du modele de QRFPR, combinée a une position de docking du 26RFas-26) qui implique
que I’hélice-a du 26RFa reste en surface du récepteur nous a conduit a émettre 1’hypothése
d’une interaction entre ces deux hélices potentiellement a I’origine de la reconnaissance
moléculaire ligand/récepteur. J’ai donc entrepris de vérifier cette hypothése en étudiant tout
d’abord les prédictions structurales in silico de différents fragments du QRFPR délimitant sa
partie ECL2 (Leu'®®-Phe??®; Trp'™®- 11e?3; Leul’-Lys?'?; Met!®-[1e1%° et Met!®-Lys?!2) en
utilisant le logiciel AGADIR. Une tendance a se structurer en hélice, d’une intensité modérée
a forte en fonction de la longueur de la chaine peptidique, a été détectée pour tous les fragments
entre les résidus Pro'” et Glu'®’. Compte tenu de la bonne corrélation entre la position de
I’hélice de la partie ECL2 dans le modéle du QRFPR (1'%-E¥7) et celle prédite par AGADIR,
nous avons sélectionné les segments Met'®%11e!*® (MWHVQQLEIKYDFLYEKEH]I; LV-2252)
et [Ser?0201 Met!80-ys?12 (MWHVQQLEIKYDFLYEKEHISSLEEWTSPVHQK ; LV-2262)
du QRFPR pour une vérification expérimentale de leur structure par une étude en dichroisme
circulaire (CD) dans différents milieux aqueux, organiques et micellaire. Les spectres de CD
obtenus dans le tampon phosphate se caractérisent par la présence d’une bande négative autour
de 195 nm et un faible signal positif pour une longueur d’onde d’environ 218 nm, indiquant
que les LV-2252 et le LV-2262 évoluent dynamiquement en milieu aqueux sous une forme
essentiellement non ordonnée et donc non stabilisée. En revanche, les spectres enregistrés pour
les deux peptides en présence de TFE présentent des caractéristiques d’un mélange d’hélice-a
et de conformation aléatoire avec une bande positive a 190 nm et des bandes négatives a 205 et
218 nm qui évoluent vers une stabilisation de I’hélice quand le pourcentage de TFE augmente.
Bien que peu solubles dans la DPC, les fragments de I’ECL2 adoptent une structure hélicoidale
similaire a celles enregistrées dans le TFE. En complément, des résultats préliminaires issus
d’expériences de MST montrent des différences thermophorétiques qui traduisent
I’établissement d’une interaction entre les deux partenaires. Néanmoins, la dispersion des

valeurs ne nous a pas permis d’accéder a la détermination d’une constante de dissociation.



Résumé

L’ensemble de ces résultats confirme cependant la présence d’une structure secondaire de type
hélice-a au niveau de ’ECL2 du QRFPR capable d’interagir physiquement avec celle du
26RFa.

En conclusion, ces données apportent de nouvelles informations concernant les relations
structure-activité du 26RFa et les interactions moléculaires régissant le systéme 26RFa/QRFPR,
ce qui devrait contribuer au développement de nouvelles molécules a visée thérapeutique

ciblant le QRFPR notamment dans le traitement des troubles de I’homéostasie énergétique.
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26RFa is a neuropeptide of the RFamide family, originally isolated from a frog brain extract by
using antibodies raised against the Arg-Phe-NHz motif. Concomitantly, two pharmaceutical
companies have shown that 26RFa is the endogenous ligand of the former orphan G protein-
coupled receptor GPR103 now renamed QRFPR. Analysis of the human 26RFa precursor
indicates that pre-pro26RFa may generate several additional peptides including an N-terminally
extended form (43RFa) and a truncated peptide 26RFao-26y (GGFSFRF-NH>) which is strictly
conserved in mammals. In rodents, 26RFa and 43RFa induce a dose dependent increase in food
intake, stimulate secretion of gonadotropins and aldosterone, as well as modulating glucose-
induced insulin release. Furthermore, QRFPR-knockout mice suffer from osteopenia and
exhibit the characteristic kyphotic hump of osteoporotic patients. Altogether these data indicate
that 26RFa may exert diverse biological activities in vertebrates such as food intake control,
reproduction and osteogenesis. It is important to note that the C-terminal heptapeptide,
26RFa20-26), mimics the orexigenic and gonadotropic effects of 26RFa.

The purpose of the present study was (1) to determine the impact of Arg?>-modified 26RFao-
26) analogues on the activation of the QRFPR (2) to evaluate the effect of remarkable analogues
of hQRFPR, in vivo in a food intake and glucose homeostasis paradigm (3) to evaluate if the
second extracellular loop (ECL2) of the QRFPR really presents a short a-helix and is able to

interact with 26RFa a-helix?

In the first part of our work we have studied the impact of variations in the length of the chain,
the nature and the number of alkyl substituents around the guanidine function of Arg® on the
activation of the human QRFPR by assessing the ability of the 26RFa(20-26) analogues to increase
intracellular calcium concentration ([Ca? *];) in human QRFPR transfected CHO cells.
Homologation of the Arg side chain (homoarginine, Har) does not significantly affect the
potency of the C-terminal heptapeptide of 26RFa, whereas a methylene (norarginine, Nar)
shortening leads to the inactivate compound. Subsequently, the majority of analogues
incorporating an N-alkylated Har or Nar are neither agonists nor QRFPR antagonists, indicating
that the length of the side chain of arginine is optimal within the binding pocket. We also found
that [(Me)°Arg?®]26RFa0-26) (LV-2186) is 25 times more potent than its unmethylated form
and only 1.5 times less potent than 26RFa thus constituting a reference molecule. The N”-ethyl,

N-propyl and N”-isobutyl counterparts of LV-2186 exhibit agonist like activities similar to
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that of 26RFago-26). Finally, the compounds [(Me, Me)®®Arg®] (LV-2185) and [(Me, Me,
Me)® @ ©Arg®]26RFapo2s) (LV-2279) although antagonizing the effect of 26RFa on
intracellular calcium mobilization, are more likely partial agonists of QRFPR. These data show
that the length of the side chain of arginine is adjusted to the site of interaction and that the
monomethylation of its guanidine function fits perfectly. These results validate the 3D model
of human QRFPR and reinforce the importance of Arg®® in the molecular interactions
established between 26RFa and its receptor, the QRFPR.

In the second part of our work, we have determined the in vivo activity of the peptide analogues
LV-2185, LV-2186 and/or the pseudopeptide [Cmpi?, aza-B3-Hht?®] 26RFa1-26) (LV-2172) on
the feeding behavior and tolerance to insulin of mice. At first, we have confirmed the orexigenic
and pro-hypoglycemic effect of 26RFa. Subsequently, we have established that LV-2186 which
was previously described as a potent in vitro agonist of the human receptor, reproduces the
hypoglycemic effect of 26RFa with delay. In addition, the hQRFPR antagonist, LV-2185, co-
administered with an effective dose of 26RFa blocks the orexigenic effect of the latter during
the first hour as well as its pro-hypoglycemic effect. Unfortunately, we were not able to
reproduce the LV-2172 orexigenic effect, probably due to a methodological bias. Alternatively,
this last result would argue that the effect of 26RFa on the glucose homeostasis paradigm would
be relayed via another receptor than the QRFPR murine orthologue; either GPR103B or NPFF-
2. Finally, this in vivo study highlights the complex action of 26RFa on glucose homeostasis in
mice and suggests that the compounds LV-2185 and LV-2186 might be less specific for
GPR103A as compared to LV-2172.

In the third and final part of our work, we have studied the interactions between 26RFa and its
receptor using an hQRFPR 3D model built in the team. The presence of a short non-
transmembrane a-helix (1*8-E%7) in the ECL2 (Q*®*-Q?'!) of the QRFPR model, combined with
the docking position of 26RFa(19-26) Which in turn implies that the a-helix of 26RFa remains on
the surface of the receptor, led us to hypothesize an interaction between these two helices
potentially at the origin of the molecular ligand/receptor recognition. In order to verify this
hypothesis, | have established in silico structural predictions of different QRFPR fragments
delining the ECL2 region (Leu'®-Phe??3, Trp'™0-11e?3, Leu"*-Lys?'?, Met!®-[1e1*° and Met!&-
Lys?'?) using the AGADIR software. A tendency to form a helical structure, of moderate to
strong intensity in function of the length of the peptide chain, was detected for all the fragments

between the residues Pro*™ and Glu®®’. Considering the good correlation between the helix
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position of the ECL2 in the QRFPR model (1%-E*7) and that predicted by AGADIR, we have
selected the Met!®-11e!®® (MWHVQQLEIKYDFLYEKEHI; LV-2252) and [ Ser?°®2%] Met'8°-
Lys?'2 (MWHVQQLEIKYDFLYEKEHISSLEEWTSPVHQK; LV-2262) of the QRFPR for an
experimental verification of their structure by circular dichroism (CD) in different aqueous,
organic and micellar media. The CD spectra obtained in the phosphate buffer are characterized
by the presence of a negative band around 195 nm and a weak positive signal for the 218 nm
wavelength, indicating that the LV-2252 and the LV- 2262 evolve dynamically in an aqueous
medium in a form essentially unordered and therefore unstabilized. On the other hand, the
spectra recorded for the two peptides in presence of TFE showed characteristics of a mixture
of a-helix and of a random conformation with a positive band at 190 nm and negative bands at
205 and 218 nm which evolve towards the stabilization of the helix when the percentage of TFE
increases. In spite of a poor solubity in DPC, the fragments of the ECL2 adopt a helical structure
similar to those recorded in TFE. In addition, preliminary results from MST experiments show
thermophoretic differences which reflect the establishment of an interaction between the two
partners. Nevertheless, the dispersion of the values did not allow us to determine a dissociation
constant. Taken together, these results confirm the presence of a a-helix structure in the ECL2
of QRFPR which can interact with that of 26RFa.

In conclusion, these data provide detailed information on structure-activity relationships and
the interactions of 26RFa with its receptor which may contribute to the development of selective

ligands of QRFPR that could prove useful in the treatment of feeding disorders.
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Liste des abréviations

aa

AC
ACTH
AKt
AMPc
ANP
AVPV
BDNF
[Ca*]i
CCK
CD
CGRP
CHO
C-PON
CREB
CRH
DM
DBI
Dilps
DPC
ECL2
Eq
ERK
Erolp
ESTs
FAD
Flp
FSH
GABAA
GAP
GDP
GFP
GH
GnlH
GnlIH-RP-1
GnRH
GOAT
GPCR
GPR10™
HEK?293
HEPES
HHI
HSL
ICL2
i.C.v.

it

I.V.

LCR
LDL
Leu-enk

Acide aminé

Adenylyl cyclase

Adrenocorticotropin hormone, hormone corticotrope
Protein kinase B

Adénosine monophosphate cyclique
Atrial natriuretic peptide

Noyau périventriculaire antéroventral
Brain-derived neurotrophic factor
Concentration intracellulaire de calcium
Cholécystokinine

Circular dichroism

Calcitonin gene-related peptide
Chinese hamster ovary

C-terminal flanking peptide of NPY
CAMP response element-binding
Corticotropin-releasing hormone
Dopamine /-monooxygenase
Diazepam-binding inhibitor

Drosophila insulin-like peptides
Dodécylphosphocholine

Extracellular loop 2

Equivalent

Extracellular signal-related kinase
Endoplasmic reticulum oxidoreductin 1p
Expressed sequence tags

Flavine adénosine dinucléotide
FMRFamide-like peptides

Hormone folliculostimulante

Récepteur ionotropique du GABA
GnRH-associated peptide

Guanosine diphosphate

Green fluorescent protein

Growth hormone, hormone de croissance
Gonadotropin-inhibitory hormone
GnlH-related peptide 1

Gonadotropin-releasing hormone

Ghrelin O-acyltransferase

G protein-coupled receptor

Invalidation du géne codant le GPR10

Human embryonic kidney 293
N-[2-hydroxyethyl]piperazine-N-[2-ethanesulfonic acid]
Hypogonadisme hypogonadotrope idiopathique
hormone-sensitive lipase

Intracellular loop 2

Intracérébroventriculaire

Intrathécale

Intraveineuse

Liquide céphalo-rachidien

Low density lipoproteins

Leucine-enképhaline
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LH
MAPK
MBOAT
Met-enk
MST
NARC
NPAF
NPFF
NPF(s)
NPY
ODN
OXR
PACAP
PAM
PAL
PAPS
PBS
PC(s)
PCR
PCSK9
PDE3B
PDI
PHM
PHM-27
PKC
POMC
PrRP
PS

PTX
RCPG(s)
RE
RER
RFRP(S)
RMN
R-RFa
RSA
S1P
SCTR
SDS
SK(S)
SKI-1
SNC
SNPF(s)
SPC(s)
SRC
SRP
SST-A
STT
TFA
TFE
™
TPST
TRAM
TRH
ull

Hormone lutéinisante

Mitogen-activated protein kinases
Membrane-bound O-acyltransferases
Méthionine-enképhaline

Microscale thermophoresis

Neural apoptosis-regulated convertase
Neuropeptide AF

Neuropeptide FF

Neuropeptide(s) F

Neuropeptide Y

Octadécaneuropeptide

Orexin receptor

Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide
Peptidylglycine a-amidating monooxygenase
Peptidyl-a-hydroxyglycine a-amidating lyase
3’-phosphoadénosine-5’-phosphosulfate
Phosphate-buffered saline

Prohormone convertase(s)

Polymerase chain reaction

Proprotein convertase subtilisin-kexin isozyme 9
Phosphodiesterase 3B

Protein disulfide isomerase
Peptidylglycine a-hydroxylating monooxygenase
Peptide histidine méthionine 27

protéine kinase C

Pro-opiomélanocortine

Prolacin-releasing peptide

Peptide signal

Toxine pertussique

Récepteur(s) couplé(s) aux protéines G
Réticulum endoplasmique

Réticulum endoplasmique rugueux
RFamide-related peptide(s)

Résonance magnétique nucléaire
Rana-RFamide

Relations structure-activité

Site-1 protease

Récepteur de la sécritine

Dodécylsulfate de sodium

Sulfakinine (s)

Subtilisin-kexin-isozyme

Systéme nerveux central

Short neuropeptide(s) F

Subtilisin-like proprotein convertase(s)
Sarcoma kinase

Signal recognition particle

Somatostatine A

Somatostatine

Acide trifluoroacétique

Trifluoroéthanol

Domaine transmembranaire
Tyrosylprotein sulfotransferase
Translocating chain-associated membrane
Thyrotropin-releasing hormone
Urotensine 11
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VIP Vasoactive intestinal polypeptide
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Introduction Chapitre 1 : Précurseurs de neuropeptides

Chapitre 1 : Précurseurs de neuropeptides

1.1 Classification et biosynthese

A ce jour, il existe une centaine de neuropeptides biologiquement actifs identifiés, de taille
variable allant de 3 acides aminés (aa) pour la thyrotropin-releasing hormone (TRH) a une
cinquantaine selon les espéces pour la métastine. Tous les neuropeptides sont synthétisés sous
forme de précurseurs inactifs de haut poids moléculaire au niveau du réticulum endoplasmique
(RE). En fonction de leur organisation structurale, les précurseurs ou prépro-neuropeptides
peuvent étre classés en trois catégories (Douglass et al., 1984; Itoh et al., 1983). La premiere
est constituée des précurseurs mono-fonctionnels possedant une seule séquence biologiquement
active flanquée d’un ou deux fragment(s) peptidique(s), appelé(s) peptide(s) cryptique(s) ou
encore séquence(s) de connexion, plus ou moins longs, dont le réle est généralement inconnu.
Au sein de ces précurseurs, le peptide bioactif peut étre localisé soit a 1’extrémité N-terminale
comme dans le cas du prépro-neuropeptide Y (NPY) (Minth et al., 1984), ou de la prépro-
gonadotropin-releasing hormone (GnRH) (Seeburg and Adelman, 1984), précédant
respectivement les séquences cryptiques C-terminal flanking peptide of NPY (C-PON) et
GnRH-associated peptide (GAP); soit en position intermédiaire comme dans le prépro-
calcitonin gene-related peptide (CGRP) (Amara et al., 1982) ou la prépro-cholécystokinine
(CCK) (Deschenes et al., 1984); soit enfin a I’extrémité C-terminale comme dans le précurseur
de la somatostatine (SST) (Shen et al., 1982) ou de I’apéline (Tatemoto et al., 1998) (Figure
1A). La seconde catégorie comprend les précurseurs mono-fonctionnels qui présentent
plusieurs copies du méme peptide ou de peptides de structure trés similaire. A titre d’exemple,
on peut citer le précurseur de la TRH qui, chez le rat, possede cing réplicats du motif QHPG
(Lechan et al., 1986) ou encore celui de I’enképhaline A, dans lequel on ne dénombre pas moins
de sept peptides étroitement apparentés, a savoir quatre copies de méthionine-enképhaline
(Met-enk), un motif de leucine-enképhaline (Leu-enk) et deux séquences de Met-enk étendues
de deux ou trois résidus (Gubler et al., 1982) (Figure 1B). Cette répétition de peptides suggére
que les genes ancestraux de cette famille de précurseurs auraient subi plusieurs duplications
intragéniques. Cette organisation structurale particuliére conduit a une amplification du signal,
une seule molecule de précurseur donne naissance a plusieurs copies du peptide actif, conférant
ainsi un avantage sélectif a ces précurseurs (Sossin et al., 1989). Les régions intercalaires sont

généralement riches en résidus acides, équilibrant de ce fait la nature basique des nombreux
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Introduction Chapitre 1 : Précurseurs de neuropeptides

sites de maturation (cf chapitre 1, § 1.2.5.). Le faible degré d’identité de séquence de ces
¢léments cryptiques plaide en faveur d’une absence d’activité biologique. Cependant, les
résidus acides de ces séquences peuvent étre nécessaires a la formation et au bon repliement de
la protéine, comme rapporté pour le peptide de connexion du précurseur de I’insuline appelé
peptide C (Landreh et al., 2014), ou au routage intracellulaire des hormones. Enfin, la troisieme
catégorie regroupe les précurseurs multifonctionnels susceptibles de générer plusieurs peptides
aux activités biologiques distinctes. Le représentant de cette catégorie le mieux caractérisé est
la pro-opiomélanocortine (POMC) dont la maturation peut produire, en fonction du tissu
d’expression, différents peptides régulateurs dont les hormones corticotrope (ACTH) et
mélanotropes (a-, B- et y-MSH), ainsi que la B-endorphine (Nakanishi et al., 1979) (Figure 1C).
Cette classification présente toutefois des limites. Tout d’abord, la classification des précurseurs

dans 1’une ou l’autre de ces catégories n’est pas toujours univoque. Par exemple, le pro-

A Précurseurs mono-fonctionnels

) NPY C-PON
Prépro-NPY B I (97 2)
(homme) GnRH GAP
n
Prépro-GnRH [ PSS S——CE)
(homme) CGRP
Prépro-CGRP [ PS— I— — Ok )
(homme)
CCK
Prépro-CCic BT (11522)
ra
i i Somatostatine
Prépro-somatostatine (116 aa)
(homme) Andli
_ péline
Prépro-apéline (77 aa)
(homme)

B Précurseurs mono-fonctionnelsa plusieurs copies

Prépro-TRH [ Ps I o n i e T
t

(ra) E TRH (5 copies)

Prépro-enképhaline A L A Rl (267 22)

(homme) B Met-enk (6 copies) B Leu-enk (1 copie)

C Précurseurs multifonctionnels

ors ol i ) ACTH B-LPH
repro-opiomelanocortine PS 7 T 265 aal
(beeuf) 1 /_ — ( )
v-MSH a-MSH CLIP y-LPH B-endorphine
B-MSH
L PHM-27 VIP
Prépro-VIP 7 [ ™ (170 aa)
(homme) e
Ghréline Obestatine
Prépro-ghréline (117 aa)
(homme)

Figure 1 : Représentation schématique des 3 catégories de précurseurs de
neuropeptides. CLIP, corticotrophin-like intermediate lobe peptide; LPH, lipotropic
hormone; PHM-27, peptide histidine méthionine; PS, peptide signal; VIP, vasoactive
intestinal polypeptide.
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vasoactive intestinal polypeptide (VIP), qui est parfois classé parmi les précurseurs
multifonctionnels, peut aussi étre considéré comme un précurseur du second groupe étant donné
que les deux peptides qui en sont issus, le VIP et le peptide histidine méthionine (PHM-27),
sont fortement apparentés en termes de séquence, de type d’activité et de sites de liaison
(Bodner et al., 1985; Itoh et al., 1983). De plus, il n’est pas rare qu’une séquence cryptique d’un
précurseur initialement considéré comme mono-fonctionnel s’avere ultérieurement posséder
une activité biologique. C’est le cas du peptide de connexion du précurseur de la neuromédine
U, le neuropeptide U precursor-related peptide, qui stimule I’activité locomotrice (Ensho et
al., 2017) et de deux peptides cryptiques de la prépro-TRH, le PS4 qui potentialise I’activité de
la TRH sur la libération de I’hormone thyréotrope (Bulant et al., 1990; Roussel et al., 1991) et
sur la sécrétion d’acide gastrique (Yang and Taché, 1994), et le PS5 qui inhibe I’action de la
TRH sur la sécrétion de I’ACTH (Redei et al., 1995a, 1995b) et d’hormone de croissance (GH)
(Harvey and Cogburn, 1996). De méme, il a été montré que le précurseur de la ghréline (Kojima
et al., 1999) génere un deuxiéme peptide nommé obestatine en raison de ses effets opposes a
ceux de la ghréline sur la prise alimentaire (Zhang et al., 2005). Méme si I’effet anorexigene de
I’obestatine est aujourd’hui contesté (Chartrel et al., 2007; Zhang et al., 2008), il semblerait que
ce peptide soit capable d’inhiber la sécrétion d’insuline induite par le glucose in vivo et in vitro
sur des Tlots de Langerhans en culture chez le rat (Ren et al., 2008). On peut également citer le
GAP, situé dans la région C-terminale du précurseur de la GnRH (Seeburg and Adelman, 1984),
qui stimulerait la sécrétion de gonadotropines (Yu et al., 1988, 1989) et inhiberait la sécrétion
de prolactine (Nikolics et al., 1985; VVacher etal., 1991; Yu et al., 1988, 1989), effets qui restent

néanmoins controversés (Blake et al., 1993; Thomas et al., 1988).

L’analyse de la structure des précurseurs polypeptidiques montre que ces derniers possedent
plusieurs caractéristiques structurales communes. Les prépro-neuropeptides présentent a leur
extremité N-terminale un peptide signal (PS), séquence hydrophobe composée d’environ une
vingtaine d’aa (von Heijne, 1986), qui permet la translocation du polypeptide naissant vers la
lumiére du RE rugueux (RER) (Blobel and Dobberstein, 1975) (Figure 2). Il semble que cette
séquence soit suffisante pour acheminer une protéine au RE. En effet, des mutations du PS
bloquent le transport des protéines sécrétées vers la lumiere du RE (Allison and Young, 1989;
Ibrahimi and Gentz, 1987). Lors de la traduction de I’ARNm du précurseur, le PS constitue une
séquence d’adressage reconnue par la signal recognition particle (SRP), qui est une
ribonucléoprotéine cytosolique formée de 6 chaines polypeptidiques et d’une molécule d’ARN,

I’ARN 78S. La SRP s’unit a la séquence signal du polypeptide naissant, alors constituée d’une
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soixantaine d’aa, et interagit avec le ribosome, produisant un arrét de 1’élongation (Walter et
al., 1984) (Figure 2, étape 1). Le complexe ternaire SRP-peptide-ribosome se fixe ensuite au
récepteur de la SRP, qui est ancré dans la membrane du réticulum, permettant I’interaction du
ribosome avec un canal, le translocon, formé de protéines membranaires, telles que la Sec61 et
la protéine translocating chain-associated membrane (TRAM) (Gilmore, 1993; Simon and
Blobel, 1991; Walter and Lingappa, 1986) (Figure 2, étape 2). La libération de la SRP permet
la reprise de la synthése du précurseur et sa translocation dans la lumiére du RE (Figure 2, étape
3). Une fois passé du coté luminal, le PS est immédiatement clivé par une signal peptidase

avant méme la fin de 1’¢longation (Walter et al., 1984) (Figure 2, étape 4).

Les pro-neuropeptides ainsi formés vont subir diverses modifications post-traductionnelles qui
vont se dérouler séquentiellement pendant leur transfert du RE au Golgi puis dans les vésicules

de sécrétion, pour donner naissance aux peptides biologiquement actifs (Figure 3).

ARNmM

Ribosome

Peptide sigr}:h_

Récepteur
dela SRP

Signal peptidase £/

Figure 2 : Représentation schématique de la translocation des précurseurs des neuropeptides
dans le réticulum endoplasmique. (1) Reconnaissance du peptide signal (en rouge) par la SRP et
formation du complexe ternaire SRP-peptide signal-ribosome. (2) Interaction du complexe avec le
récepteur de la SRP et du ribosome avec le translocon. (3) Libération de la SRP et translocation du
polypeptide au travers du translocon dans la lumiére du RE. (4) Clivage du peptide signal par une signal
peptidase.
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vésicules de

sécrétion

Biosynthése du précrseur et 0 a Sécrétion
translocation dans le RE

Modifications post-traductionnelles

A

’ - 7 -
Ponts disulfures Sulfatation Acétylation

et acylation N
Pyroglutamisation

Protéolyse et
amidation
Phosphorylation

Figure 3: Schéma récapitulatif de la biosynthése des neuropeptides. (1) Le prépro-neuropeptide
produit par les ribosomes est transloqué dans le réticulum endoplasmique (RE). (2) Il subit alors des
modifications post-traductionnelles : la formation de ponts disulfure et I’acylation dans le RE; la sulfatation
dans le trans-Golgi; la protéolyse et 1’amidation dans le trans-Golgi et les vésicules de sécrétion; la
pyroglutamisation dans les vésicules de sécrétion; 1’acétylation dans les granules de sécrétion ou lors de la
libération du peptide; et la phosphorylation qui peut se dérouler dans tous les compartiments, du RE aux
veésicules de sécrétion. (3) Le peptide biologiquement actif peut alors étre seécrété.
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1.2 Modifications post-traductionnelles

1.2.1 Formations de ponts disulfure

La formation des ponts disulfure est un phénoméne précoce qui se déroule dans la lumiére du
RE (Figure 3). Elle nécessite la présence d’une enzyme, la protein disulfide isomerase (PDI)
qui est capable non seulement de catalyser cette réaction (Lyles and Gilbert, 1991) mais
¢galement d’isomériser les ponts néo-formés (Wilkinson and Gilbert, 2004). La PDI, qui
appartient a la famille des thiorédoxines, présente quatre domaines fonctionnels i.e. deux sites
actifs de type Cys-aa-aa-Cys oxydés, impliqués dans la réaction d’échange thiol-disulfure,
homologues des domaines oxydo-réducteurs de la thiorédoxine, et deux domaines impliqués
dans la liaison avec le précurseur (Darby et al., 1996, 1998; Ferrari and Séling, 1999; Hillson
et al., 1984). La PDI est I’une des protéines les plus abondantes du RE (environ 0,4% des
protéines totales) de par son extraordinaire flexibilité, elle interagit avec une trés large variété
de substrats (Freedman et al., 2017). Elle est localisée dans la lumiére du RE a I’intérieur duquel
elle est maintenue par le signal de rétention a son extrémité C-terminale Lys-Asp-Glu-Leu
(KDEL) (Freedman et al., 1994; Klappa et al., 1995; Munro and Pelham, 1987).

Une flavoenzyme membranaire indispensable a 1’oxydation des pro-neuropeptides,
I’endoplasmic reticulum oxidoreductin 1p (Erolp) a été ensuite identifiée chez les eucaryotes
(Frand and Kaiser, 1998; Pollard et al., 1998). L’inactivation du géne codant Erolp réduit le
pouvoir oxydant des cellules et augmente la sensibilité des protéines aux agents réducteurs
(Pollard et al., 1998). Ainsi, dans le mutant Erol-1, la PDI normalement présente sous forme
oxydeée est produite sous sa forme réduite (Frand and Kaiser, 1999). De méme, les protéines
normalement secrétées sous forme oxydée sont maintenues dans le RE a I’état réduit (Frand
and Kaiser, 1998, 1999). La mise en évidence d’un complexe Erolp-PDI ainsi que I’incapacité
de Erolp a réaliser seule 1’oxydation des précurseurs (Frand and Kaiser, 1999) suggérent que
ces deux protéines agissent en synergie. Erolp, présente sur la face luminale du RE, va subir
une attaque nucléophile d’un thiolate d’une cystéine du site actif de la PDI pour former un
disulfure mixte qui subit alors une attaque nucléophile intramoléculaire de la part du second
thiolate du site actif de la PDI (Frand et al., 2000) (Figure 4A). La PDI, alors a 1’état oxydé, va
permettre 1’appariement des cystéines au précurseur transloqué dans le RE en cystine (Figure
4B). Le mécanisme de ré-oxydation de Erolp nécessite le cofacteur flavine adénosine
dinucléotide (FAD) et une molécule de dioxygene (produisant du peroxyde d’hydrogene). Erol
est constituée en realité de 2 paires de cysteines, la premiere appelée « shuttle » cystéines qui
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Figure 4: Mécanisme de la formation de ponts disulfure. (A) Réaction d’échange thiol-disulfure entre
Erolp et PDI, permettant I’oxydation de PDI. (B) Oxydation des pro-neuropeptides au travers d’une série
d’échanges directs thiol-disulfure dans le RE entre Erolp et PDI, puis entre PDI et le précurseur. La ré-
oxydation de Erolp nécessite du FAD et du dioxygene. Adapté de Frand et al., 2000.

est impliquée directement dans 1’oxydation de PDI et la deuxieme nommeée cystéines du site
actif qui ré-oxyde les shuttle cystéines réduites au travers d’un échange interne thiol-disulfure.
Les cystéines du site actif sont ensuite ré-oxydées par le FAD et 1’02 (Sevier and Kaiser, 2008).
Lorsque I’appariement initial entre les différentes cystéines d’une protéine est inapproprié,
I’isomérisation du substrat permet de rétablir les ponts disulfure corrects. Cette réaction se
déroule en deux temps avec d’abord la réduction des ponts disulfure néo-formés puis leur ré-
oxydation par la PDI avec I’appariement adéquat (Frand et al., 2000; Schwaller et al., 2003).
Ce cycle reduction-réoxydation ferait intervenir soit le glutathion soit une deuxiéme molécule

de PDI associee a la membrane du RE (Frand et al., 2000).

Les ponts disulfures, qui jouent un réle crucial dans la conformation des neuropeptides matures,

sont le plus souvent essentiels a leur activité biologique. Ainsi, la rupture du pont disulfure de
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I’arginine-vasopressine (Schally et al., 1964), de la SST-14 (Rivier et al., 1975), de ’atrial
natriuretic peptide (ANP) (Misono et al., 1984) ou de 1’urotensine II (UII) (Labarrére et al.,
2003) conduit a des peptides totalement inactifs. Par ailleurs, dans les granules de sécrétion, la
forme réduite de SST-14 présente des auto-assemblages fibrillaires de plus grande résistance a
la dénaturation que ceux formés par sa forme cyclique suggérant un impact significatif du pont

disulfure sur le stockage et la libération de monomers de SST-14 (Anoop et al., 2014).

1.2.2 Acylation des chalnes latérales

L’acylation est une modification post-traductionnelle relativement fréquente au niveau des
protéines membranaires et des protéines sécrétées mais qui ne concerne que de maniere
exceptionnelle les neuropeptides (Sachon et al., 2007). Un exemple bien connu a ce jour est
celui de la ghréline qui est octanoylée au niveau de I’hydroxyle du résidu Ser® (Kojima et al.,
1999). L’enzyme responsable de cette octanoylation, la ghrelin O-acyltransferase (GOAT)
appartient a la famille des membrane-bound O-acyltransferases (MBOAT) (Gutierrez et al.,
2008) localisées dans le RE (Yang et al., 2008b). La forme octanoylée de la ghréline est la
forme active majoritaire, et ’acylation semble nécessaire a la liaison et I’activation du récepteur
GHS-R1a (Matsumoto et al., 2001). Il a cependant été¢ montré que d’autres formes de ghréline
sont genérées in vivo, et notamment la forme des-acyl ghréline qui est présente dans le plasma
et le tractus gastro-intestinal chez ’homme (Bang et al., 2007; Hosoda et al., 2003). La des-
acyl ghréline mime certains effets de la ghréline notamment sur la sécrétion de I’hormone
lutéinisante (LH), la prolifération cellulaire, la production d’ostéoblaste, mais exerce parfois
des actions opposées en particulier sur le métabolisme du glucose et la sécrétion de la GH
(Kojima and Kangawa, 2005; Soares and Leite-Moreira, 2008), ce qui laisse penser qu’elle
pourrait agir via un ou des récepteur(s) encore non caractérisé(s) (Soares and Leite-Moreira,
2008).

1.2.3 Phosphorylation

La phosphorylation des précurseurs sur un résidu sérine et/ou thréonine au niveau de séquences
consensus de type Ser/Thr-aa-Asp/Glu est une modification post-traductionnelle dont les
conséquences physiologiques restent énigmatiques (Pinna et al., 1980). Néanmoins, il a été
montré que la phosphorylation de la Ser® limite le clivage de la pro-gastrine au niveau du
doublet basique Arg®¥® en peptides biologiquement actifs (Bishop et al., 1998; Varro et al.,
1988). Plus recemment, il a été montré que dans certaines cellules gliales de la rétine, le

diazepam-binding inhibitor (DBI) est sécrété sous une forme phosphorylée laquelle présente
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une affinité plus importante pour le récepteur ionotropique de I’acide y-aminobutyrique
(GABAA) que la forme non-phosphorylée (Qian et al., 2008). A I’inverse, la bisphosphorylation
de fragment 33-50 du DBI réduit la puissance de son effet anorexigéne (Gach et al., 2015).
Enfin, on ignore toujours dans quel compartiment endoplasmique s’effectue la phosphorylation,
étant donné que les protéines kinases qui la catalysent ont été mises en évidence a la fois dans

le RE, I’appareil de Golgi et les granules de sécrétion (Perone and Castro, 1997) (Figure 3).

1.2.4 Sulfatation

La sulfatation de résidus tyrosine s’effectue par le transfert d’un groupement sulfate, a partir du
3’-phosphoadénosine-5’-phosphosulfate (PAPS) au groupement phénolique de la tyrosine situé
a proximité de résidu acide, en présence d’une tyrosylprotein sulfotransferase (TPST)
(Bundgaard et al., 1997; Huttner, 1988; Niehrs and Huttner, 1990) (Figure 5). La TPST est une
enzyme membranaire localisée dans la lumiére du trans-Golgi (Baeuerle and Huttner, 1987;
Rosa et al., 1992). Pour la majorité des protéines de la voie régulée, la signification
fonctionnelle de la sulfatation n’est pas encore établie. Cependant, tout comme la
phosphorylation, il a été montré que la sulfatation a un réle régulateur dans le processus de
maturation des peptides, comme dans le cas des précurseurs de la gastrine et de la CCK, dont
la sulfatation facilite la maturation et la sécrétion des peptides (Beinfeld, 1994; Bundgaard et
al., 1995). En effet, I’analyse chromatographique d’extraits corticaux de porc révele que 96,4%
de la CCK est O-sulfatée (Agersnap et al., 2016). Cette modification post-traductionnelle est
nécessaire a ’activité biologique de la CCK-8 et augmente I’interaction du peptide a son

récepteur (Gigoux et al., 1998, 1999; Jensen et al., 1982).

1.2.5 Protéolyse

Dans les derniers compartiments du trans-Golgi et dans les granules de sécrétion, tous les pro-
neuropeptides sont sélectivement clivés par des endoprotéases désignées sous le terme de
prohormone convertases (PCs), également appelées subtilisin-like proprotein convertases
(SPCs) en raison de leur homologie avec la famille des subtilisines, sérines-protéases
bactériennes, et les kexines de levure (Siezen and Leunissen, 1997). Au sein du précurseur, les
séquences des peptides biologiquement actifs sont généralement flanquées par des aa basiques,
le plus souvent présents sous forme de doublets, qui constituent des sites de clivage pour la
plupart des PCs. Sept PCs ont été identifiées chez les mammiféres : la PC1/PC3 (ou SPC3)
(Seidah et al., 1990, 1991; Smeekens et al., 1991), la PC2 (ou SPC2) (Seidah et al., 1990;
Smeekens and Steiner, 1990), la furine (ou PACE) (van den Ouweland et al., 1990; Roebroek
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etal., 1986; van de Ven et al., 1990), la PACE4 (Kiefer et al., 1991; Seidah et al., 1991), la PC4
(Nakayama et al., 1992; Seidah et al., 1992), la PC5/PC6 (Lusson et al., 1993) et la PC7 (Seidah
et al., 1996; Tsuji et al., 1994). Deux autres PCs découvertes plus récemment ne requierent pas
de résidus basiques au niveau du site de clivage : la subtilisin-kexin-isozyme (SKI-1) (Seidah et
al., 1999), appelée également site-1 protease (S1P), et la neural apoptosis-regulated convertase
(NARC-1) (Seidah et al., 2003), aussi nommeée proprotein convertase subtilisin-kexin isozyme
(PCSKO9).

PAPS PAP(3'-5'-ADP)

Figure 5 : Mécanisme réactionnel de la sulfatation. Cette réaction fait intervenir la tyrosylprotein
sulfotransferase (TPST) qui catalyse le transfert d’un SOz sur le groupement phénolique d’une tyrosine
a partir de 3’-phosphoadénosine-5’-phosphosulfate (PAPS). Adapté de Seibert et al., 2007.

La comparaison des séquences des précurseurs au niveau des sites de protéolyse a permis de
définir quelques regles relatives a la spécificité de clivage de ces enzymes (Bloomquist et al.,
1991; Furuta et al., 1997; Seidah et al., 2008; Vishnuvardhan and Beinfeld, 2000). Dans la
grande majorité des cas, les sept premiéres PCs clivent les précurseurs peptidiques a I’extrémité
C-terminale du motif (Arg/Lys)-(aa)n-(Lys/Arg)-Arg, ou n =0, 2, 4 ou 6, et ou aa peut étre un
résidu quelconque excepté une cystéine et dans de rares cas une proline (Seidah and Chrétien,
1999; Seidah et al., 2008). Outre les clivages au niveau de doublets basiques, les PCs peuvent
également réaliser des coupures en position C-terminale d’une arginine isolée, comme dans le
cas de la pro-SST (Galanopoulou et al., 1995a, 1995b), ou plus exceptionnellement au niveau
d’une lysine seule pour la pro-CCK (Rehfeld, 2006). La convertase SKI-1/S1P clive ses
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substrats, notamment le précurseur du pro-brain-derived neurotrophic factor (BDNF), apreés la

séquence consensus (Arg/Lys)-aa-(aa hydrophobe)-(Leu/Thr) (Elagoz et al., 2002).

Les PC1/3 et PC2, principalement présentes dans les granules de sécrétion de la voie régulée
dans les cellules neuronales et endocrines, sont impliquées dans le processus de maturation de
nombreuses prohormones (Seidah, 2011). A I’inverse, la PC4, localisée uniquement dans les
cellules germinales, est spécifique des protéines impliquées dans la fonction reproductrice. La
furine et la PC7, exprimées de facon ubiquiste, assurent le clivage de nombreux précurseurs
sécretes par voie constitutive tels que les facteurs de croissance, les récepteurs, les protéases et
les molécules d’adhésion. Les convertases PC5 et PACE4 sont impliquées dans de nombreux
processus, notamment, par leur adhésion a la membrane plasmique via leur domaine C-terminal
riche en Cys, dans le clivage de protéines de la matrice extracellulaire et de molécules
d’adhésion. SKI-1 est responsable des premicres étapes d’activation de certains facteurs de
transcription, comme ceux qui régulent la synthése des lipides, la réponse au stress et le
repliement des protéines de la matrice extracellulaire du cartilage (Seidah, 2011). Les
convertases sont initialement synthétisees sous forme de zymogéne inactif qui subit une
autocatalyse dans le RE (pour toutes les PCs excepté la PC2) ou dans les granules de sécrétion
immatures (dans le cas de la PC2), donnant par un second clivage des enzymes actives (Seidah
et al., 2008). La PCSK9 s’autocatalyse aprés la séquence Val-Phe-Ala-GIn'? située dans son
prosegment. Cependant, la PCSKO reste étroitement liée au prosegment, qui empéche le second
clivage, et donc est sécrétée sous la forme d’un hétérodimeére inactif. A ce jour, le récepteur au
low density lipoproteins (LDL) est la seule cible connue de PCSK9 qui induit une augmentation
de la dégradation de ce récepteur, augmentant ainsi les taux plasmatiques de LDL circulant.
Des mutations naturelles du gene de PCSK9 ont été retrouvées dans des cas
d’hypercholestérolémie familiale (Benjannet et al., 2004; Seidah, 2009, 2016).

Tous les sites potentiels de clivage d’un précurseur donné ne sont pas utilisés et seul un nombre
limité d’entre-eux sera effectivement reconnu par les PCs dans un contexte cellulaire donné.
L’exemple de la POMC, qui contient 8 sites potentiels de clivage, illustre bien ce processus de
protéolyse différentielle (Bicknell, 2008) (Figure 6). Ainsi, dans les cellules corticotropes du
lobe antérieur de I’hypophyse, qui expriment uniquement PC1, seuls 4 parmi les 8 sites sont
utilisés, aboutissant essentiellement a la formation de ’ACTH et de la B-LPH. Dans les cellules
mélanotropes du lobe intermeédiaire, qui expriment PC1 et PC2, la maturation est complete :
I’ACTH donne naissance a I’a-MSH ainsi qu’au CLIP ; la B-LPH est hydrolysée en y-LPH et

en B-endorphine ; et enfin le fragment N-terminal conduit & la y-MSH.
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Suite a I’action des PCs, les peptides néo-formés présentent des aa basiques (Arg ou Lys) a leur
extremité C-terminale. Deux carboxypeptidases peuvent exciser les résidus basiques C-
terminaux des hormones et des neuropeptides : la carboxypeptidase E, aussi appelée
carboxypeptidase H ou enkephalin-convertase (Fricker and Snyder, 1982) , et la
carboxypeptidase D (Song and Fricker, 1995), deux métalloprotéases localisées respectivement
dans les granules de sécrétion (Fricker, 1988) et dans le réseau trans-Golgien ou les granules de
sécrétion immatures (Song and Fricker, 1996). A notre connaissance, seuls deux neuropeptides
murins, 1’octadécancuropeptide (ODN) (Ferrero et al., 1986) et la cortistatine (de Lecea et al.,
1996), présentent la particularité de conserver un résidu basique en position C-terminale, lysine
en I’occurrence. La maturation de ces derniers peptides pourrait nécessiter I’intervention d’une
endopeptidase de type trypsine, comme celle purifiée a partir de synaptosomes de rat qui clive
la liaison Lys-Leu de la dynorphine (Satoh et al., 1988), ou d’une enzyme spécifique comme
celle responsable de 1’hydrolyse de la liaison Lys-Asn de la CCK et de son fragment 1-21
(Viereck and Beinfeld, 1992). Une fois la protéolyse achevée, certains neuropeptides doivent
subir d’autres modifications post-traductionnelles pour acquérir leur pleine activité biologique
(Figure 3).

1.2.6 Amidation

L’amidation est une étape de maturation tardive qui concerne plus de la moitié des
neuropeptides (Ozawa et al., 2007). Elle s’amorce dans le trans-Golgi et se poursuit jusque dans
les granules de sécrétion (Schnabel et al., 1989). L’amidation est réalisée par une enzyme
bifonctionnelle, la peptidylglycine a-amidating monooxygenase (PAM). Celle-ci possede deux
domaines catalytiques, la peptidylglycine o-hydroxylating monooxygenase (PHM) et la
peptidyl-a-hydroxyglycine a-amidating lyase (PAL), qui agissent de facon séquentielle pour
produire un peptide a-amidé a partir d’une glycine en position C-terminale du précurseur ou
d’un peptide déja maturé (Bradbury et al., 1982; Eipper and Mains, 1988; Eipper et al., 1991,
1992a; Perkins et al., 1990). La PAM est caractérisée par son large éventail de substrats puisque
chacun des 20 aa naturels, y compris la Gly, est représenté en C-terminal des différents peptides
o-amidés connus, avec cependant une prédominance des residus Phe et Tyr (Bradbury and
Smyth, 1983; De et al., 2006). Chez les vertébrés, la PHM et la PAL sont produites a partir d’un
seul et méme géne, sujet a des épissages alternatifs tissu-spécifiques, aboutissant a sept
isoformes chez le rat (Eipper et al., 1992b) et quatre isoformes chez I’homme (Vos et al., 1995)

(Figure 7A).
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Figure 6: Représentation schématique de la maturation post-traductionnelle tissu-spécifique de la
POMC, dans le lobe antérieur et le lobe intermédiaire de I’hypophyse. Seuls les aa basiques impliqués
dans le clivage de la POMC sont représentés. Les fleches représentent le clivage par les prohormone
convertases PC1 et PC2. CLIP, corticotrophin-like intermediate lobe peptide; JP, joining peptide; LPH,
lipotropic hormone; N-POMC, N-terminal peptide of POMC; B-end, B-endorphine. Modifi¢ d’apres
Bicknell, 2008.
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Figure 7: Représentation schématique (A) de la structure de ’ARNm de la PAM et de la prépro-
PAM humaine et (B) du mécanisme réactionnel de I’amidation. (A) Les étoiles correspondent aux
sites d’épissage alternatif de 1’exon 1, permettant de générer les 2 isoformes de la PAM humaine A et
B, et de I’exon 2, a ’origine des PAM-C et -D. PS, peptide signal; pr, pro-segment; TM, domaine
transmembranaire et cyt., domaine cytosolique. (B) L’amidation fait intervenir de fagon séquentielle les
deux sous-unités catalytiques de la PAM, la PHM et la PAL. DHA, déhydroascorbate. Adapté de Eipper
etal., 1993 et Prigge et al., 1997.

La réaction d’amidation se déroule en deux étapes (Figure 7B). Premie¢rement, le domaine PHM
de la PAM catalyse une substitution stéréospécifique de I’hydrogéne pro-(S) du carbone o du
peptidyl-glycine par le radical hydroxyle grace a une source d’O2. Cette réaction aboutit a la
formation d’un intermédiaire, un peptidyl a-hydroxyglycine, et nécessite deux molécules
d’ascorbate. La structure 3D de la PHM, caractérisée par cristallographie aux rayons X, montre
que le domaine catalytique est constitué de deux atomes de cuivre non-équivalents liés par
covalence et portant chacun un des deux électrons nécessaires a la réaction (Prigge et al., 1997).
Deuxieémement, la déalkylation de I’intermédiaire carbinol fait intervenir le domaine PAL de la
PAM et génere le peptide a-amidé ainsi qu’une molécule de glyoxylate. Le domaine catalytique

PAL est constitué de quatre cystéines formant deux ponts disulfure, d’un atome de Zn?* li¢ par
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des résidus conservés Asp et His (Kolhekar et al., 2002) et d’un atome de Fe®* lié par la Tyr®%

(De et al., 2006).

Il est intéressant de noter que la dopamine S-monooxygenase (DBM), enzyme impliquée dans
un schéma réactionnel similaire, nécessite les mémes co-facteurs que la PHM (ascorbate et
cuivre) (Stewart and Klinman, 1991). De plus, les domaines catalytiques de ces deux enzymes
partagent 32% d’identité de séquence ce qui suggere qu’elles seraient issues d’un précurseur

ancestral commun (Southan and Kruse, 1989).

La présence d’une fonction amide C-terminale a été exploitée de fagon astucieuse par 1’équipe
de Tatemoto et Mutt pour isoler, a I’époque, cinq nouveaux peptides biologiquement actifs, le
peptide YY, le peptide histidine isoleucine (PHI-27) (Tatemoto and Mutt, 1981), le NPY
(Tatemoto et al., 1982), la galanine (Tatemoto et al., 1983) et le neuropeptide K (Tatemoto et
al., 1985). Plus récemment, la recherche du motif consensus Arg-Phe-Gly-Lys/Arg-Lys/Arg
par criblage bio-informatique du génome humain a conduit a I’identification de deux peptides
amidés biologiquement actifs dénommés RFRP-1 et -3 (Hinuma et al., 2000). De méme, un
autre peptide amidé de la famille des RFamide, le 26RFa, a été découvert notamment par deux
approches in silico (Fukusumi et al., 2003; Jiang et al., 2003). Ce peptide et son récepteur feront

I’objet du chapitre 3.

Le lien étroit existant entre les niveaux d’activité de la PAM et la production de peptides
biologiquement actifs indique que la réaction d’amidation pourrait étre I’étape limitante dans
le processus global de synthése des peptides a-amidés. De fait, son activité est régulée de
maniére tissu-spécifique et souvent de facon parallele a la production de son substrat
propeptidique (Eipper et al., 1993). Une des fonctions de 1’amidation est la prévention de
I’ionisation de I’extrémité C-terminale, rendant le peptide plus hydrophobe et plus résistant a
I’action des carboxypeptidases (Eipper et al., 1993). De fait, ’analogue synthétique amidé de
I’apéline-13 est plus stable métaboliquement que le peptide parent tout en conservant les
propriétés insulinotropes de ’apéline native non-amidée (Hogg et al., 2014). De plus, il a
récemment été démontré par des techniques de résonance magnétique nucléaire (RMN) que
I’absence du groupement amide C-terminal de D’astressine, un puissant antagoniste des
récepteurs de la corticotropin-releasing hormone (CRH), déstabilise fortement la structure
hélicoidale du peptide entrainant ainsi une réduction d’un facteur 100 de son affinité pour les
récepteurs de la CRH (Grace et al., 2007). De la méme facon, les spectres de dichroisme

circulaire (CD) de la bicarinaline, un peptide antibactérien isolé a partir du venin de la fourmi
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Tetramorium bicarinatum par une équipe du laboratoire, et de sa forme des-amide confirment
le rle stabilisant de la fonction amide sur la structure hélicoidale du peptide natif (Rifflet et al.,
2012). L’amidation pourrait donc jouer, dans certains cas, un role essentiel dans la stabilisation
de la conformation bioactive de la molécule nécessaire a sa reconnaissance par la cible. Etant
donné la grande diversité des processus biologiques dans lesquels sont impliqués les substrats
de la PAM, il est difficile d’associer une pathologie spécifique a la modification de I’activité de
cette enzyme. Néanmoins, 1’invalidation conditionnelle du géne de la PAM a été réalisée chez
la souris. Les mutants homozygotes présentent des déficits cardiovasculaires provoquant
d’importants cedémes au stade embryonnaire et meurent au stade 15,5 in utero, suggerant que
la PAM est impliquée dans le développement feetal. Les mutants hétérozygotes présentent des
problémes métaboliques a 1’age adulte tels qu’une augmentation de 1’adiposité et une légere
intolérance au glucose (Czyzyk et al., 2005). De méme, une réduction de 1’expression de la
PAM chez des souris entraine des altérations des fonctions thyroidiennes et surrénaliennes
connues pour étre régulées par des neuropeptides amidés, conduisant a des problemes de
régulation thermique et de comportement (anxiété, sensibilité...) (Bousquet-Moore et al., 2010).

1.2.7 Pyroglutamisation

La formation d’un résidu pyroglutaminyl a I’extrémité N-terminale d’un peptide résulte de la
cyclisation d’une glutamine sous I’action de la glutaminyl-cyclase avec libération concomitante
d’ammoniaque (Busby et al., 1987; Fischer and Spiess, 1987). La pyroglutamisation, qui est
I’une des dernicres étapes de la maturation des neuropeptides, s’effectue dans les granules de
sécrétion (Figure 3). Elle conditionne I’activité biologique de certains peptides comme la TRH
et la GnRH (Vale and Rivier, 1975) mais elle est sans effet dans le cas de la neurotensine
(Kitabgi et al., 1980), de la CRH (Vale et al., 1981) et de I’apéline (Parthsarathy et al., 2017),
ou peut méme diminuer 1’activité du peptide comme dans le cas de ’ODN (Leprince et al.,
1998). La pyroglutamisation peut augmenter ’affinité de certains peptides pour leurs récepteurs
et/ou les protéger de la dégradation par les exopeptidases (Hinke et al., 2000; Van Coillie et al.,
1998). La glutaminyl-cyclase humaine a été clonée et caractérisée a partir d’une librairie
d’ADNc d’hypophyse humaine (Song et al., 1994) et sa structure 3D a été caractérisée par
cristallographie aux rayons X (Huang et al., 2005a). Le site actif de la glutaminyl-cyclase
humaine est constitué d’un atome de zinc ainsi que d’un réseau de liaisons hydrogéne
impliquant trois résidus particulierement conservés (Glu?®, Asp?® et Asp®®) (Huang et al.,
2005b, 2008).
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1.2.8 Acétylation de la fonction N-terminale

L’acétylation est une modification tardive catalysée par une N-acétyl-transférase qui assure le
transfert du groupement acétyl de 1’acétyl-coenzyme A sur I’extrémité N-terminale des
peptides. A ce jour, il existe peu d’exemples de peptides acétylés mis a part la B-endorphine,
acétylée sur la Tyr' (Smyth et al., 1979), I’a-MSH, sur la Ser* (O’Donohue et al., 1981), et
éventuellement 1’ocytocine et la vasopressine (Liu et al., 1988; de Wied et al., 1993). L’a-MSH
peut également subir une O-acétylation de la sérine N-terminale (Rudman et al., 1979).
L’acétylation confére aux peptides une certaine protection vis-a-vis des aminopeptidases,
prolongeant ainsi leur demi-vie dans les fluides biologiques (Praissman et al., 1982). Par
ailleurs, elle peut moduler I’activité biologique intrinséque des peptides. Ainsi, I’acétylation est
nécessaire a I’activité biologique de I’a-MSH (O’Donohye et al., 1982). A I’inverse, elle atténue

fortement 1’activité morphinomimétique de la B-endorphine (Deakin et al., 1980).
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Chapitre 2 : Les peptides RFamide

Le terme de peptides RFamide ou RFamide-related peptides (RFRPs) désigne une famille de
peptides biologiquement actifs dont les membres possedent tous le motif structural Arg-Phe-NH>

a leur extrémité C-terminale. Cette famille est largement représentée dans tout le régne animal.

2.1 Les peptides RFamide chez les invertébrés

Chez les invertébrés, les peptides RFamide représentent une des plus grandes familles de peptides
régulateurs. Historiguement, le premier peptide de cette famille a avoir été identifié est le peptide
FMRFamide (H-Phe-Met-Arg-Phe-NHy), isolé a partir de ganglions nerveux du mollusque
bivalve Macrocallista nimbosa, sur la base de son activité cardioexcitatrice (Price and
Greenberg, 1977). Par la suite, de nombreux RFRPs ont été identifiés chez différentes classes
d’invertébrés terrestres et marins (Krajniak, 2013; Walker et al., 2009), comme les cnidaires
(Krajniak, 2013; Moosler et al., 1996, 1997), les nématodes (Peymen et al., 2014), les annélides
(Evans et al., 1991; Salzet et al., 1994), les mollusques (Hoek et al., 2005; Tensen et al., 1998)
et les arthropodes (Ma et al., 2009b). La liste ne cesse de s’agrandir comme I’indique la
caractérisation chez la seiche Sepia officinalis d’un nouveau RFRP de 6 aa, nommeé SepFRF1,
appartenant a la sous-famille des neuropeptides LFRFamide (Zatylny-Gaudin et al., 2010), et
I’analyse transcriptomique plus récemment réalisée chez la limace grise Deroceras reculatum
(Ahn et al., 2017). Les RFRPs ont été particulierement bien étudiés chez deux invertébres
modeéles, le ver Caenorhabditis elegans et la mouche Drosophila melanogaster, espéces dont les

génomes sont entierement séquences et bien annotés.

Chez C. elegans, I’analyse bioinformatique du génome a permis 1’identification de 31 génes,
nommées FMRFamide-like peptides (flp) 1 a flp28, flp32, flp33 et flp34, susceptibles de coder
des RFRPs (Peymen et al., 2014; Walker et al., 2009). Parmi les 70 RFRPs différents recenses
chez C. elegans, 49 ont été d’ores et déja caractérisés biochimiquement. Ce nombre continue
d’augmenter avec la caractérisation en 2009 de ’'unique RFRP codé par le géne flp-27,
appartenant a la sous-famille des neuropeptides F (NPFs) (Clynen et al., 2009). L’expression des
genes flp a pu étre étudiée grace a un systeme de géne rapporteur green fluorescent protein (GFP)
chez des animaux transgéniques. 1l a ainsi été montré que plus de 50% des neurones de C. elegans
expriment au moins un de ces génes. Neanmoins, la plupart des genes sont exprimés dans des

populations distinctes de neurones. Certains de ces génes sont également exprimés dans les
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cellules non-neuronales telles que les cellules musculaires au niveau de la téte, du pharynx, les
cellules de I’utérus et de la vulve (Peymen et al., 2014). A ce jour, peu de récepteurs de RFRPs
ont été caractérisés chez C. elegans. Les RFRPs codés par les genes flp-18 et flp-21 sont les
ligands endogénes d’un récepteur couplé aux protéines G (RCPG), le NPR-1, qui présente deux
isoformes, 215F et 215V, impliquées respectivement dans le comportement social et solitaire de
la prise de nourriture (Rogers et al., 2003). Les peptides codes par les genes flp-2 et flp-18 activent
respectivement les récepteurs FLP-2 et FLP-18 R1, couplés a des protéines G¢/Gs (Kubiak et al.,
2008; Mertens et al., 2005). Le récepteur FLP15R, localisé dans de nombreux motoneurones,
relaie quant a lui, les effets locomoteurs des deux peptides codés par le géne flp-15 (Keating et
al., 2003). Plus recemment, le récepteur FRPR-4 a été impliqué dans le comportement de
quiescence de C. elegans induit par les RFRPs codés par le géne flp-13 (Nelson et al., 2014,
2015). Enfin, il est intéressant de noter que la délétion du gene flp-1 provoque d’importants
déficits sensoriels et moteurs tels qu’une perte de la sensibilité osmotique, une hyperactivité,

ainsi qu’une diminution du nombre de pontes (Nelson et al., 1998).

Chez la drosophile, il n’existe que 5 génes a I’origine de 5 groupes de RFRPs : les FMRFamide-
containing peptides, la myosuppressine, les sulfakinines (SKs), les NPFs et les short NPFs
(SNPFs) (Krajniak, 2013; Né&ssel, 2002). Le précurseur des FMRFamide-containing peptides
génere 5 peptides différents, issus d’un géne unique nommé dFMRFamide, produits de facon
tissu-spécifique (Nichols, 2003). Les FMRFamide-containing peptides présentent tous le motif
FMRF-NH: a leur extrémité C-terminale et possedent une région N-terminale variable tant en
longueur qu’en structure. Ces peptides sont localisés dans les lobes cérébraux, le tractus gastro-
intestinal et le systeme reproducteur (Nichols, 2003). Ils sont impliqués dans de nombreux
processus physiologiques, tels que la régulation de D’activité synaptique, de la fréquence
cardiaque et de la motilité gastrique (Johnson et al., 2000; Kaminski et al., 2002; Krajniak, 2013;
Nichols, 2003; Nichols et al., 1999). La myosuppressine, originellement identifiée chez la blatte
Leucophaea maderae, a été caractérisée chez de nombreux insectes et présente le motif
XDVXHXFLRFamide (Holman et al., 1986; Nichols, 2003). Chez la drosophile, la
myosuppressine réduit la fréquence des contractions des muscles cardiaques, intestinaux et de
I’oviducte (Kaminski et al., 2002; Krajniak, 2013; Merte and Nichols, 2002). Les SKs présentent
la particularité de contenir une tyrosine sulfatée et possédent des homologies de séquence avec
les peptides de la famille gastrine/CCK des vertébres. Le précurseur peut génerer deux SKs,
nommées SK I et II, isolées dans un premier temps chez la blatte puis chez d’autres espéces

d’insectes (Nachman et al., 1986a, 1986b). Les SKs ont une séquence commune de type
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E/DDYGHMRFamide ou Y est la tyrosine sulfatée. Les SKs sont les ligands endogénes d’un
RCPG, nommé DSK-R1, cloné chez la drosophile, qui présente une forte homologie avec les
récepteurs CCK-A et CCK-B des vertébrés (Kubiak et al., 2002). Comme de nombreux autres
RFRPs, les SKs modulent 1’activité musculaire au niveau du cceur et de 1’intestin (Nachman et
al., 1986b; Predel et al., 2001). Les SKs exercent par ailleurs un effet inhibiteur sur la prise
alimentaire, similaire a celui de la CCK, et il a été montré que la sulfatation de la tyrosine est
indispensable a leur activité tout comme pour la CCK (Maestro et al., 2001). Le NPF,
originellement isolé a partir du ténia Moniezia expansa, présente une identité de séquence
d’environ 30% avec les membres de la famille du NPY chez les vertébrés (Maule et al., 1992).
Néanmoins la seéquence C-terminale du NPF de drosophile (RVRF-NH>) differe de celle du NPY
(RQRY-NH:) hautement conservée chez les vertébrés. Les NPFs, peptides de 36 a 40 aa, et les
SNPFs, de 6 a 11 aa (Spittaels et al., 1996), sont produits par des génes distincts : le premier
générant un précurseur a I’origine d’un seul NPF et le second un précurseur a 1’origine de deux
SNPFs chez la drosophile (Clynen et al., 2009). De plus, les NPFs et SNPFs exercent leurs effets
via des RCPGs différents, respectivement le Drm-NPFR et le Drm-NPFR76F, qui présentent des
similarités structurales avec le récepteur Y2 des vertébrés (Feng et al., 2003; Garczynski et al.,
2002; Mertens et al., 2002). Les deux récepteurs sont exprimés dans le systeme nerveux central
(SNC) et I’intestin de la drosophile mais seul le Drm-NPFR est présent dans les ovaires et les
tubes de Malpighi. Le NPF est impliqué dans plusieurs activités biologiques chez la drosophile,
telles que le contr6le du comportement alimentaire (Wu et al., 2003) et de la reproduction
(Cerstiaens et al., 1999). L’expression des NPFs est régulée par des facteurs circadiens comme
les produits des genes timeless, clock et cycle, et par des facteurs impliqués dans le dimorphisme
sexuel tels que ceux issus des genes transformer et fruitless (Lee et al., 2006). Les SNPFs
contrdlent la croissance et le métabolisme et en particulier I’expression des drosophila insulin-
like peptides (Dilps) selon un mécanisme faisant intervenir 1’extracellular signal-related kinase
(ERK) (Lee et al., 2004, 2008).

2.2 Lespeptides RFamide chez les vertébrés

Le nombre de peptides RFamide identifiés chez les vertébrés et notamment chez les mammiferes
est beaucoup plus restreint que chez les invertébrés. A ce jour, sans tenir compte des orthologues,
seulement 5 genes (farp-1 a -5) codant 7 peptides RFamide ont été identifiés pour I’ensemble des
mammiferes (Findeisen et al., 2011; Fukusumi et al., 2006; Parhar et al., 2012) (Tableau 1). Ces

peptides sont classés en cing groupes retrouvés chez tous les vertébrés : les neuropeptides FF
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(NPFF) et AF (NPAF); le prolactin-releasing peptide (PrRP); les RFRP-1, -3 ou gonadotropin-
inhibitory hormone (GnlH); la métastine/kisspeptine; et le 26RFa/QRFP. Ce dernier fera 1’objet
du chapitre 3.

Tableau 1 : Génes et séquences des peptides RFamide connus chez ’homme

Géne Peptides Séquences
farp-1 NPFF FLFQPQRF-NH,
P NPAF AGEGLNSQFWSLAAPQRF-NH,
farp-2 PrRP2o TPDINPAWYASRGIRPVGRF-NH,
P PrRP3; SRTHRHSMEIRTPDINPAWYASRGIRPVGRF-NH,
farp-3 RFRP-1 MPHSFANLPLRF-NH,
P RFRP-3/GnIH VPNLPQRF-NH.
métastine/
farp-4 kisspeptine GTSLSPPPESSGSPQQPGLSAPHSRQIPAPQGAVLVQREKDLPNYNWNSFGLRF-NH.
J6RFa TSGPLGNLAEELNGYSRKKGGFSFRF-NH,
farp-5 43RFa/QRFP DEGSEATGFLPAAGEKTSGPLGNLAEELNGYSRKKGGFSFRF-NH;

Le motif RF-NH; conservé est indiqué en rouge.

2.2.1 Le NPFF etle NPAF

Les NPFF et NPAF ont été les premiers RFRPs a avoir été caractérisés chez les mammifeéres
(Yanget al., 1985). Ces deux peptides ont été isolés a partir d’extraits de cerveau de beeuf'a I’aide
d’un anticorps dirigé contre le tétrapeptide FMRFamide de mollusque. La structure du précurseur
du NPFF, déduite de la séquence de I’ADNc humain, de beeuf, de rat et de souris, a révélé que le
NPFF et le NPAF sont issus d’un méme précurseur dont la maturation met en jeu une arginine
isolée pour le NPAF et une alanine atypique pour le NPFF (Perry et al., 1997; Vilim et al., 1999)
(Figure 8A). Dans la moelle épiniére de rat et de souris, les formes majoritaires de NPFF sont
des peptides allongés de trois résidus en position N-terminale, le NPA-NPFF et le SPA-NPFF,
respectivement (Figure 8B), (Bonnard et al., 2001, 2003). La présence d’un site de clivage
canonique pour les PCs en amont du tripeptide N-terminal indique que ces peptides allongés
correspondent aux formes natives du NPFF (Bonnard et al., 2001, 2003). Les mémes auteurs ont
isolé un second RFRP, le NPSF, a partir d’extraits de moelle épinicre de rat et de souris. Il semble
toutefois que ce peptide ne soit qu’un fragment de dégradation du NPAF. De la méme facon, le
NPSF caracatérisé dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) humain serait un produit de
dégradation du NPAF (Burlet-Schiltz et al., 2002).
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A
R GR R GKK
PS | (113a)
(SQA-NPFF) 'S/QAIFLFQPQRF-NH‘Z: AGEGLNSQFWSLAAPQRF-NH,,  (NPAF)
B (NPFF) IFLFQPQRF-NH,! 'SLAAPQRF-NH;  (NPSF)
Peptide Espéce Séqguence Référence
NPFF  Homme FLFQPQRF-NH, (Sundblom et al., 1997)
Boeuf FLFQPQRF-NH, (Yang et al., 1985)
Rat FLFQPQRF-NH; (Bonnard et al., 2001)
souris FLFQPQRF-NH, (Bonnard et al., 2001)
SQA-NPFF  Homme! SQAFLFQPQRF-NH, (Perry et al., 1997)
NPA-NPFF Rat NPAFLFQPQRF-NH, (Bonnard et al., 2001)
SPA-NPFF Souris SPAFLFQPQRF-NH; (Bonnard et al., 2003)
NPAF  Homme AGEGLNSQFWSLAAPQRF-NH,  (Burlet-Schiltz et al., 2002)
Boeuf AGEGLSSPFWSLAAPQRF-NH, (Yang et al., 1985)
Rat! EFWSLAAPQRF-NH. (B rlet-Schiltz et al., 2002)
Souris QFWSLAAPQRF-NH, (Bonnard et al., 2003)
NPSF  Homme SLAAPQRF-NH;  (Burlet-Schiltz et al., 2002)
Rat SLAAPQRF-NH;  (Burlet-Schiltz et al., 2002)
Souris SLAAPQRF-NH; (Bonnard et al., 2001)

Figure 8: Représentation schématique du précurseur humain du NPFF et NPAF (A) et alignement
de séquences des peptides RFamides produits a partir du précurseur du NPFF et NPAF chez
I’homme et quelques mammiféres (B). (A) Les aa basiques impliqués dans le clivage sont représentés
en vert. La glycine servant a I’amidation est indiquée en rouge. (B) 'Peptide prédit a partir de la séquence
du précurseur. Les aa conservés par rapport aux séquences des peptides humains sont indiqués en rouge.
La distribution des peptides issus du prépro-NPFF a été étudiée chez le rat par

immunohistochimie et hybridation in situ. L’ARNm du NPFF et le peptide NPFF sont localisés
dans de nombreuses régions du SNC (Panula et al., 1996, 1999), notamment dans
I’hypothalamus, et plus particulicrement dans 1’aire préoptique médiane, le noyau
suprachiasmatique, entre les noyaux dorsomédian et ventromédian, et les noyaux

hypothalamiques paraventriculaire et supraoptique, ainsi que dans le noyau du tractus solitaire,
dans la corne dorsale de la moelle épinicre et dans le lobe nerveux de I’hypophyse postérieure.

Les transcrits sont retrouvés en moindre abondance dans le noyau accumbens et le noyau de la
strie terminale. Au niveau périphérique, le NPFF est exprimé dans le cortex et la médullo-

surrénale ainsi que la rate (Labrouche et al., 1998; Nieminen et al., 2000).
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L’ensemble des peptides issus du précurseur du NPFF, excepté le NPSF, présentent des affinités
nanomolaires pour deux récepteurs a sept domaines transmembranaires orphelins, nommeés
NPFF-1 (ou OT7T022) et NPFF-2 (ou HLWART77), avec une préférence pour le NPFF-2 (Bonini
et al., 2000; Elshourbagy et al., 2000; Mollereau et al., 2002). Les récepteurs humains, hNPFF-1
et hNPFF-2, partagent 59% d’identité de séquence entre-eux et présentent des homologies de
séquence (31 a 37%) avec les récepteurs A et B des orexines, Y1, Y2 et Y4 du NPY, ainsi que
ceux de la CCK (Bonini et al., 2000; Gouardéres et al., 2007). La co-expression des récepteurs
hNPFF-1 et hNPFF-2 avec des protéines G chimériques dans différentes lignées cellulaires a
permis de révéler un couplage de type Gs ou Gip conduisant a une inhibition de la voie de
I’adénylyl cyclase (Bonini et al., 2000; Elshourbagy et al., 2000; Gouarderes et al., 2007; Kotani
et al., 2001a). Les ARNm du hNPFF-1 sont exprimeés essentiellement dans la moelle épiniere,
I’hippocampe et I’amygdale, et dans une moindre mesure dans le thalamus et I’hypothalamus.
Les transcrits du NPFF-2 sont majoritairement retrouvés dans 1’amygdale, le gyrus cingulaire, le
noyau accumbens, le placenta, I’hypophyse, le tissu adipeux et le testicule (Bonini et al., 2000;
Elshourbagy et al., 2000; Kotani et al., 2001a).

La présence de transcrits des NPFF et NPAF dans la moelle épiniere laisse entrevoir un role de
ces peptides dans la modulation de la nociception (Ayachi and Simonin, 2014). De fait, au niveau
supra-spinal, I’injection intracérébroventriculaire (i.c.v.) de NPFF attenue 1’analgésie induite par
la morphine (Roumy and Zajac, 1998; Wu et al., 2010; Yang et al., 1985, 2008a). La co-
administration de RF9, antagoniste des récepteurs NPFF-1 et NPFF-2, supprime cet effet anti-
opioide (Fang et al., 2008). Au niveau spinal, I’injection intrathécale (i.t.) de NPFF,
contrairement a I’injection i.c.v., potentialise les effets opioides de la morphine (Elhabazi et al.,
2012; Roumy and Zajac, 1998; Simonin et al., 2006; Yang et al., 2008a). Ces effets opposés anti-
et pro-opioides du NPFF sont encore mal compris. Ils pourraient s’expliquer par le fait que le
NPFF agirait plutét comme un modulateur des fonctions opioides endogénes que comme un
authentique anti-opioide. En effet, le NPFF est incapable d’interagir directement avec les
récepteurs p et & des opiacés de la moelle épiniére (Gouardeéres et al., 1996). Cependant,
’analgésie provoquée par le NPFF est bloquée, comme celle de la morphine, par des antagonistes
opioides, ce qui suggere que cette analgésie passe par la stimulation du systeme opioide.
L’ensemble de ces données indique que le NPFF utilise plutot qu’il ne compense le systéme
opioide pour produire ses effets. C’est aussi en modulant le méme systéme que le NPFF modifie
la prise alimentaire. Ainsi, I’injection de faibles doses de NPFF dans le noyau parabrachial inhibe

I’effet orexigene induit par le DAMGO, un agoniste du récepteur p des opioides. A I’inverse, a
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forte dose, le NPFF stimule la prise alimentaire et son action est bloquée par la naloxone, un
antagoniste des récepteurs opioides (Nicklous and Simansky, 2003). En réalité, il a été montré
que le NPFF stimule la libération de neuropeptides, tels que le NPY et la B-endorphine, lesquels
moduleraient 1’activité des récepteurs aux opioides p et x (Cline and Mathews, 2008). La
présence de sites de liaison du NPFF dans le cceur et le noyau du tractus solitaire suggere que ce
peptide pourrait exercer des effets sur le systéme cardiovasculaire. De fait, 1’injection
intraveineuse (i.v.) ou i.t. de NPFF augmente la pression artérielle et le rythme cardiaque chez le
rat (Fang et al., 2010). Les effets hypertenseurs sont partiellement inhibés par un antagoniste des
récepteurs adrénergiques ol alors que les effets sur la fréquence cardiaque passent par les
récepteurs muscariniques et B adrénergiques (Fang et al., 2010; Laguzzi et al., 1996). Enfin, le
NPFF et le NPAF semblent exercer des effets neuroendocrines, puisque le NPFF inhibe la
sécrétion d’aldostérone (Labrouche et al., 1998) et le NPAF stimule les sécrétions d’ACTH et de
corticostérone (Jaszberényi et al., 2009). Récemment, un modéle de souris invalidées pour le
géne du NPFF-1 a été généré. Cette délétion n’impacte ni le déclanchement de la puberté ni la
fertilité des animaux. En revanche, les auteurs ont rapporté une augmentation de la sensibilité a
I’obésité et a I’hypogonadisme chez les jeunes souris soumises respectivement a un régime gras

et & un stress (Leon et al., 2014).

De nombreuses études de relations structure-activité (RSA) du NPFF ont été réalisées afin de
développer des agonistes et antagonistes sélectifs des récepteurs NPFF-1 et -2. Les résultats
montrent que 1’intégrité des quatre aa C-terminaux PQRF et la présence du radical amide sont
nécessaires a la liaison et a 1’activation des deux récepteurs (Mollereau et al., 2002; Payza et al.,
1993). A I’inverse, le remplacement des quatre aa N-terminaux par différents résidus ne modifie
que tres légérement I’affinité et I’activité du peptide (Mazarguil et al., 2001; Payza et al., 1993).
Ces études ont conduit au développement d’un analogue peptidique particulierement intéressant
du NPFF, le 1DMe ([D-Tyr!,NMePhe3]NPFF) (Figure 9A). Tout aussi puissant que le NPFF, cet
agoniste est tres souvent utilisé dans les études in vivo en raison de sa forte résistance a la
dégradation enzymatique (Gicquel et al., 1992; Roumy and Zajac, 1998). Par ailleurs, un brevet
a été déposé sur un autre analogue peptidique NPFF, le daY8Ra (desaminoTyr-[desPhe®]NPFF ;
Figure 9B), qui attenue les effets addictifs aux opioides et les syndromes de sevrage (Payza and
Malin, 1993). La modélisation moléculaire sous contraintes RMN du NPAF humain a montré
qu’en milieu aqueux la partie centrale, Asn® & Ala'* (Figure 8B), forme une hélice a et que, dans
un milieu mimant les membranes biologiques, les quatre résidus C-terminaux se structurent en

un coude B de type I qui joue un rdle crucial pour la reconnaissance du récepteur (Miskolzie and
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Kotovych, 2003). L’homologie de séquence des récepteurs NPFF-1 et NPFF-2 avec les
récepteurs du NPY a conduit deux équipes a étudier ’affinité et I’activité des ligands sélectifs de

ces derniers sur les récepteurs du NPFF.

OH
A oH B C
ey i
N
g HN i
0
HNTY HN So © / NH
HN yNHz
Qs
w0 o B2y P e S/
§ H/ 0 TNyNG H HZN/K/
! TN NH
HN N SN ) N 07 "NH,
W 1 o
o=
= NH \
o NH, HZN / H,

HN

Figure 9: Structure de quelques ligands peptidiques des récepteurs NPFF-1 et NPFF-2. (A) 1DMe,
(Gicquel et al., 1992). (B) daY8Ra, (Payza and Malin, 1993). (C) BIBP 3226, (Rudolf et al., 1994).

Bien que le NPY soit incapable de se lier aux NPFF-1 et -2, un antagoniste sélectif du récepteur
Y1, le BIBP 3226 (Figure 9C), deplace la liaison du NPFF radio-iodé avec une assez forte affinité
et bloque méme I’effet du NPFF sur la production d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc)
par une lignée cellulaire CHO exprimant I’un des récepteurs hNPFF-1 ou hNPFF-2 (Bonini et
al., 2000; Mollereau et al., 2002). In vivo, I’injection i.c.v. de BIBP 3226 réduit significativement
les effets hypothermisants et anti-opioides induits par le NPFF (Fang et al., 2006). Par la suite,
de nombreux analogues du BIBP 3226 ont été synthétisés dans le but de développer des
antagonistes sélectifs de 1’un des récepteurs du NPFF. Malheureusement, les antagonistes
synthétisés a 1I’époque, méme les plus sélectifs vis-a-vis du NPFF-1 présentent toujours une
bonne affinité pour le récepteur Y1 du NPY (Vyas et al., 2006). Neuf ans plus tard, Kim et ses
collaborateurs ont finalement réussi a synthétiser un antagoniste sélectif des récepteurs du NPFF
en se basant sur la structure du BIBP 3226, le GJ14. In vivo, I’infusion i.c.v de GJ14 chez la
souris annihile complétement les effets anxiolytique et stimulateur de 1’axe hypothalamo-
hypophyso-surrénalien induits par un agoniste du NPFF-1 (Kim et al., 2015). Par ailleurs, un
antagoniste non sélectif des récepteurs du NPFF, le RF9 (N-adamentanoyl-Arg-Phe-NH; Figure
10A), a été développé a partir du dipeptide H-Arg-Phe-NH.. Le RF9 se lie aux récepteurs NPFF-
1 et NPFF-2 avec une affinité de 58 nM et 75 nM, respectivement, et ne reconnait pas les
récepteurs du NPY ni ceux d’autres peptides RFamide comme les GPR10, GPR54 et GPR103
(Simonin et al., 2006). In vivo, le RF9 bloque les effets cardiovasculaires, hypothermisants et
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Figure 10 : Structure de quelques ligands peptidiques des récepteurs NPFF-1 et NPFF-2. (A) RF9,
N-adamentanoyl-Arg-Phe-NH.. (B) RF213, 2-phénylbenzoyle-Arg-Phe-NH.. (C) RF272, (D) RF344,
(C) RF313.

anti-opioides du NPFF (Fang et al., 2008, 2008; Simonin et al., 2006; Wang et al., 2008).
Cependant, d’autres études, menées in vitro, ont montré que cet antagoniste présente également
une activité agoniste non négligeable vis-a-vis du récepteur NPFF-1 et une activité agoniste
partielle sur le récepteur NPFF-2 en stimulant la production d’AMPc (Findeisen et al., 2012; Kim
etal., 2015; Talmont et al., 2010). De plus, le RF9 stimule in vivo la libération de gonadotrophine
chez plusieurs especes de mammiféres en mettant en jeu probablement les récepteurs des
kisspeptines (Pineda et al., 2010a; Rizwan et al., 2012). Ces résultats ont soulevé de nombreuses
questions sur la fiabilité du RF9 comme outil pharmacologique pour bloquer les effets du NPFF
mais ont, néanmoins, favorisé le développement de nouvelles molécules. Ainsi, la modulation de
la partie N-terminale du RF9 a conduit a I’identification du RF213 comportant un motif 2-
phénylbenzoyle (Figure 10B). Le RF213 montre une affinité subnanomolaire (Ki = 0,32 nM)
pour le NPFF-1 et une selectivité largement en défaveur du NPFF-2 (Ki = 590 nM). Administré
par voie sous-cutanée, il prolonge I’analgésie du fentanyl et attenue son action hyperalgique

paradoxale a plus long terme (Gealageas et al., 2012). Les auteurs se sont ensuite focalisés sur le
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résidu C-terminal du dipeptide 2-phenylbenzoyl-Arg-Phe-NH». Ainsi, la suppression de la
fonction carboxamide (RF272, Figure 10C) réduit d’environ 100 fois 1’affinité vis-a-vis du
NPFF-1 (Ki = 58 nM) tout en améliorant d’un facteur deux celle concernant le NPFF-2 (Ki =
250 nM), suggérant par la méme qu’une certaine sélectivité pourrait étre obtenue en permettant
ou non I’établissement de liaisons hydrogene entre la fonction carboxamide de 1’analogue et,
respectivement, certains residus du NPFF-1 et du NPFF-2 (Bihel et al., 2015). Toutefois, la N-
méthylation du RF272 qui conduit au RF344 (Figure 10D) rétablit des affinités proches (NPFF-
1; Ki =11 nM; NPFF-2, Ki = 25nM) de celles du RF9 sans aucune sélectivité apparente (Bihel
et al., 2015). Il semble donc que les poches d’interactions du NPFF-1 et du NPFF-2 pour les
dipeptides de type RF9 possédent plutét une zone hydrophobe qu’une tendance a engager des
liaisons hydrogéne avec les ligands. En dépit de bonnes affinités, la co-administration de RF344,
en sous-cutanée, n’inhibe pas la phase secondaire d’hyperalgie induite par le fentanyl a I’inverse
du RF9 (Bihel et al., 2015). L’optimisation pas a pas du dipeptide RF272 (2-phenylbenzoyle-
Arg-N-phenthylamine) s’est ensuite poursuivie par la modulation de la basicité de la chaine
latérale portée par le résidu arginine. L’analogue N-piperidine-ornithine, RF313 (Figure 10E),
présente des affinités plus faibles (NPFF-1, Ki = 172 nM; NPFF-2, Ki = 563 nM) par rapport au
RF272 dont il dérive directement. Néanmoins, de facon tres intéressante, 1’administration orale
de ce composé prolonge I’analgésie du fentanyl et attenue la phase d’hyperalgie paradoxale de
maniere dose-dépendante a I’instar des effets du RF213 obtenus par la voie sous-cutanée (Bihel
etal., 2015).

Deux groupes pharmaceutiques ont déposé des brevets autour de petites molécules non-
peptidiques dérivées de quinolino-, quinazolino- et thiazole-guanidine substituées (Figure 11A
et B) pour le traitement de la douleur et de I’incontinence (Synaptic Pharmaceutical corp., 2003;
Actelion Pharmaceuticals Ltd, 2004; Vyaset al., 2006). Il a été montré que, dans la série des
dérivés quinolino- et quinazolino-guanidines (Figure 11A), la substitution en Rz par un
groupement encombrant hydrophobe favorise une activité agoniste vis-a-vis des deux récepteurs
NPFF-1 et NPFF-2 alors que le remplacement par un groupement moins lipophile conduit a des
composés ayant une activité antagoniste vis-a-vis de NPFF-1 et agoniste de NPFF-2. Dans la
série des dérivés thiazole-guanidine (Figure 11B), les substitutions en R principalement par un
groupement alkyl conduisent a des composés antagonistes sélectifs du récepteur NPFF-1 (Vyas
et al., 2006).
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Figure 11: Structure de quelques ligands non-peptidiques des récepteurs NPFF-1 et NPFF-2.(A)
Composés quinolino- (X = CH) et quinazolino-guanidine (X = N), Synaptic Pharm. (B) Dérivés
bicycliques du thiazole, Actelion. Adapté de Vyas et al., 2006.

2.2.2 LePrRP

Le PrRP a été purifié a partir d’hypothalamus de beeuf par une stratégie de pharmacologie inverse
en tant que le ligand endogene du récepteur humain orphelin hGR3/GPR10 (Hinumaet al., 1998).
Codé par le géne farp-2, le prépro-peptide de 83 a 98 aa chez I’homme, le beeuf et le rat, est
constitué d’un peptide signal et d’une séquence Arg-Phe-Gly en position 52-53-54 chez
I’homme, a I’origine du motif RFamide, suivie d’un triplet basique Arg-Arg-Arg dont le clivage
permet de générer une forme moléculaire de 31 aa, désignée PrRP3;1 (Dockray, 2004; Hinuma et
al., 1998). La présence d’un site de clivage monobasique Arg au sein du PrRP3; (Arg!?) conduit
a une forme tronquée de 20 résidus ou PrRP2o (Hinumaet al., 1998) (Figure 12A). La séquence
du PrRPz; est bien conservée chez les mammiféres avec seulement trois aa différents entre
I’homme et le beeuf et deux aa entre le rat et le beeuf (Figure 12B). Un orthologue du PrRP,
nommeé C-RFa, a été identifié chez la carpe ; ce peptide présente une forte homologie de séquence

avec un peptide RFamide de mollusque désigné ACEP-1 (Fujimoto et al., 1998).

L’expression du géne codant le PrRP a été étudiée chez le rat par PCR quantitative et hybridation
in situ. Les transcrits sont présents dans des régions tres restreintes du cerveau : la partie caudale
du noyau dorsomédian de 1’hypothalamus, le noyau du tractus solitaire, les noyaux ventrolatéral
et réticulaire du bulbe rachidien et a un moindre niveau dans la moelle épiniére (Fujii et al., 1999;
Hinumaet al., 1998; Lee et al., 2000; Minami et al., 1999). Au niveau peériphérique, les transcrits
du PrRP sont exprimés dans 1’hypophyse antérieure, le pancréas, I’intestin, la surrénale, le

testicule et 1’épididyme (Fujii et al., 1999; Nieminen et al., 2000; Roland et al., 1999).
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A
R GRRR
PS L ] | (87aa)
PrRP3;
B PrRP,,
Peptide Espéce Séquence
Homme SRTHRHSMEIRTPDINPAWYASRGIRPVGRF-NH,
Boeuf SRAHQHSMEIRTPDINPAWYAGRGIRPVGRF-NH,
PrRP31
Rat SRAHQHSMETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH,
Souris SRAHQHSMETRTPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH,
Homme TPDINPAWYASRGIRPVGRF-NH,
Boeuf TPDINPAWYAGRGIRPVGRF-NH,
PrRP2o
Rat TPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH,
Souris TPDINPAWYTGRGIRPVGRF-NH,

Figure 12: Représentation schématique du précurseur humain du PrRP (A) et alignement de
séquences du PrRP (B). (A) Les aa basiques impliqués dans le clivage sont représentés en vert. La
glycine servant a I’amidation est indiquée en rouge. (B) Séquence des PrRP3; et PrRP2o chez ’homme

et quelques mammiferes. Les aa conservés sont indiqués en rouge.

Le récepteur humain du PrRP, nommé hGR3 ou GPR10, est un RCPG qui possede 89% d’identité
de séquence avec son orthologue UHR-1 chez le rat. Il présente des homologies de séquence
modérées (29 a 31%) avec les récepteurs Y1 du NPY, des tachykinines (substance P et substance
K), SSTR3 et SSTRS de la somatostatine, et p, 6 et k des opioides (Welch etal., 1995). Le GPR10
est couplé a une protéine de type Gq ou Gip qui permet d’une part une activation de la
phospholipase A2 entrainant une augmentation de la production d’acide arachidonique (Hinuma
et al., 1998) et d’autre part la phosphorylation des protéines kinases ERK et JNK, en partie via
la voie de signalisation de la protéine kinase C (PKC), stimulant ainsi des facteurs de
transcription de type Ets (Kimura et al., 2000) (Figure 13). Chez le rat, le récepteur UHR-1 est
exprimé dans de nombreuses régions du SNC, telles que le noyau réticulé du thalamus, les
noyaux hypothalamiques paraventriculaire, périventriculaire et dorsomédian, ainsi que dans le
noyau du tractus solitaire (Fujii et al., 1999; Roland et al., 1999). Au niveau périphérique, UHR-
1 est retrouvé essentiellement dans I’hypophyse antérieure, la surrénale, le testicule et

1I’épididyme (Nieminen et al., 2000).
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Figure 13: Représentation schématique du couplage du GPR10, récepteur du PrRP. ERI
extracellular signal-related kinase; JNK, c-Jun N-terminal protein kinase; PKC, protéine kinase C; P
phospholipides; PLA2, phospholipase A2.

Le PrRP a étéinitialement identifié comme un facteur stimulant la sécrétion de prolactine in vitro
sur une lignée de cellules hypophysaires de rat et des explants hypophysaires (Hinuma et al.,
1998). Cependant, cet effet n’a pas été systématiquement retrouvé in vivo (Curlewis et al., 2002;
Jarry et al., 2000; Sun et al., 2005; Takahashi et al., 2000). L’expression des ARNm du PrRP
diminue dans des situations ou la balance énergétique devient négative telles que le je(ne ou la
lactation (Lawrence et al., 2000). L’injection i.c.v. de PrRP induit un effet anorexigéne chez le
rat . De plus, les souris dont le géne codant le GPR10 a été invalidé (GPR107) sont
hyperphagiques et obéses, et présentent des taux plasmatiques de triglycérides, de leptine et
d’insuline ¢élevés, une augmentation de la masse graisseuse et une diminution de la tolérance au
glucose (Bjursell et al., 2007; Gu et al., 2004). L’effet anorexigéne du PrRP serait relayé en partie
par les neurones a CRH (Lawrence et al., 2004). En effet, le PrRP induit une augmentation de
’activité des neurones a CRH dans le noyau paraventriculaire, visualisée par ’expression de la
protéine c-fos, alors que I’astressine, antagoniste du récepteur de la CRH, bloque la diminution
de la prise alimentaire induite par le PrRP (Bechtold and Luckman, 2006; Lawrence et al., 2004).
L’injection i.c.v. de PrRP31 chez le rat augmente indirectement le niveau plasmatique d’ACTH
par stimulation de la sécrétion de CRH (Seal et al., 2002). Par ailleurs, la CCK, un peptide
impliqué dans la satiété, active les neurones a PrRP (Dodd and Luckman, 2013; Lawrence et al.,
2002) et chez les souris GPR107, contrairement aux souris sauvages, I’injection intrapéritonéale
(i.p.) de CCK n’induit pas de diminution de la prise alimentaire (Bechtold and Luckman, 2006),
suggeérant que le systeme PrRP/GPR10 est un relai de la CCK sur son effet satiétogéne. Le PrRP

stimule également la libération d’ocytocine et I’administration d’un antagoniste du récepteur de
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I’ocytocine atténue les effets anorexigeénes du PrRP et de la CCK (Bechtold and Luckman, 2006;
Maruyama et al., 1999; Onaka et al., 2010). Comme beaucoup de peptides RFamide, le PrRP
régule les fonctions cardiovasculaires. Ainsi, I’injection i.c.v. de PrRP2 ou de PrRP3; induit une
augmentation de la pression artérielle et de la fréquence cardiaque (Samson et al., 2000). Les
effets du PrRP sur I’activité cardiovasculaire sont inhibés par le RF9, antagoniste des récepteurs
du NPFF (Engstrém et al., 2003; Ma et al., 2009a). Enfin, I’injection i.c.v. de PrRP induit une
hyperalgésie et inhibe 1’effet analgésique de la morphine chez des souris sauvages alors qu’elle
ne provoque pas d’action chez les souris GPR107", indiquant que le peptide agit indirectement

sur les systémes opioidergiques via le GPR10 (Laurent et al., 2005).

Une étude de modélisation sous contraintes RMN a montré qu’au contact de micelles de
dodécylsulfate de sodium (SDS), les dix résidus C-terminaux du PrRP2o forment une hélice a
tandis que les aa N-terminaux ont tendance a se structurer en un coude 3 autour du résidu proline
en position 2 (Deluca et al., 2013; D’Ursi et al., 2002). L’étude des RSA du PrRP indique que
I’heptapeptide C-terminal (PrRP25-31)) est la séquence minimale requise pour activer le récepteur
(Roland et al., 1999). La substitution de chaque aa du PrRPs.31) par une alanine conduit a des
analogues moins affins, voire incapables de se lier au récepteur (Roland et al., 1999). L’activité
et D’affinit¢ d’une série d’analogues du PrRP9.31) (WYASRGIRPVGRF-NH2) ont été
déterminées par mesure de leur capacité a mobiliser le calcium cytosolique ([Ca?*]i) dans une
lignée cellulaire sur-exprimant le GPR10 et a déplacer la liaison du PrRP radio-iodé (Boyle et
al., 2005). Il ressort de cette étude que 1) la Phe3! peut étre remplacée par différents résidus avec
des groupements encombrants hydrophobes sans perte d’activité; 2) les analogues modifiés au
niveau des aa Ala?l, Ser??, Gly?*, Ile® et Val®® par différents résidus présentent des activités
similaires a celle du PrRP(g.1), et 3) I’Arg® ne peut étre modifiée sans perdre d’affinité ou
d’activité, suggérant que ce résidu est nécessaire a la liaison et/ou 1’activation du récepteur.
L’effet de 1’octapeptide C-terminal PrRPs, ou PrRP@s-31y (GIRPVGRF-NH>), sur I’activité
cardiovasculaire et sur la modulation de la douleur a fait I’objet d’un brevet (OY Juvantia Pharma
Ltd, 2001). Briévement, la microinjection de PrRPg dans le noyau du tractus solitaire n’induit
pas d’augmentation du seuil douloureux a I’inverse du PrRP2o, alors que 1’injection i.v. de PrRPg
provoque une élévation de la pression artérielle identique a celle du PrRP2g. Ces résultats
suggerent que les effets du PrRP seraient relayés par au moins deux récepteurs distincts : le
GPR10 qui serait impliqué dans la réponse nociceptive et dont 1’activation ne nécessite que
I’extrémité N-terminale du peptide, et le NPFF-2 qui requiert 1’extrémité C-terminale du PrRP

pour agir sur la fonction cardiovasculaire. Une étude plus récente montre que le remplacement
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de la Phe® de PrRP2 par une naphtylalanine ou une tyrosine, conduit & des composés aux
propriétés intéressantes. En effet, in vivo, I’injection centrale de ces analogues chez des souris
affamées, génére une anorexie plus durable que le PrRP2 (Maletinska et al., 2011). Cet effet peut
étre reproduit par I’administration i.v. des dérivés palmitoylé et myristoylé du PrRP3o dont les
propriétés pharmacochimiques leurs permettent de franchir la barriere hématoencéphalique
(Maletinska et al., 2015). A notre connaissance, aucun ligand non-peptidique du GPR10 n’a été

décrit a ce jour.

2.2.3 Le RFRP-1, le RFRP-3 etla GnIH

La recherche bioinformatique de nouveaux membres de la famille des peptides RFamide a partir
de banques d’expressed sequence tags (ESTs) humaines a conduit a 1’identification de deux
peptides RFamide, le RFRP-1 et le RFRP-3, codés par le méme gene farp-3 (Dockray, 2004;
Hinuma et al., 2000). L’ADNc, cloné chez I’homme, le rat, la souris et le beeuf, est & 1’origine
d’un précurseur de 188 a 203 aa, constitué d’un peptide signal de 21 résidus, de deux peptides
RFamide en position centrale, RFRP-1 et RFRP-3, et d’un troisiéme peptide avec le motif C-
terminal atypique Arg-Ser-NHz, nommé RFRP-2, qui n’existe pas dans les précurseurs murins
(Hinuma et al., 2000) (Figure 14). Les séquences des RFRP-1 et RFRP-3 sont hautement
conservees chez les mammiferes avec seulement un ou deux aa différents. Il est intéressant de
noter que les quatre aa C-terminaux du RFRP-3 sont identiques a ceux du NPFF et du NPAF,
suggérant que ces peptides pourraient provenir d’un ancétre commun. Le RFRP-1 et le RFRP-3
ont été purifiés a partir d’extraits hypothalamiques de beeuf et sont constitués respectivement de
35 et 28 aa, et non de 12 et 9 aa comme 1’avait prédit 1’analyse du précurseur, indiquant que les
sites basiques lysine et arginine, en amont du motif RFGR, ne sont pas utilisés dans la maturation
du précurseur (Fukusumi et al., 2001; Yoshida et al., 2003). Chez le rat, le RFRP-3, isolé a partir
d’un extrait d’hypothalamus, est beaucoup plus court que les formes humaine et bovine puisqu’il
ne comporte que 18 aa (Ukena et al., 2002). Un orthologue du RFRP-3 a été purifié chez la caille
et nommé GnlH en raison de son effet inhibiteur sur la sécrétion de gonadotropines (Tsutsui et
al., 2000, 2012). Son gene code en réalité un précurseur a I’origine de deux autres peptides
RFamide, le GnlH-related peptide 1 (GnlH-RP-1), orthologue du RFRP-1, et le GnlH-RP-2
(Satake et al., 2001) (Figure 14). Trés récemment, ce méme gene a été caractérisé chez I’anguille

et le précurseur codé pourrait générer trois GnlH-RP (Dufour et al., communication personnelle).
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La distribution des RFRP-1, -3/GnIH a été étudiée par PCR quantitative et immunohistochimie
chez le rat. Les ARNm sont retrouvés en grande quantit¢ dans 1’hypothalamus et plus
particulierement dans les noyaux ventromédian, dorsomédian et périventriculaire et dans 1’aire
latérale, ainsi que dans I’ceil (Hinuma et al., 2000; Yano et al., 2003). Les ARNm des RFRP-1 et
-3 sont également présents dans le thalamus et I’hypophyse (Fukusumi et al., 2001; Yoshida et
al., 2003). Chez les oiseaux, les transcrits de la GnlH sont principalement exprimés dans le noyau
paraventriculaire de 1’hypothalamus, 1’éminence médiane et I’aire préoptique (Tsutsui et al.,

2000; Ukena et al., 2010).

Le RFRP-1 et le RFRP-3 lient avec une haute affinité le récepteur NPFF-1 (GPR147) et dans une
moindre mesure le récepteur NPFF-2 (Hinuma et al., 2000; Yoshida et al., 2003). L’activation
de ces récepteurs par les RFRP-1 et -3 provoque, via un couplage a une protéine de type Giso, une
inhibition de la production d’AMPc induite par la forskoline sans engendrer d’augmentation de

la [Ca®']i ni celle d’acide arachidonique (Fukusumi et al., 2001; Hinuma et al., 2000).

Les peptides issus du précurseur du NPFF, nommé pro-NPFFa, et du précurseur des RFRP-1/3,
appelé pro-NPFFg, possedent une forte homologie de séquence au niveau de leur extrémité C-
terminale et agissent sur les mémes récepteurs. Seuls les ARNm du NPFF sont retrouvés dans le
noyau supraoptique de I’hypothalamus et le noyau du tractus solitaire alors que seuls ceux des
RFRP-1/3 sont présents dans les noyaux ventromédian et périventriculaire (Yano et al., 2003).
Cette divergence d’expression suggere des fonctions biologiques différentes pour ces peptides.
Les RFRP-1 et -3 exercent principalement un réle dans la régulation de I’axe hypothalamo-
hypophyso-gonadotrope (Figure 15). Ainsi, chez de nombreuses espéces, des terminaisons de
neurones a RFRP-1/3 ou a GnlH ont été observées a proximité immédiate des corps cellulaires a
GnRH (Bentley et al., 2003; Johnson et al., 2000; Kriegsfeld et al., 2006). L’infusion i.c.v. de
RFRP-3 chez le rat inhibe I’activité des neurones a GnRH, visualisée par 1’expression de c-fos,
au niveau du noyau périventriculaire (Anderson et al., 2009). De plus, I’administration centrale
de RFRP-3 diminue I’expression des sous-unités § de la LH et de I’hormone folliculostimulante
(FSH). L’injection i.v. ou i.c.v. de RFRP-3/GnlH provoque une diminution de la sécrétion de
LH, et dans une moindre mesure, de la FSH induite par la GnRH chez le rat, la brebis et la caille
(Tsutsui et al., 2012). L’injection i.v. de RFRP-3 diminue I’amplitude des pulses de LH chez la
brebis (Clarke et al., 2008) mais est sans effet chez le rat. L’injection i.c.v. de RFRP-3 réprime
I’activité sexuelle chez le rat male, objectivée par une diminution du nombre de chevauchements

et d’intromissions (Johnson et al., 2007). De méme, la GnIH inhibe 1’expression de la GnRH et
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Figure 15: Schéma récapitulatif du réle des RFRP-1/3 et de la GnIH sur I’axe hypothalamo-hypo
physo-gonadotrope.

de la LH, ainsi que la croissance testiculaire chez la souris méle adulte (Anjum et al., 2012, 2014;
Ubuka et al., 2006). Il a été montré que 1’expression du RFRP-3/GnlH est régulée par la
mélatonine et les cestrogénes (Kriegsfeld et al., 2006; Ubuka et al., 2006). Le RFRP-3/GnIH
pourrait donc étre impliqué dans le rétro-contrdle négatif des stéroides gonadiques au niveau

hypothalamique et hypophysaire. En outre, le RFRP-1 peut également inhiber la folliculogenése
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ovarienne chez la souris (Dave et al., 2017). D’autre part, lors d’un stress, la corticostérone active
les récepteurs aux glucocorticoides présents a la surface des neurones & RFRP-3, provoquant une
régulation positive de 1’expression de RFRP-3 qui est abolie par une surrénalectomie (Kirby et
al., 2009) (Figure 15). Chez les oiseaux, la GnlH est exprimée dans les gonades et les organes
reproducteurs accessoires suggérant un réle autocrine ou paracrine sur la stéroidogenese ou la
spermatogenese (Bentley et al., 2008). Chez le hamster, le RFRP-3 et le GPR147 sont également
présents dans le testicule, notamment dans les spermatocytes et spermatides (Zhao et al., 2010).
De plus, I’injection i.c.v. de RFRP-3 provoque un effet orexigene chez le rat (Johnson et al.,
2007) et les gerboises adultes (Talbi et al., 2016). Le RFRP-1 a aussi un effet stimulateur a forte
dose sur la sécrétion de prolactine et de GH (Hinuma et al., 2000; Johnson et al., 2007; Samson
et al., 2003). Enfin, le RFRP-1 exerce un role dans la modulation de la douleur, I’injection i.c.v.

de ce peptide bloquant 1’action analgésique de la morphine (Liu et al., 2001).

A I’inverse du NPFF, les études de RSA des peptides RFRP-1 et -3 ont été peu explorées. Il a
simplement été montré que la forme moléculaire de 12 aa du RFRP-1 humain est 5 fois plus
puissante que celle de 35 aa pour inhiber la production d’AMPc induite par la forskoline
(Fukusumi et al., 2001). Les antagonistes, identifiés dans la cadre des études réalisées sur le
NPFF, principalement le RF9, ont été utilisés pour rechercher le réle des RFRP1/3 endogénes
notamment sur la reproduction (Pineda et al., 2010a, 2010b). Méme si le RF9 s’oppose a I’effet
inhibiteur du RFRP-3 ou de ses analogues sur la libération de gonadotropine (Pineda et al.,
2010a), le RF9 induit une augmentation de la sécrétion de LH et dans une moindre mesure de
FSH (Pineda et al., 2010b).

2.2.4 Les Kisspeptines

La recherche par pharmacologie inverse du ligand endogene du récepteur GPR54 (ou OT7T175
ou AXOR12) a conduit a I’identification d’un peptide RFamide de 54 aa nommé KISS-54, KP-
54 ou encore métastine en raison de son effet inhibiteur sur le développement de métastases
(Kirby etal., 2010; Kotani et al., 2001a; Muir et al., 2001; Ohtaki et al., 2001; Pinillaet al., 2012).
Le KP-54 a été isolé a partir d’un extrait de placenta humain avec deux de ses fragments C-
terminaux de 14 et 13 aa, les KP-14 et KP-13, tous deux biologiquement actifs (Kotani et al.,
2001b). Le précurseur, produit du géne KISS-1, est constitué chez I’homme de 145 aa comprenant
un peptide signal, plusieurs sites de clivage potentiels et une glycine impliquée dans I’amidation
(Figure 16A). L’ensemble des peptides qui dérivent du KP-54 sont désignes sous le terme

générique de Kkisspeptines (KPs), incluant le fragment C-terminal de 10 aa nommé KP-10. Le
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KP-10, considéré a I’origine comme peptide artéfactuel, présente une activité biologique
similaire a celle du KP-54 sur la [Ca®*']i dans une lignée CHO transfectée par le GPR54.
Toutefois, le KP-10 a été isolé par la suite a partir de milieux de culture de trophoblastes humains
(Bilban et al., 2004; Kotani et al., 2001b; Ohtaki et al., 2001). La séquence du KP-54 est peu
conservée des poissons a ’homme a I’exception des 10 aa C-terminaux qui portent ’activité
biologique (van Aerle et al., 2008; Elizur, 2009) (Figure 16B). Chez les mammiferes, hormis
I’homme et les primates, la région N-terminale des KPs posséde de 2 cystéines engagées dans un

pont disulfure.

A
RR Kisspeptine GKR
PS T | | (145aa)
‘—é:I:éLSPPPESSGSRQQPGLSAPHSRQIPAPQGAVLVQREKIDLPNYNWNSFGLRF—NH~2i (KISS-54/KISS-1)
iD,LPNYNWNSFGLRF—NHZE (KISS-14)
ILPNYNWNSFGLRF-NH,|  (KISS-13)
B iYNWNSFGLRF-NHzi (KISS-10)
Espece Séquence
Homme GTSLSPPPESSGSRQQPGLSAPHS-RQIPAPQG---AVLVQREKDLPNYNWNSFGLRF-NH,
Beeuf GAALCPP-ESSAGPQRLGPCAPRS-RLIPSPRG---AVLVQREKDVSAYNWNSFGLRY-NH,
Rat TSPCPPVENPTGHQRP-PCATRS-RLIPAPRG---SVLVQREKDMSAYNWNSFGLRY-NH,
Souris SSPCPPVEGPAGRQRP-LCASRS-RLIPAPRG---AVLVQREKDLSTYNWNSFGLRY-NH,
Chimpanzé GTSLSPPPESSGSRQQPGLSAPNS-RQIPAPQG---AVLVQREKDLPNYNWNSFGLRF-NH,
Mouton GAALCP-SESSAGPRQPGPCAPRS-RLIPAPRG---AALVQREKDVSAYNWNSFGLRY-NH,
Médaka NFNYLSSSMKEWPKSDRSSDGGTPMVGCWMVKALH---PVAIKKRQDLSSYNLNSFGLRY-NH,
Lamproie DGIVAFYDFPGSGGSVDRAFMSPLHFYPMLRARMRSLPASDADEKKGSTYNWNSFGLRF-NH,
Poisson
sebre PTDGSPP--SKLSALFSMGAGPQKNTWWWSPES----PYTKRRQNVAYYNLNSFGLRY-NH,

Figure 16: Représentation schématique du précurseur humain du KISS-1 (A) et alignement de
séquences des métastines (B). (A) Les aa basiques impliqués dans le clivage sont représentés en vert. La
glycine servant & I’amidation est indiquée en rouge. (B) Séquence de la métastine chez ’homme et
quelques vertébrés. Les cystéines impliquées dans la formation du pont disulfure sont représentées en
bleu. Les aa conservés par rapport a la sequence du peptide humain sont indiqués en rouge.

Par rapport aux autres peptides RFamide, les KPs ont un motif Arg-Phe-NH> qui n’est pas
strictement conservé chez toutes les especes de vertébreés, certaines formes présentant la signature
Arg-Tyr-NH: a leur extrémité C-terminale. De maniére surprenante, les oiseaux n’ont pas de

gene codant pour les KPs (Um et al., 2010). A I’inverse, les poissons et les amphibiens possédent
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deux génes codant pour deux isoformes distinctes de KPs, le KISS-1 et le KISS-2 (Felip et al.,
2009; Lee et al., 2009).

L’expression du géne KISS-1 a été étudiée chez les mammiferes par PCR quantitative et
hybridation in situ. Les transcrits sont présents principalement dans le placenta et plus faiblement
dans le cerveau, I’hypophyse, le pancréas, le foie, I’intestin gréle, 1’ovaire et le testicule (Gaytan
et al., 2009; Muir et al., 2001; Ohtaki et al., 2001; Richard et al., 2008). Au niveau du SNC, les
ARNM du KISS-1 sont exprimés dans le noyau accumbens, 1’hypothalamus, 1I’hippocampe et les
ganglions de la base (Muir et al., 2001). Dans I’hypothalamus, les ARNm du KISS-1 sont
retrouvés essentiellement dans le noyau arqué et le noyau périventriculaire antéroventral (AVPV)
chez tous les mammiferes (Kirby et al., 2010; Mikkelsen and Simonneaux, 2009). Une
immunoréactivité de type métastine est observée dans le noyau préoptique périventriculaire, le
noyau arqué et I’AVPV chez de nombreux mammiféres (Clarkson et al., 2009; Lehman et al.,
2010; Mikkelsen and Simonneaux, 2009). La spécificité des anticorps utilisés, vis-a-vis des
autres peptides RFamide, alimente encore actuellement des débats sur la localisation
immunohistochimique de la métastine et de ses formes matures (Mikkelsen and Simonneaux,
2009).

Les KPs sont les ligands endogénes du GPR54, lequel présente 45% d’identité de séquence avec
les récepteurs de la galanine (Kotani et al., 2001a; Lee et al., 1999; Muir et al., 2001; Ohtaki et
al., 2001). Les ARNm du GPR54 sont exprimés dans le SNC, principalement dans le noyau
accumbens, le thalamus, 1’hypothalamus, I’amygdale, I"hippocampe, le tronc cérébral et la
moelle épiniére (Kotani et al., 2001a; Lee et al., 1999; Muir et al., 2001). Au niveau périphérique,
les transcrits du GPR54 sont présents dans le placenta, I’hypophyse, le pancréas et plus
faiblement dans le foie, la rate, I’intestin et le testicule (Kotani et al., 2001a; Lee et al., 1999;
Muir et al., 2001). 11 a été montré que I’activation du GPR54 par les KPs provoque une
mobilisation calcique, une libération d’acide arachidonique et une augmentation du turn-over des
polyphosphoinositides, mais est sans effet sur I’augmentation de I’AMPc induite par la forskoline
et insensible a la toxine pertussique (PTX), suggérant que le GPR54 est couplé a une protéine de
type Gq (Castafio et al., 2009; Kotani et al., 2001b; Muir et al., 2001) (Figure 17). Les KPs
stimulent également la phosphorylation des mitogen-activated protein (MAP) kinases p38 et
ERK 1 et 2 (Kotani et al., 2001b).
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Figure 17: Représentation schématique du couplage du GPR54, récepteur du kisspeptine. ERK,
extracellular signal-related kinase; IP3, inositol (1,4,5)-triphosphate; PIP2, phosphatidylinositol
diphosphate; PL, phospholipides; PLA,, phospholipase A;; PLC, phospholipase C. Adapté de
Castafio et al., 2009.

La métastine a été initialement identifiée sur la base de son effet antimétastatique sur des
mélanomes humains (Lee et al., 1996). Elle inhibe le chimiotactisme et 1’invasion cellulaire de
mélanomes murins exprimant le GPR54 (Ohtaki et al., 2001). Il a été montré qu’il existe une
corrélation entre le niveau d’expression de KISS-1 et le grade histopathologique des tumeurs :
une forte expression est observée dans les tumeurs bénignes alors que les niveaux sont plus
faibles dans des stades cliniques avancés (lkeguchi et al., 2003; Jiang et al., 2005; Sanchez-
Carbayo et al., 2003). En 2003, deux études chez des patients atteints d’hypogonadisme
hypogonadotrope idiopathique (HHI), caractérisé par une absence de maturation sexuelle et des
taux faibles d’hormones gonadotropes circulantes, ont révélé 1’existence de mutations du GPR54
chez certains de ces patients suggérant un réle du systeme KISS/GPR54 dans le développement
pubertaire (de Roux et al., 2003; Seminara et al., 2003). Par la suite, d’autres mutations « perte
de fonctions » du GPR54 ont été decrites chez des sujets atteints d’HHI (Lanfranco et al., 2005;
Teles et al., 2010; Tenenbaum-Rakover et al., 2007) (Figure 18).

A P’inverse, la mutation Arg386Pro, conduisant a une activation prolongée du GPR54, entraine
une puberté précoce (Teles et al., 2008). L’invalidation des génes codant le GRP54 et le

précurseur de la méstastine provoque chez les souris une absence de développement des organes
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sexuels et une réduction des taux plasmatiques d’hormones gonadotropes et de stéroides sexuels
(Funes et al., 2003; Lapatto et al., 2007; Seminara et al., 2003; d’ Anglemont de Tassigny et al.,
2007).
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Figure 18: Représentation schématique des mutations du GPR54 décrites chez des patients. Les sept
domaines transmembranaires sont représentés par des disques orange foncé et les domaines extra- et
intracellulaires par des disques orange clair. Les aa en rose correspondent aux mutations « perte de
fonction » du récepteur, en bleu aux mutations conduisant a des protéines tronquées et en vert a une
mutation « gain de fonction ». X, codon stop. Adapté de Cerrato et al., 2007.

De plus, ’administration i.c.v., i.v. ou méme i.p. de KP-54 ou KP-10 stimule la sécrétion de LH
et FSH chez I’homme, la souris, le rat, le singe et le mouton (Caraty et al., 2007; Chan et al.,
2011; Dhillo et al., 2005; George et al., 2011; Gottsch et al., 2004; Jayasena et al., 2013, 2014;
Kirby et al., 2010; Messager et al., 2005; Navarro et al., 2004, 2005a, 2005b; Plant et al., 2006).
Les antagonistes des récepteurs de la GnRH bloquent la sécrétion de gonadotropines induite par
les KPs (Gottsch et al., 2004; Navarro et al., 2004). Sur le plan neuroanatomique, les neurones a

GnRH expriment le GPR54 (Irwig et al., 2004; Messager et al., 2005) (Figure 19).
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Par ailleurs, I’injection i.c.v. de KP accroit I’immunoréactivité c-fos dans les neurones a GnRH
et augmente les taux de GnRH dans le LCR. L’expression du KISS-1 et du GPR54 dans
I’hypophyse suggeére que les KPs pourraient également agir au niveau hypophysaire de facon
autocrine ou paracrine (Kotani et al., 2001b; Muir et al., 2001; Richard et al., 2008), mais cette
action reste néanmoins controversée (Richard et al., 2009). 11 a été montré que 1’expression de
KISS-1 est régulée par les stéroides sexuels chez de nombreuses espéces (Kirby et al., 2010)
(Figure 19). Au niveau du noyau arqué et de 1’aire préoptique, des neurones immunoréactifs pour
le KP expriment le récepteur a de 1’cestradiol (Franceschini et al., 2006). Il ressort de ces études
que la métastine est un régulateur majeur de I’axe hypothalamo-hypophyso-gonadotrope.
Cependant, une étude a montré que la suppression des neurones a KPs ou des neurones exprimant
le GPR54, par un systéeme de recombinaison homologue, provoquait une diminution de la masse

des ovaires sans perte de la fertilité et sans réduction de la sécrétion de LH ni retard pubertaire

Neurones a
GnRH (aire

sl Neurones a
préoptique) KPs

(AVFV)

(Estrogenes

Stéroides gonadiques J

/l\)

Développement Puberté Cycle cestrien
et maintien des
gonades

(Estrogenes

Figure 19: Schéma récapitulatif du role des KPs sur I’axe hypothalamo-hypophyso-
gonadotrope. Les fleches vertes représentent des effets stimulateurs ou facilitateurs et les fleches
rouges des effets inhibiteurs. AVPV, noyau périventriculaire antéroventral.
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(Mayer and Boehm, 2011). Néanmoins, la suppression de ces mémes neurones a P20 conduit &
des souris stériles et sans cycle ovarien. Ces résultats suggérent que le systéme KPs/GPR54 n’est
pas essentiel a la mise en place de la puberté et a la maturation sexuelle, et qu’avant P20 un
systéeme de compensation doit permettre le développement des gonades et la maturation de la
fonction reproductrice. Les KPs exercent aussi un réle dans le processus de placentation et
d’invasion du trophoblaste; cependant leur mécanisme d’action dans ce processus €st encore
méconnu. Les KPs pourraient, toutefois, étre impliqués dans les phénomenes de pré-éclampsie
(Farina et al., 2006; Qiao et al., 2005). En outre, des études récentes ont montré que les KPs sont
capables de déclencher la maturation des oocytes et I’implantation embryonnaire durant la
fertilisation in vitro (Abbara et al., 2015; Jayasena et al., 2014). Enfin, les transcrits des genes
KISS-1 et GPR54 sont exprimés dans le pancréas ou la métastine stimule la libération d’insuline

induite par le glucose (Hauge-Evans et al., 2006).

Une étude de modélisation sous contraintes RMN a montré qu’au contact de micelles de SDS,
les 6 résidus C-terminaux du KP-13 forment une hélice a (Orsini et al., 2007). Des études de
RSA, réalisées en partie au laboratoire, ont montré que la nature et 1’orientation des chaines
latérales des 5 aa C-terminaux, et principalement celles des deux résidus Phe, sont importantes
pour la liaison et ’activation du récepteur alors que les aa N-terminaux tolérent des substitutions
par leur énantiomeére ou une alanine (Gutiérrez-Pascual et al., 2009; Niida et al., 2006; Orsini et
al., 2007). Le remplacement des Phe® et Phe'® du KP-10 de rat par une alanine conduit & une

perte d’activité du peptide due a une déstabilisation de 1’hélice (Gutiérrez-Pascual et al., 2009).

Deux séries d’analogues du pentapeptide C-terminal de la métastine ont été développées afin
d’augmenter la puissance, I’affinité et la stabilité du peptide. Ces études ont mis en évidence
plusieurs composés, dont le BisPy-Amb-Phe-Gly-Leu-Arg-Trp-NH., le Gmb-Phe-Gly-Leu-Arg-
Trp-NH2 et le H-Amb-Nal(2)-Gly-Leu-Arg-Trp-NH:z (Figure 20A, B et C), qui présentent des
activités et des affinités similaires au KP-10, ainsi que deux pseudopeptides dérivés du 4-
fluorobenzoyl-Phe-Gly-Leu-Arg-Trp-NH2 (Figure 20D et E) aussi affins, puissants et plus
résistants a I’action des MMP-9 et des protéases sériques que le KP-10 (Tomita et al., 2006,
2008). D’autres modifications ont été apportées au KP-10 pour améliorer sa stabilité in vivo.
L’analogue [dY]1KP-10, présentant une D-Tyr en position 1, conserve une activité similaire au
KP-10. En particulier, cet analogue a la capacité d’augmenter in vivo les niveaux de LH et de
testostérone chez la souris (Curtis et al., 2010). Par ailleurs, la N®-méthylation de 1I’Arg®, le

remplacement de la Gly’ par une azaglycine, et/ou la substitution du Trp® par une Ser, une Thr,
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Figure 20: Structure de quelques ligands peptidiques et non-peptidiques du récepteur
de la métastine.(A) BisPy-Amb-Phe-Gly-Leu-Arg-Trp-NH.. BisPy, bis[(2-pyridinyl)méthyl];
Amb, acide 4-aminométhylbenzoique, (Tomita et al., 2006). (B) Gmb-Phe-Gly-Leu-Arg-Trp-NHo.
Gmb, acide 4-guanidinométhylbenzoique, (Tomita et al., 2006). (C) H-Amb-(2-Nal)-Gly-Leu-Arg-
Trp-NHy, (Tomita et al., 2006). (D) 4-fluorobenzoyl-Phe-GlyWLeu-Arg-Trp-NH, ou ¥ est une
liaison (E)-éthylénique, (E) 4-fluorobenzoyl-Phe-GlyWLeu-Arg-Trp-NH; ou ¥ est une liaison
hydroxyéthyléne, (Tomita et al., 2008). (F) JINJ-8706646, (Orsini et al., 2007). (G) Peptide 234, Ac-
(D-Ala)-Asn-Trp-Asn-Gly-Phe-Phe-(D-Trp)-Arg-Phe-NH,, (Millar and Roseweir, 2009; Roseweir
et al., 2009).
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une B-(3-pyridyl)alanine ou par une D-Tyr, conduisent a des analogues de KP-10 qui présentent
d’excellentes activités agonistes et une grande stabilité dans le sérum de souris (Asami et al.,
2012a, 2012b). Toutes ces modifications ont contribué au développement des composes, TAK-
448 et TAK-683 (Asami et al., 2013, 2014; Matsui et al., 2012), dont I’administration par voie
sous-cutanée chez des volontaires sains et des patients atteints d'un cancer de la prostate, est bien
tolérée et induit une diminution de la sécrétion de testostérone (MacLean et al., 2014; Scott et
al., 2013). Plus récemment, une série d’analogues pseudopeptidiques du KP-10 a été développée
en introduisant des modifications favorisant la résistance a la protéolyse, de type 1,2,3-triazole.
Certains de ces analogues présentent une forte activité agoniste, et augmentent les concentrations
plasmatiques de LH et FSH chez la brebis avec un systeme reproducteur quiescent (Beltramo et
al., 2015). Une autre série d’analogues du KP-13 a été évaluée pour sa capacité a mobiliser le
calcium intracellulaire dans une lignée cellulaire transfectée par le GPR54 et a déplacer la liaison
de la métastine radio-iodée (Orsini et al., 2007). Il résulte de cette étude que 1) la substitution de
la Leu! et I’ Arg!? par une Ile et une Lys, respectivement, ne modifie pas I’activité du peptide, et
2) les Phe® et Phe'® du KP-13 peuvent étre remplacées sans perte d’activité par des résidus a
chaines latérales cycliques hydrophobes plus ou moins encombrants tels qu’un Trp, une Tyr, une

cyclohexylalanine (Cha) ou une 3-pyridinylalanine (3-Pal) (Orsini et al., 2007).

Les données de RMN et de RSA du KP-13 ont permis de définir des pharmacophores utilisés
pour identifier par criblage virtuel des hits a partir de la chimiotheque de Johnson & Johnson
(Orsini et al., 2007). Le composé JNJ-8706646 (Figure 20F), a ainsi été sélectionné et évalué
pour sa capacité a déplacer la liaison de la métastine radio-iodée. Cette molécule, qui présente
une affinité d’environ 700 nM, est le premier agoniste non-peptidique qui lie, méme
modestement, le GPR54. Par la suite, la compagnie Takeda Pharmaceutical a décrit les premiers
antagonistes non-peptidiques du récepteur des kisspeptines apres le criblage de leur chimiothéque
interne. Basée sur des squelettes de 2-acylamino-3-cyano-4,6-diphénylpyridines, une premiére
optimisations de substituants sur les deux cycles phényl couplée a la présence d’un groupement
2-thiénylcarboxamide a conduit & un compose, le 91, présentant une affinité de 19 nM pour le
GPR54 capable d’inhiber la mobilisation du calcium intracellulaire induit in vitro par le KP-10
(Kobayashi et al.,, 2010a). Parallelement, une seconde série de 2-acyl-3-cyano-4,6-
diphénylpyridines a été préparee et a mis en exergue le composé 15A présentant, entre autre une
pipérazine comme substituant du cycle phényl en position 4 (Kobayashi et al., 2010b). Ce
compose montre une affinité de 3 nM pour le GPR54 ainsi qu’une activité antagoniste in vitro.

In vivo, le dérivé 15A réduit significativement le taux plasmatique de LH chez le rat castré suite
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a son administration i.v. (Kobayashi et al., 2010b). Par ailleurs, un brevet a été dépose sur un
antagoniste peptidique de la métastine, nommé peptide 234, qui a été développé a partir du KP-
10 (Millar and Roseweir, 2009; Roseweir et al., 2009) (Figure 20G). Ce peptide déplace la
métastine radio-iodée avec une I1Cso de 2,7 nM et inhibe a 93% la libération d’inositol phosphate
induite par le KP-10 a partir d’une lignée cellulaire exprimant le GPR54. In vivo, le peptide 234
inhibe la stimulation des neurones a GnRH par le KP-10, les libérations de GnRH et de LH
induites par le KP-10 chez le rat et la souris males castrés, ainsi que chez la brebis (Millar and
Roseweir, 2009; Roseweir et al., 2009). De méme, les effets proathérosclérotiques du KP-10 sont

complétement bloqués par 1’infusion du peptide 234 chez la souris (Sato et al., 2017).
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Chapitre 3 : Le26RFa et le QRFPR

3.1 Le 26RFa

3.1.1 Caractérisation du 26RFa

Le laboratoire dans lequel j’ai réalisé mes travaux de thése a développé une stratégie basée sur
une approche comparative pour identifier de nouveaux neuropeptides, ligands endogénes de
RCPGs orphelins. Ce projet a notamment abouti a la découverte de trois neuropeptides majeurs,
a savoir I’UII (Conlon et al., 1992; Coulouarn et al., 1998), la cortistatine (de Lecea et al., 1996;
Tostivint et al., 1996; Vaudry et al., 1992) et le 26RFa (Chartrel et al., 2003), qui ont ensuite
été appariés a trois récepteurs orphelins, i.e. le GPR14 pour I’'UII (Ames et al., 1999), le MrgX2
pour la cortistatine (Allia et al., 2005; Robas et al., 2003) et le GPR103 pour le 26RFa
(Fukusumi et al., 2003; Jiang et al., 2003). L’approche utilisée consiste, dans un premier temps,
a isoler de nouveaux neuropeptides a partir du cerveau de la grenouille verte européenne, Rana
ridibunda, rebaptisée ultérieurement Rana esculenta (Conlon et al., 2009). En effet, le cerveau
des amphibiens est particulierement bien adapté pour la purification de neuropeptides dans la
mesure ou la concentration de ces peptides y est beaucoup plus élevée (10 a 200 fois) que dans
le cerveau des mammiféres (Chartrel et al., 1998), ce qui facilite grandement les étapes de
purification. Dans un deuxieme temps, des séquences orthologues de ces nouveaux
neuropeptides d’amphibiens sont recherchées chez les mammifeéres par une analyse
bioinformatique couplée au clonage moléculaire. La encore, le cerveau de grenouille s’avere
étre un modele trés approprié car 1’expérience montre que la structure primaire des
neuropeptides d’amphibiens est tres proche, voire identique, a celle des neuropeptides humains.
A titre d’exemple, la TRH, la GnRH, la somatostatine ou encore la neurokinine B ont
exactement la méme séquence chez la grenouille et chez I’homme (Bulant et al., 1992; Chartrel
etal., 1998; Conlon et al., 1993; Tostivint et al., 1996). D’autres neuropeptides majeurs comme
le NPY ou le pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) ne différent que par
la substitution d’un seul aa souvent de méme nature physicochimique (Chartrel et al., 1991a,
1991b).

Le criblage de fractions issues d’un extrait de cerveaux de grenouilles avec des anticorps dirigés
contre le NPFF de beeuf a abouti a la purification de deux peptides possédant la signature
RFamide a leur extrémité C-terminale. Le premier peptide RFamide identifié, qui possede 12

aa, a été nommé Rana-RFamide (R-RFa) (Chartrel et al., 2002). L’analyse structurale a réveélé
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Tableau 2 : Séquence du 26RFa chez I’homme, quelques vertébrés et un céphalochordé amphioxus

Espéce Séquence

Homme TSGPLGNLAEELNGYSRKKGGFSFRF-NH>
Chimpanzé! TSGPLGNLAEELNGYSRKKGGFSFRF-NH>
Singe Rhésus! ASGPLGNLAEELNGYSRKKGGFSFRF-NH2
Macaque? ASGPLGNLAEELNGYSRKKGGFSFRF-NH2
Orang-outan* ASGPLGNLAEELNGYSRKKGGFSFRF-NH2
Gibbon! ASGPLGNLAEELNGYSRKKGGFSFRF-NH2
Ouistiti* ASGPLRNLAEELNGYSRKKGGFSFRF-NH>
Eléphant? TSGPLGSLAEELTGYSRKKGGFSFRF-NH2
Cheval* ESGPLETLAEELNGYSRKKGGFSFRF-NH2
Chien'! AHGPLGTLAEELSSYSRKKGGFSFRF-NH>
Beeuf VGGLLGTLAEELNGYSRKKGGFSFRF-NH2
Mouton?! VGGPLGTLAEELNGYSRKKGGFSFRF-NH2
Porc! ASGLLGTLAEELHGYSRKKGGFSFRF-NH2
Panda’ ASGPLGTLAEELSTYSRKKGGFSFRF-NH2
Rat ASGPLGTLAEELSSYSRRKGGFSFRF-NH2
Souris ASGPLGTLAEELSSYSRRKGGFSFRF-NH>
Cochon d’inde! TS-PLGNLAEELNGYSRRKGGFSFRF-NH>
Hamster! ASRPLGTLAEELSSYSRRKGGFSFRF-NH2
Opossum? QNSLLGSLAEELSGYIRKKGGFSFRF-NH2

Ornithorynquet
Poulet

SGLLGNLAEELNGYRRKKGGFSFRF-NH2
GGGGTLGDLAEELNGYGRKKGGFAFRF-NH2

Caille GGGGTLGDLAEELNGYSRKKGGFAFRF-NH2
Mandarin SGTLGNLAEEINGYNRRKGGFTFRF-NH2
Grenouille verte VGTALGSLAEELNGYNRKKGGFSFRF-NH>
Lézard! AGGLEGLAEELHGYSRRKGGFSFRF-NH>

Poisson zébre!
Poisson rouge

NEALTSIAGGLQAFNRQKGGFGFRF-NH2
QNEALTSTIAGGLQAFNRQKGGFGFRF-NH2

Fugu! NEALTSIAGELQAVSREKGGFGFRF-NH2
Epinochet! NEALTSIAGGLQAVGREKGGIAFRF-NH2
Médaka® NDALTSIAGGLQAVSREKGGFGFRF-NH>
Amphioxus! RSAMLQQLAQQLKNRPREKGGFTFRF-NH>

1peptide prédit a partir de la séquence génomique. Les aa conservés par rapport a la séquence
du peptide humain sont indiqués en rouge. Les aa basiques qui pourraient potentiellement étre

impliqués dans le clivage sont représentés en vert.

par la suite que le R-RFa est I’orthologue de la GnlH des oiseaux et du RFRP-1 mammalien
(cf chapitre 2, § 2.2.3) qui tous deux exercent des activités hypophysiotropes. De fait, il a été
montré que, chez les amphibiens, le R-RFa stimule notamment la libération de GH (Koda et
al., 2002). Le second peptide, qui contient 26 aa, a été désigné 26RFa (Chartrel et al., 2003).
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Une recherche bioinformatique a permis d’identifier des séquences orthologues au 26RFa de
grenouille chez plusieurs espéces de mammiferes dont ’homme, le beeuf, le rat et la souris
(Chartrel et al., 2003; Fukusumi et al., 2003; Jiang et al., 2003). La comparaison de la structure
primaire du 26RFa humain avec celles des autres peptides RFamide de vertébrés indique que
ce neuropeptide n’appartient a aucun des groupes de peptides RFamide connus a 1’époque.
En particulier, le 26RFa présente a son extrémité C-terminale le motif FRF-NH2 qui n’est
observé dans aucun autre peptide RFamide. Ces donnéees montrent que le 26RFa est le premier
représentant d’une nouvelle sous-famille de peptides RFamide (Chartrel et al., 2011). Le 26RFa
a été ultérieurement caractérisé chez de nombreuses espéces de vertébrés (Tableau 2). L’analyse
de la structure primaire du 26RFa chez ces différentes espéces montre que la séquence du
neuropeptide a été fortement conservée de la grenouille a I’homme avec 65 a 100% d’identité
de sequence (Tableaux 2 et 3). En particulier, I’heptapeptide C-terminal du 26RFa, le 26RFa2o-
26), a été totalement préservé chez les tétrapodes au cours de I’évolution, a I’exception des
oiseaux, ainsi que le motif LAEEL dans la région centrale du neuropeptide, a I’exception du
mandarin, suggérant que ces deux régions sont importantes pour I’activité biologique du peptide
(Chartrel et al., 2011). En revanche, la séquence de la région N-terminale du 26RFa est plus

variable entre les différentes espéces (Tableau 2).

3.1.2 Le prépro-26RFa

L’ADNc codant le précurseur du 26RFa a ¢été cloné chez plusieurs espéces de vertébres :
I’homme, le beeuf, le rat, 1a souris, la caille, le poulet, le mandarin, le poisson rouge, le mérou
et le fugu (Chartrel et al., 2003; Fukusumi et al., 2003; Jiang et al., 2003; Liu et al., 2009; Tobari
et al., 2011; Ukena et al., 2010, 2014). Le gene codant le 26RFa est également retrouvé chez
I’amphioxus Branchiostoma Floridae, seul invertébré chez lequel le peptide a été identifié
(Elphick and Mirabeau, 2014; Xu et al., 2015). La séquence du prépro-26RFa comprend de 73
aa chez le plongeon a gorge rouge, ou plongeon catmarin, (Gavia stellata) a 552 aa chez le rat-
taupe de Damara (Fukomys damarensis), dont un peptide signal de 15 a 39 aa et présente en
position C-terminale un résidu glycine nécessaire a I’amidation (Chartrel et al., 2011; Leprince,
2017; Petersen et al., 2011). Dans tous les précurseurs, la séquence du 26RFa, qui est localisée
a ’extrémité C-terminale du polypeptide, est précédée d’un résidu Lys hormis chez le toupaye
(Tupaia chinensis), la petite chauve-souris brune (Myotis lucifugus), la musaraigne (Sorex

araneus) et I’ornithorynque (Ornithorhynchus anatinus) parmi les mammiferes (Figure 21).
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QDEGSEATGFLPAAGEKTSGPLGNLAEELNGYSRKKGGFSFRF-NH; | (43RFa)

9RFa) EHAGCRFRF-NH,"
( ) 2 TSGPLGNLAEELNGYSRKKGGFSFRF-NH,! (26RFa)

GGFSFRF-NH,! (26RFay.56))

Figure 21: Représentation schématique du précurseur humain du 26RFa. Les aa basiques
susceptibles d’étre impliqués dans le clivage sont représentés en vert. La glycine servant a I’amidation
est indiquée en rouge.

Un résidu Lys non-accompagné d’un autre aa basique au sein d’une séquence peptidique ne
constitue pas un site de clivage canonique pour les PCs (cf chapitre 1, § 1.2.5.), mais il existe
quelques exemples de peptides bioactifs générés par clivage du précurseur au niveau d’une
lysine isolée comme la CCK-8 ou la GnlH (Rourke et al., 1997; Satake et al., 2001), suggérant
que, chez les mammiféres, le 26RFa pourrait étre un produit final de maturation, a I’instar de
ce qui a été montré chez la grenouille et la caille. De fagon intéressante, le prépro-26RFa
présente, en amont du 26RFa, une arginine seule (Figure 21) qui est conservée chez tous les
mammiferes et pourrait constituer un site de clivage reconnu par les PCs (Dupuy et al., 1994;
Galanopoulou et al., 1995a, 1995b). De fait, plusieurs peptides RFamide comme le PrRP2o
(Hinumaetal., 1998), le NPAF (Vilim et al., 1999) ou les RFRP-1 et -3 (Fukusumi et al., 2001,
Yoshida et al., 2003) sont issus du clivage au niveau d’un résidu Arg. Le clivage du précurseur
du 26RFa au niveau de cette Arg peut générer une forme allongée de 43 aa, pyroglutamylée en
N-terminal, qui a été nommée 43RFa ou QRFP (Figure 21). Cette forme est effectivement
produite in vitro aprés transfection du prépro-26RFa humain dans des cellules CHO et a été
purifiée a partir d’extraits de cerveau de rat (Fukusumi et al., 2003; Takayasu et al., 2006). De
plus, la présence d’un site de clivage tribasique (Arg-Lys-Arg/Lys) au sein méme de la
séquence du 26RFa suggére que 1’heptapeptide C-terminal GGFSFRF-NH2, nommé 26RFao-
26), dont la séquence est hautement conservée chez tous les tétrapodes, pourrait lui aussi étre
produit a partir du précurseur (Figure 21). Enfin, le précurseur humain posséde une autre
séquence RFamide de 9 aa, nommée 9RFa, flanquée de deux résidus Arg (Chartrel et al., 2003),
suggérant que ce second peptide RFamide pourrait aussi constituer un produit de maturation
(Figure 21). Cependant, a I’heure actuelle, on ne sait toujours pas si le 9RFa est réellement
généré chez I’homme. Les formes moléculaires issues de la maturation du précurseur du 26RFa
ont été étudiées par chromatographie liquide a haute performance (HPLC) combinée a une

quantification radioimmunologique a partir de fractions pré-purifiées d’hypothalamus et de
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moelle épiniere d’homme (Bruzzone et al., 2006). Deux pics immunoréactifs qui présentent un
temps de rétention similaire a ceux du 26RFa et du 43RFa ont ainsi été isolés avec un ratio
26RFa:43RFa de 3:1 dans I’hypothalamus et de 1,2:1,0 dans la moelle épiniere. En revanche, a

ce jour, le 26RFa0-26) n’a été¢ mis en évidence chez aucune espece.

Afin de déterminer la structure tridimensionnelle du 26RFa, une étude par CD et par
modélisation moléculaire sous contraintes RMN a été réalisée dans différents milieux (Thuau
et al., 2005). Il apparait que, dans le méthanol, une hélice a se forme dans la région centrale du
peptide entre les résidus Pro* et Arg*’, alors que les domaines N- et C-terminaux ne semblent
pas structurés (Figure 22). De fait, les spectres de CD du 26RFago-26) enregistrés dans les
milieux aqueux ou partiellement organiques (H2O/trifluoroéthanol) montrent une structure
aléatoire (Neveu et al., 2012). De méme, I’étude en RMN confirme une grande flexibilité
conformationnelle de cet heptapeptide dans 1’eau contenant 10% de diméthylsulfoxyde avec,
néanmoins, une légére tendance a 1’établissement d’un feuillet B dans lequel les chaines
latérales hydrophobes (Phe??, Phe?* et Phe®®) sont regroupées d’un méme coté de la molécule
et les résidus hydrophiles (Ser?® et Arg®) de I’autre coté (Georgsson et al., 2014). En revanche,
dans un milieu contenant du dodécylphosphocholine (DPC), une structure coudée se stabilise
nettement au sein du 26RFa(0-26) qui pourrait refléter la structure de 1’extrémité C-terminale du
26RFa(0-26) €N interaction avec son récepteur (Thuau et al., 2005). La forte conservation, des
amphibiens jusqu’aux mammiféres, des aa responsables du caractére amphipatique de 1’hélice
a et du domaine flexible C-terminal suggére que ces deux régions pouraient jouer un réle
important dans 1’interaction du 26RFa avec son récepteur et/ou dans son activation (Thuau et

al., 2005).

3.1.3 Distributions centrale et périphérique du 26RFa

L’expression du gene codant le 26RFa a été étudiée chez le rat, la souris et ’homme par PCR
quantitative et hybridation in situ. Chez ces trois espéces, les niveaux les plus élevés de
transcrits du 26RFa ont été détectés dans le cerveau (Fukusumi et al., 2003; Jiang et al., 2003;
Kampe et al., 2006; Takayasu et al., 2006). Le 26RFa est exprimé dans 1’hypothalamus,
notamment dans le noyau ventromédian, I’aire hypothalamique latérale, la partie latérale et
dorsale du noyau arqué et I’aire rétrochiasmatique, ainsi que dans la corne dorsale de la moelle
épiniére (Bruzzone et al., 2006; Chartrel et al., 2003; Fukusumi et al., 2003; Kampe et al., 2006;
Takayasu et al., 2006) (Figure 23). Au niveau périphérique, les ARNm du 26RFa sont détectés

dans la trachée, la glande mammaire, les glandes surrénales et le testicule (Fukusumi et al.,
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2003; Ramanjaneya et al., 2013; Takayasu et al., 2006). Les ARNm du 26RFa ont été également
retrouveés dansles lignées cellulaires murines INS-1E (Granata et al., 2014) et les cellules MIN6

pancréatiques (Prévost et al., 2015).

Figure 22 : Structure secondaire du 26RFa humain obtenue par modélisation moléculaire
sous contraintes RMN dans le méthanol. Le peptide se structure en une hélice a, qui s’étend des
résidus Pro* jusqu’a Arg!’, flanquée de deux régions non-structurées. D’aprés Thuau et al., 2005.

Chez I’homme, la distribution des ARNm du 26RFa est différente de celle observée chez les
rongeurs puisque le géne du 26RFa est fortement exprimé dans le cervelet, le bulbe rachidien,
les noyaux vestibulaires et, dans une moindre mesure, dans 1’hypothalamus (Jiang et al., 2003).
Au niveau périphérique, le 26RFa est exprimé dans diverses glandes endocrines dont
I’hypophyse, la thyroide, la glande surrénale, les Tlots pancréatiques humains et le testicule,
mais aussi dans le systéme cardiovasculaire, I’intestin, la prostate et la vessie (Jiang et al., 2003;
Prévost et al., 2015; Ramanjaneya et al., 2013). Au niveau de la prostate, une expression intense
du 26RFa a été observée, le niveau d’expression de I’ARNm étant plus haut dans la prostate
que I’hypothalamus (Jiang et al., 2003). Notons que I’expression tumorale prostatique du 26RFa
est positivement corrélée a la sevérité de la tumeur (Alonzeau et al., 2013). Les transcrits du
26RFa sont également exprimés par la lignée cellulaire H295R de carcinome surrénalien
humain, suggérant que le 26RFa pourrait constituer un potentiel biomarqueur pour le diagnostic

de différents types de cancers (Ramanjaneya et al., 2013). Ces observations révelent I’existence
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OB

Figure 23: Localisation neuroanatomique et hypophysaire du 26RFa et des deux sous-
types du GPR103 chez le rat.(A) Représentation schématique de la distribution des neurones
exprimant le 26RFa (e), le QRFP-rl (e) et le QRFP-r2 (e) sur une section parasagittale de cerveau de
rat. Acb, noyau accumbens; Ambg, noyau ambigu; Amy, amygdale; Arc, noyau arqué de
I’hypothalamus; ARP, aera postrema ; BST, noyau du lit de la strie terminale; C, cervelet; CC, corps
calleux; CPut, putamen; Cx, cortex cérébral; DBB, bande diagonale de Broca; DG, gyrus denté; DMH,
noyau dorsomédian de I’hypothalamus; DR, noyau du raphé dorsal; GP, globus palidus; Hi,
hippocampe; Hpt, hypothalamus; Hyp, hypophyse ; LC, locus cceruleus; LHA, aire hypothalamique
latérale; LRN, noyau réticulaire latéral; ME, éminence médiane; MPA, aire préoptique médiane; NST,
noyau du tractus solitaire; OB, bulbe olfactif; PAG, substance grise péri-épendymaire; PBN, noyau
parabrachial; PVN, noyau paraventriculaire de I’hypothalamus; Rch, aire rétrochiasmatique; S, septum;
Sch, noyau suprachiasmatique; SN, substance noire ;SON, noyau supraoptique; Th, thalamus; VMH,
noyau ventromédian de 1’hypothalamus; VP, globus pallidus ventral; VR, noyau du raphé ventral. (B)
Représentation schématique de la distribution des ARNm du 26RFa (e), du QRFP-r1 (e) et du QRFP-
r2 () au niveau d’une coupe coronale de moelle épiniére de rat. Cc, canal central; CL, corne latérale;
DH, corne dorsale; VH, corne ventrale; WM, substance blanche. D’aprés Chartrel et al., 2003; Fukusumi
et al., 2003; Bruzzone et al., 2007; Kampe et al., 2006; Takayasu et al., 2006.
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de fortes variations de I’expression du géne du 26RFa dans le SNC et les tissus périphériques

d’une espéce a ’autre.

Chez I’homme, les marquages par immunohistochimie et hybridation in situ ont montré que,
dans I’hypothalamus, les neurones a 26RFa sont essentiellement localisés en bordure du 3™
ventricule dans les noyaux paraventriculaire et ventromédian (Bruzzone et al., 2006). Des
neurones exprimant le 26RFa et des fibres 26RFa-immunoréactives sont également observés

dans les cornes dorsale et latérale de la moelle épiniére (Bruzzone et al., 2006).

3.2 Lerécepteur du 26RFa, le QRFPR

3.2.1 Caractérisation du récepteur du 26RFa

Comme tous les autres peptides RFamide préalablement découverts chez les mammiferes, le
26RFa a été identifié comme étant le ligand d’un RCPG, jusqu’alors orphelin (Fukusumi et al.,
2003; Jiang et al., 2003). Le récepteur du 26RFa, nommeé initialement GPR103 (ou AQ27 ou
encore SP9155), et plus récemment rebaptisé QRFP receptor (QRFPR) (Bonner et al., 2016),
présente une homologie de séquence de 35 a 52% avec les récepteurs NPFF-1 et -2, Y2 du
NPY, Gal-R1 de la galanine ainsi qu’avec les récepteurs des orexines et de la CCK (Jiang et
al., 2003; Lee et al., 2001). Le QRFPR appartient a la famille des RCPGs de classe A. En plus
de posséder les caractéristiques communes a tous les RCPGs, les membres de cette famille
présentent certaines particularités telles que la présence 1) d’un résidu aspartate au niveau du
domaine transmembranaire 2 (TM2), important pour le couplage aux protéines G; 2) d’une
séquence conservée de deux résidus Asp/Glu-Arg dans la partie N-terminale de I’intracellular
loop 2 (ICL2); 3) de deux cystéines formant un pont disulfure entre I’extracellular loop 1 et 2
(ECLL1 et ECL2); et 4) de quatre aa Phe, Pro, Asn et Arg localisés dans les domaines TM6 et
TM?7 importants pour I’activation du récepteur (Kristiansen, 2004) (Figure 24). Les premieres
études pharmacologiques ont montré que le 26RFa humain lie le QRFPR avec une haute affinité
(ICso = 3,2 nM) (Fukusumi et al., 2003; Jiang et al., 2003). Le 26RFa induit une augmentation
de la [Ca*']i ainsi qu’une diminution dose-dépendante de la production d’AMPc dans des
cellules CHO et HEK293 transfectées avec le QRFPR (Fukusumi et al., 2003; Jiang et al.,
2003). La capacité du 26RFa a mobiliser le calcium intracellulaire via le QRFPR n’est pas
compromise par I’addition de PTX (Jiang et al., 2003). Ces données suggerent donc que le
QRFPR est couplé a une protéine Gij, et/ou a une protéine Gq (Fukusumi et al., 2003). De plus,

il a été montré que le 43RFa présente une efficacité similaire a celle du 26RFa sur I’inhibition
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de I’AMPc, mais lie le QRFPR avec une affinité plus grande que le 26RFa (ICsp = 0,52 nM)
(Fukusumi et al., 2003). En revanche, 1’affinité du 26RFa(0-26) pour le QRFPR est beaucoup
plus faible, indiquant que la sequence compléte du 26RFa est nécessaire pour une interaction
maximale du ligand avec le QRFPR(Fukusumi et al., 2003; Jiang et al., 2003). Parallelement,
il a aussi été montré que le QRFPR n’est pas activé par le PrRP et les RFRP-1 et -3 (Fukusumi
et al., 2003), suggérant que ce récepteur reconnait spécifiquement le 26RFa et sa forme
allongée, mais pas les autres membres de la famille RFamide.
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Figure 24: Représentation schématique du QRFPR humain. Les sept domaines transmembranaires
sont représentés par des disques orange foncé et les domaines extra- et intracellulaires par des disques
orange clair. Les sites de glycosylation, phosphorylation, palmitoylation potentiels sont respectivement
indiqués en jaune, rose et violet. Les cystéines potentiellement impliquées dans la formation d’un pont
disulfure sont signalées en vert. Le motif E/DR et 1’Asp conservés sont figuré en rouge et bleu,
respectivement. Les résidus Phe, Pro, Asn et Arg en gris correspondent aux aa importants pour
I’activation du récepteur.

Une recherche bioinformatique menée dans le génome de la souris a permis d’identifier deux
récepteurs putatifs du 26RFa, homologues du GPR103 humain, qui ont été nommés GPR103A
et GPR103B (Takayasu et al., 2006). Par la suite, ces récepteurs ont été clonés a partir du
cerveau de souris révelant que le QRFPR humain partage 85% d’identité de séquence avec le

GPR103A et 79% avec le GPR103B alors que les deux sous-types murins présentent 75%
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d’identité entre-eux (Takayasuet al., 2006). Les deux récepteurs lient le 26RFa avec la méme
affinité mais sont distribués de maniere différentielle dans le cerveau de la souris (Takayasu et
al., 2006). De facon similaire, deux sous-types du QRFPR ont été caractérisés chez le rat et
nommeés QRFP-rl et QRFP-r2 (Kampe et al., 2006). Le QRFP-r1 et le QRFP-r2 partagent 84%
et 82% d’identité, respectivement, avec le QRFPR humain et présentent 78% d’identité entre-
eux (Kampe et al., 2006). Le 26RFa montre une efficacité similaire pour les deux récepteurs
transfectés dans des cellules COS-7 sur la formation d’inositol triphosphate, suggérant que le
second recepteur pourrait étre lui aussi couplé a une protéine G4 (Kampe et al., 2006). Deux
sous-types de QRFPR ont été identifiés chez d’autres rongeurs comme le hamster de Chine
(Cricetulus griseus), le hamster doré (Mesocricetus auratus), le campagnol (Microtus
ochrogaster) et la souris sylvestre (Peromyscus maniculatus) (Ukena et al., 2014). L’existence
de deux formes de QRFPR semble étre une spécificité des rongeurs car jusqu’a présent, un
second gene codant le QRFPR n’a été identifi¢é dans le génome d’aucune autre espéce de

vertébrés.

3.2.2 Modele tridimensionnel du QRFPR et docking du peptide

La rhodopsine est restée pendant longtemps le seul représentant de la famille de protéines
transmembranaires de type RCPG a avoir été cristallisée et structurellement caractérisée. Les
avancées technologiques les plus récentes ont rendu plus abordable la détermination des
structures de RCPG et a I’heure actuelle, pres de 100 structures cristallisées de RCPG ont été
déterminées (Shonberg et al., 2015). Toutefois les modeéles tridimensionnels basés sur
I’homologie de séquence reste une approche trés utilisée (Costanzi and Wang, 2014; Morales
etal., 2017). Ainsi, Neveu et ses collaborateurs ont construit un modéle 3D du hQRFPR a partir
des données cristallographiques de la forme inactive du récepteur 32 adrénergique avec lequel,
il présentait, a 1’époque, la plus forte homologie de séquence (26%) (Protein Data Bank, 2RH1)
(Neveu et al., 2014). Qutre les 7 domaines TM, le modéle présente tout comme le récepteur 32
adrénergique, une courte hélice-a non-transmembranaire dans la partie ECL2 qui s’étend entre
les résidus 11e®® et Lys'®, et une seconde entre les résidus Glu®*’ et Val**’de la partie C-
terminale intracellulaire, nommée helice 8 (Figure 25), qui pourraient étre impliquees
respectivement dans la premiére étape de la reconnaissance moléculaire ligand/récepteur et les
mécanismes de signalisation (Dror et al., 2011; Gonzélez et al., 2011; Kruse et al., 2012). Dans
ce modele, le hQRFPR expose a sa surface externe une poche de liaison profonde et assez

étroite susceptible d’accueillir le 26RFa (Neveu et al., 2014). Le fragment biologiquement actif,
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Figure 25: Représentation tridimensionnelle du récepteur B2 adrénergique (A) et de modele 3D
de QRFPR (B). Les hélices TM1, TM2, TM3, TM4, TM5, TM6 et TM7 sont représentées
respectivement en bleu foncé, bleu clair, vert clair, vert foncé, orange, fushia et rouge. L hélice de
I’ECL2 est représentée en gris clair et I’hélice 8 située au sein de I’extrémité C-terminale en gris foncé.
Par souci de clarté, I’insert T4-lysozyme qui remplace la boucle intracellulaire ICL3 du récepteur 32 a
été volontairement supprimé.

26RFa(19-26), a été «docké» dans le modéle tridimensionnel. Au sein du complexe le plus stable,
le 26RFa(19-26) Se positionne entre les hélices TM3, TM5 et TM6. La triade Phe-Arg-Phe-NH>
du peptide se loge en profondeur dans la cavité du récepteur, alors que la Lys'® N-terminale du
peptide est orientée vers I’extérieur de la poche d’interaction, suggérant que I'hélice amphiphile
en amont de cette position reste a la surface de la cellule (Neveu et al., 2014). Parmi le répertoire
d’interactions entre le 26RFa9-26) et le hQRFPR recueillies, les interactions les plus fortes
s’établissent entre la chaine latérale de I’arginine 25 du 26RFa et celles de la glutamine 125 et
de I’acide glutamique 132 localisés au niveau supérieur de ’hélice du TM3 (Neveu et al., 2014),
connue pour jouer un rble prépondérant dans la structure et la fonction des RCPG de classe A
(Venkatakrishnan et al., 2013). De fagon intéressante, le méme type d’interaction ligand-
récepteurs a été rapporté pour deux RFamide d’insectes, la SK et la dromyosuppressine et leur

récepteurs respectifs (Bass et al., 2014; Rasmussen et al., 2015).

82



Introduction Chapitre 3 : Le 26RFa et le QRFPR

3.2.3 Mécanismes de signalisation cellulaire

Une étude pionniere menée sur les cellules hypophysaires de rat a montré que le 26RFa
provogque une augmentation de la production d’AMPc, en présence de forskoline, via un
couplage a une protéine de type Gos, (Chartrel et al., 2003) (Figure 26). L’implication de
I’adénylyl cyclase dans la signalisation du QRFPRa, par la suite, été confirmée dans les Tlots
pancréatiques humains et dans la lignée d’insulinome de rat INS-1E (Granata et al., 2014)
(Figure 26). Il est intéressant de noter, que sur ces deux types cellulaires, le 26RFa présente un
effet insulinostatique lié au recrutement d’une protéine Gaio alors que le 43RFa, conduit a un
effet insulinotropique dépendant d’une protéine Gas, suggérant la possibilité du QRFPR a
basculer entre une signalisation Gain et Gas, comme décrit pour le récepteur V2 de la
vasopressine et celui de la GnRH (Granata et al., 2014; Krsmanovic et al., 2003; Ren et al.,
2005). In vivo, la perfusion du 26RFa au niveau du pancréas réduit la sécrétion d’insuline via
un couplage Gai (Egido et al., 2007). De la méme fagon, 1’activation du QRFPR dans les cellules
de la lignée adrénocorticale H295R, conduit a une réduction de la production d’AMPc induite
par la forskoline (Ramanjaneya et al., 2013). Le QRFPR est également couplé a une protéine
Gag1, impliquant la signalisation des mitogen-activated protein kinases (MAPK). En
particulier, dans les cellules H295R, le 43RFa provoque un influx d’ions calcium au travers de
canaux calciques voltage dépendant de type T, conduisant une activation de la PKC puis a la
phosphorylation d’ERK 1/2 (Ramanjaneya et al., 2013) (Figure 26). L’activation du QRFPR
par le 43RFa conduit également a la phosphorylation d’ERK 1/2 dans la lignée INS-1E (Granata
et al., 2014) mais aussi, dans le cas d’une héterodimerisation du QRFPR avec le récepteur des
orexines (Davies et al., 2015). Le 26RFa augmente la [Ca®']i dans les cellules HEK293
transfectées par le QRFPR humain ou de poulet (Ukena et al., 2010; Takayasu et al., 2006). Ces
études indiquent que différentes protéines G sont capables de coupler le QRFPR, comme la
majorité des RCPG, a des voies de signalisation intracellulaires multiples, fournissant au
systeme 26RFa/QRFPR une grande diversité sur le plan fonctionnel. A ce jour aucune étude
n’a été effectuée sur les voies de signalisation potentiellement altérées dans les pathologies liées
au complexe 26RFa/QRFPR.

3.2.4 Distribution tissulaire du QRFPR

La distribution du gene codant le QRFPR a été étudiée chez le rat, la souris et ’homme dans le

SNC ainsi que dans de nombreux tissus périphériques. Chez le rat, les taux les plus éleves
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Figure 26: Représentation shématique du couplage du QRFPR dans différentes cellules,
apres son activation par le 26RFa et/ou 43RFa. Akt, protein kinase; CREB, CAMP response
element-binding; HSL, hormone-sensitive lipase; OXR, orexin receptor; P, phosphorylation;

PDE3B, phosphodiesterase 3B; SRC, sarcoma kinase.

d’ARNm du QRFP-rl sont présents dans le cerveau, et plus particuliérement dans les noyaux
arqué, ventromédian et paraventriculaire de I’hypothalamus (Figure 23), mais aussi dans les
cellules B INS-1E pancréatique et la zone glomérulée de la glande surrénale, alors que des
niveaux modérés ont été observés dans le cortex cérébral, le bulbe rachidien, I’ceil et le testicule
(Bruzzone et al., 2007; Fukusumi et al., 2003; Granata et al., 2014; Kampe et al., 2006). Une
forte expression du variant QRFP-r2 est observée dans plusieurs noyaux du thalamus, tels que
les noyaux réuniens et parafasciculaire, ainsi que dans 1’hypothalamus, notamment dans les
aires préoptique et hypothalamique latérale, et dans certains noyaux du tronc cérébral comme
le noyau dorsal du raphé ou le locus ceeruleus (Kampe et al., 2006) (Figure 23). Dans le SNC
du rat, les sites de liaison du 26RFa sont largement distribués et sont présents en forte densité
dans la couche des cellules granulaires du bulbe olfactif, dans le cortex piriforme, la formation
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hippocampale, le complexe amygdaloide, les noyaux réuniens et parafasciculaire du thalamus,
de nombreux noyaux de I’hypothalamus tels que les noyaux ventrolatéral, ventromédian,
paraventriculaire, arqué et les aires hypothalamiques antérieure et dorsomediane, ainsi que dans
le colliculus inférieur, le noyau du raphé dorsal, les noyaux abducens accessoire, ambigu et
Roller du bulbe rachidien et la corne dorsale de la moelle épiniére (Bruzzone et al., 2007). Dans
le SNC de la souris, le transcrit du GPR103A est aussi fortement exprimé dans 1’hypothalamus,
le cortex cérébral et la moelle épiniére (Jiang et al., 2003). Au niveau périphérique, les tissus
montrant les taux les plus élevés d’ARNm du GPR103A sont I’ceil et les os, les analyses par
RT-PCR montrent que ’ARNm du QRFPR est exprimé également dans les cellules MING
pancréatique (Baribault et al., 2006; Prévost et al., 2015). Une étude neuroanatomique plus
précise, par hybridation in situ, a montré que les deux sous-types du récepteur du 26RFa sont
distribués de maniére différentielle dans plusieurs régions du cerveau de souris. Ainsi, une forte
expression des ARNm du GPR103A a été détectée dans le bulbe olfactif et le noyau du tractus
solitaire, alors que les transcrits du GPR103B sont majoritairement exprimés dans le noyau
hypothalamique paraventriculaire et le noyau magnocellulaire de I’hypothalamus latéral, ainsi

que dans les noyaux supramammilaire médian et réticulaire (Takayasu et al., 2006).

Chez le poulet, les ARNm du QRFPR sont principalement détectés dans le diencéphale et le

mésencéphale (Ukena et al., 2010).

Chez ’homme, des taux élevés d’ARNm du QRFPR sont observés dans le cortex cérébral,
I’hypothalamus et les noyaux vestibulaires (Jiang et al., 2003). A la périphérie, le géne du
QRFPR est exprimé dans la rétine, I’hypophyse, les Tlots pancréatiques humains en culture, le
ceeur, le rein, le testicule et I’os (Baribault et al., 2006; Granata et al., 2014; Jiang et al., 2003;
Lee et al., 2001; Prévost et al., 2015).

3.3 Activités biologiques du 26RFa

3.3.1 Role du 26RFa dans le contrdle de la prise alimentaire

L’expression restreinte des ARNm du prépro-26RFa dans certaines aires hypothalamiques, en
particulier dans le noyau ventromédian, 1’aire latérale et le noyau arqué (Chartrel et al., 2003;
Fukusumi et al., 2003), trois régions impliquées dans la régulation de I’homéostasie énergétique,
suggere que le 26RFa pourrait jouer un réle dans le contrdle du comportement alimentaire. De
fait, il a été montré que des injections i.c.v. de 26RFa provoguent une augmentation dose-
dépendante de la consommation de nourriture chez la souris (Chartrel et al., 2003).

L’administration centrale de 43RFa de méme que celle de 26RFa20-26) €xercent un effet similaire
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a celui du 26RFa sur la prise alimentaire (do Rego et al., 2006). En revanche, le 26RFa(1-16) €t le
26RFas-16) sont sans effet sur la prise alimentaire (do Rego et al., 2006). L’ensemble de ces
observations indique que ’activité orexigéne du 26RFa est portée par I’octapeptide C-terminal,
dont la séquence a été hautement conservée au cours de 1’évolution des tétrapodes a I’exception

des oiseaux (Tableau 2).

Par la suite, d’autres études ont montré que le 43RFa joue un réle important dans I’homéostasie
énergétique en régulant 1’appétit et la dépense énergétique (Moriya et al., 2006). Ainsi,
I’administration chronique de 43RFa par voie centrale provoque une augmentation dose-
dépendante de la prise alimentaire chez la souris, accompagnée d’une augmentation de la masse
corporelle et de la masse grasse (Moriya et al., 2006). L’infusion prolongée de 43RFa provoque
également une élévation des taux plasmatiques d’insuline, de leptine, de cholestérol ainsi qu’une
réduction significative de la température rectale et de 1’expression de la uncoupling protein 1
(UCP-1) dans le tissu adipeux brun (Moriya et al., 2006). L’UCP-1 est responsable de I’oxydation
des graisses nécessaires a la production de chaleur (Ricquier, 1998) et la diminution de son
expression, corrélée a une baisse de la température corporelle, met en évidence un ralentissement
de la thermogenése chez les souris. En complément, une étude récente montre que les souris
invalidées pour le 26RFa sont hypophagiques, ce qui soutient fortement 1’effet orexigéne du
26RFa (Okamoto et al., 2016). De plus, il a été rapporté que 1’expression du géne codant le
précurseur du 43RFa/26RFa est fortement augmentée chez des souris soumises a un jelne
(Takayasu et al., 2006). L’ensemble de ces données indique que le 43RFa est impliqué dans le
comportement alimentaire a court terme et dans le maintien de I’homéostasie énergétique a plus
long terme. L’effet orexigéne du 43RFa n’est pas diminué chez les souris dont le gene codant les
orexines a été invalidé mais il est atténué par un antagoniste Y1 (BIBP 3226), suggérant que le
43RFa exerce son activité orexigene en partie via les neurones a NPY (Takayasu et al., 2006).
Néanmoins, aucune variation de poids n’est observée chez les souris dont le géne codant pour le
GPR103A est invalidé comparativement aux animaux sauvages (Baribault et al., 2006). Cette
absence d’effet peut s’expliquer par la redondance des systémes neuropeptidergiques intervenant
dans le contréle du comportement alimentaire, laquelle permet de compenser le

dysfonctionnement d’une de ces composantes (Beck, 2001).

Dans la plupart des études, les effets stimulateurs du 26RFa ou du 43RFa sur la prise alimentaire
observés chez la souris ne le sont pas chez le rat (Kampe et al., 2006; Patel et al., 2008; Primeaux
et al., 2008). Kampe et ses collaborateurs (2006) n’ont observé qu’un léger effet orexigéne du

26RFa durant les deux premiéres heures post-injection chez le rat soumis a un régime calorique
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normal. Cette méme équipe rapporte également que le 26RFa n’a aucune influence sur la dépense
énergeétique chez le rat, contrairement a ce qui avait précédemment été montré chez la souris
(Moriya et al., 2006). De méme, Patel et ses collaborateurs (2008) n’ont observé aucun effet
orexigéne du 43RFa chez le rat que ce soit 1 h ou 24 h aprés 1’administration centrale du
neuropeptide. En revanche, I’injection i.c.v. de 43RFa ou de 26RFa stimule la prise alimentaire
de facon dose-dépendante lorsque les rats sont préalablement soumis a un régime hypercalorique
(Primeaux, 2011; Primeaux et al., 2008). De plus, I’expression du géne codant le 26RFa est
augmentée dans les noyaux ventromédian et arqué des rats dont I’alimentation est riche en calories
(Primeaux et al., 2008, 2013) comme cela avait précédemment été observé chez les souris ob/ob
et db/db (Takayasu et al., 2006), suggérant que le 26RFa pourrait jouer un rdle important dans le
développement de 1’obésité de ces animaux. Toutefois, I’effet orexigene du 43RFa et du 26RFa
ainsi que 1’augmentation des taux d’ARNm du 26RFa n’ont pas été retrouvés chez les rats
recevant une alimentation pauvre en lipides (Primeaux et al., 2008, 2013). Quel que soit le régime
alimentaire, aucune variation de I’expression du QRFPR n’a été observée dans les noyaux
ventromedian et arqué chez le rat (Primeaux et al., 2008). Dans le noyau arqué, les populations
de neurones a NPY et POMC integrent les stimuli extérieurs et régulent in fine ’homéostasie
énergétique : le NPY stimule 1’appétit en interagissant avec les récepteurs Y1 et Y5 présents sur
les neurones a POMC tandis que 1I’a-MSH, dérivée de la POMC, exerce son activité anorexigéne
par le biais des récepteurs MC3R et MC4R (Lin et al., 2004; Marsh et al., 1998; Millington, 2007)
(Figure 27). Chez le rat, I’administration i.c.v. de 26RFa provoque une surexpression des ARNm
du NPY ainsi qu’une augmentation de libération de NPY dans I’hypothalamus basal. Le 26RFa
induit également une diminution de I’expression des ARNm codant la POMC associée a une chute
de la libération d’a-MSH (Lectez et al., 2009). Les auteurs montrent également que le GPR103,
présent sur une certaine population de neurones a NPY, est absent de la surface des neurones a
POMC, et que I’injection i.c.v. préalable d’antagonistes des récepteurs Y1 et Y5 abolit les effets
orexigenes du 26RFa. Par ailleurs, le 26RFa antagonise les effets de la leptine sur I’expression et
la libération de NPY, sur I’expression du gene codant I’ARNm de la POMC, sur la libération d’a-
MSH et sur la prise alimentaire (Lectez et al., 2009). Cette étude est la seule a montrer que le
26RFa exerce un effet orexigene significatif chez le rat, et que cet effet est 1i¢ a ’augmentation
de la libération de NPY dans le noyau arqué, laquelle inhibe 1’activité des neurones a POMC
(Lectez et al., 2009) (Figure 27).

3.3.2 Role du 26RFa dans le contrdle de I'homéostasie glucidique
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Des expériences menées sur des pancréas de rat isolés ont révélé que I’infusion de 26RFa inhibe
la sécrétion pancréatique d’insuline induite par le glucose et I’arginine, suggérant que le 26RFa
pourrait également moduler la libération d’hormones agissant sur le contrdle central de la prise
alimentaire (Egido et al., 2007). En accord avec ces travaux, une autre équipe a montré que le
26RFa inhibe la sécrétion d’insuline basale et stimulée par le glucose dans les cellules INS-1E de
rat et les Tlots pancreatiques humains (Granata et al., 2014). Cependant, I’effet insulinostatique du
26RFa n’est pas abolit par I’invalidation du QRFPR par des siRNA suggérant I’implication d’un
autre récepteur, qui pourrait étre le NPFF-2 (Gesmundo et al., 2017; Granata et al., 2014).
Contrairement au 26RFa, le 43RFa favorise la sécrétion d’insuline basale et stimule dans les
cellules B pancréatiques humaines 1'absorption du glucose (Gesmundo et al., 2017; Granata et al.,
2014). Par ailleurs, le 43RFa améliore, alors que le 26RFa atténue, I’effet insulinotropique de
I’exendin-4, un analogue du GLP-1, dans les cellules B et les ilots pancréatiques humains (Granata
et al., 2014). Malgré leurs effets opposés sur la sécrétion d’insuline, le 26RFa et 43RFa sont
capables de promouvoir la survie, la prolifération et de réduire 1’apoptose des cellules B et INS-
1E cultivées dans un sérum contenant des stimulants diabétogéniques, tels que les cytokines
inflammatoires (Gesmundo et al., 2017; Granata et al., 2014). Le 43RFa induit son effet protecteur
via I’activation des voies de signalisation de survie et prolifération cellulaires PI3K/Akt et
ERK1/2, alors que le 26RFa active la phosphorylation d’ERK1/2 mais pas celle de PI3K/Akt.
Globalement, ces résultats soulignent un rdle protecteur commun du 26RFa et 43RFa sur les
cellules B et les ilots pancréatiques humains, mais des effets opposés sur la sécrétion d’insuline,
probablement liés a des mécanismes d’activations différents. De fagon contradictoire, une étude
récente menée au laboratoire indique que le 26RFa agit comme une incrétine (Prévost et al., 2015).
En effet, le 26RFa est massivement libéré par le systéme gastrointestinal en réponse a une charge
orale de glucose afin d’atténuer 1’hyperglycémie générée en potentialisant la sensibilité de
’organisme a I’insuline et/ou en augmentant la concentration plasmatique d’insuline (Prévost et
al., 2015). Les études menées sur les cellules de la lignée MIN6 suggeérent 1’implication du
QRFPR dans I’effet insulinotropique du 26RFa (Prévost et al., 2015). Les mécanismes qui sous-
tendent 1’hypersensibilit¢ a I’insuline die au 26RFa ont conduit a examiner 1’expression du
QRFPR dans les tissus cibles de I’insuline. Le QRFPR est, de fait, colocalisé avec le récepteur de
I’insuline et le transporteur GLUT4 du glucose dans les muscles, le foie et le tissu adipeux
(Prévost et al., 2015). En accord avec ces données, le 26RFa promeut le stockage des triglycérides
dans les adipocytes (Malumba et al., 2010). De méme, la co-incubation d’insuline et de 26RFa en
présence de myotubes L6 en culture augmente 1’insulino-sensibilité des cellules musculaires en

favorisant la captation du glucose et la synthese de glycogene (Allerton and Primeaux, 2015). Par
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ailleurs, il a été observé une corrélation modeste entre les niveaux plasmatiques de 26RFa et
d’insuline avec ceux des marqueurs de résistance a I’insuline chez les patients diabétiques,
suggérant une relation entre le 26RFa et I’homéostasie du glucose (Prévost et al., 2015). De fait,
le niveau plasmatique du 26RFa augmente en réponse a une charge orale en glucose (Prévost et
al., 2015). Bien que le réle du 26RFa sur la fonction des cellules B soit controversé en raison,
probablement des conditions expérimentales, il est clair que le 26RFa excerce un effet
antiapoptotique sur les cellules B pancréatiques et influence la sécrétion d’insuline, ce qui en fait

un bon candidat pour la thérapie du diabete.
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Figure 27: Représentation schématique du mécanisme d’action du 26RFa dans le controle
hypothalamique de la prise alimentaire. Les effets stimulateurs et inhibiteurs sont schématisés par des
fleches vertes et rouges, respectivement. Arc, noyau arqué ; LHA, aire hypothalamique latérale ; PVN,
noyau hypothalamique paraventriculaire ; VMH, noyau hypothalamique ventromédian.

3.3.3 Rodle du 26RFa sur le développement osseux
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L’invalidation du geéne codant le QRFPR représente une étape indispensable dans I’investigation
de la fonction biologique du systéme 26RFa/QRFPR. Les souris GPR103A™ ne montrent pas de
troubles du comportement alimentaire mais souffrent d’une ostéopénie sévere accompagnée
d’une diminution de la densité osscuse plus prononcées chez les femelles que chez les males
(Baribault et al., 2006). De plus, les souris invalidées pour le GPR103A présentent une importante
cyphose, qui rappelle la déformation du rachis observée chez les patients atteints d’ostéoporose
(Baribault et al., 2006). Les analyses histologiques ont révélé que la diminution de la densité
osseuse chez les souris GPR103A™ résulte d’une réduction du nombre d’ostéoclastes et d’une
détérioration de la plaque ostéochondrale. Il apparait donc que 1’activation du GPR103A par le
26RFa intervient dans la formation osseuse par une action directe au niveau de la plaque
ostéochondrale. Cependant, il est également envisageable que les effets du 26RFa passent par le
QRFPR présent dans le noyau ventromédian, puisque ce noyau hypothalamique est connu pour
participer au développement osseux (Ducy et al., 2000; Elefteriou et al., 2004). Des recherches
de single-nucleotide polymorphisms dans la séquence ADN du 26RFa ont été effectuées chez la
souche de souris ostéopéniques SAMP6. La substitution d’une thymine par une cytosine a été
identifiée en position -1773 du promoteur du gene codant le 26RFa (Zhang et al., 2007). Ce
polymorphisme donne lieu a la formation d’un site de liaison pour un facteur de transcription
répresseur putatif qui pourrait étre a 1’origine d’une réduction de 1’expression du 26RFa. De fait,
il a ét¢é montré que le taux d’ARNm codant le 26RFa est nettement réduit dans le cerveau,
notamment dans 1’hypothalamus, chez les souris SAMPG6 par rapport aux souris sauvages (Zhang
et al., 2007). Compte-tenu de 1’ostéopénie observée chez les souris invalidées pour le GPR103A,
ces résultats renforcent 1’hypothese selon laquelle le 26RFa jouerait un role important dans le

contrble de la formation osseuse.

3.3.4 Role du 26RFa sur 'axe gonadotrope

Il est maintenant bien établi que les mécanismes de contrdle du métabolisme énergétique et des
fonctions de reproduction sont étroitement liés. C’est pourquoi I’implication du systeme
26RFa/QRFPR dans la régulation de I’axe gonadotrope a été explorée (Navarro et al., 2006). 1l a
ainsi ét¢ montré que I’administration centrale de 43RFa, 26RFa ou de 26RFa(20-26) induit une
augmentation des concentrations plasmatiques de LH et FSH chez le rat, et que le cetrorelix,
antagoniste du récepteur de la GnRH, bloque I’augmentation de LH plasmatique induite par
I’injection i.c.v. de 43RFa (Navarro et al., 2006; Patel et al., 2008). En revanche, seule 1’injection
I.p. de 26RFa provoque une augmentation des niveaux de LH (Navarro et al., 2006; Patel et al.,

2008). Les aires préoptique et antéricure de 1’hypothalamus, qui contiennent les principales
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populations de neurones a GnRH, présentent une forte expression du QRFP-r2 (Kampe et al.,
2006). De plus, les souris dont le gene codant pour le GPR103A est invalidé se reproduisent
normalement (Baribault et al., 2006). Ces résultats suggérent que le 26RFa/43RFa stimule I’axe
hypothalamo-hypophyso-gonadotrope en activant les neurones a GnRH de I’aire préoptique,
sélectivement via le QRFP-r2/GPR103B. Par ailleurs, dans un modéle d’explants hypophysaires
de rat, le 43RFa, le 26RFa et le 26RFa20-26) Stimulent les sécrétions de LH basales ou induites par
la GnRH, suggérant que ces peptides pourraient agir directement au niveau hypophysaire via un
mécanisme autocrine/paracrine (Navarro et al., 2006). Cette hypothese est renforcée par la
présence des ARNm du 26RFa et du QRFPR au niveau hypophysaire (Fukusumi et al., 2003;
Jiang et al., 2003; Navarro et al., 2006), ainsi que par la capacité du 26RFa a activer des cellules
adénohypophysaires de rat, en stimulant la production d’AMPc (Chartrel et al., 2003). Chez le
singe rhésus Macaca mullata, I’administration i.v. du 26RFa et 43RFa augmente les taux
plasmatiques de la prolactine, mais est sans effet sur le niveau de testostérone (Wahab et al.,
2012a). Il est important de noter que chez la méme espéce, I’injection i.v. du 26RFa stimule, alors
que le 43RFa inhibe la sécrétion de I’hormone de croissance (Qaiser et al., 2012). De plus, chez
le poulet Gallus domesticus, I’administration du 26RFa réduit le taux plasmatique de testostérone,
effet mime par le kisspeptine (Wahab et al., 2012b). Enfin, chez le poisson rouge Carassius
auratus, I’injection i.p. de 26RFa induit une augmentation transitoire des niveaux sériques de LH
alors que I’application de 26RFa dans le milieu de culture de cellules hypophysaires n’a pas
d’effet sur la sécrétion de LH, suggérant que chez les poissons le peptide n’agirait sur 1’axe

gonadotrope qu’au niveau hypothalamique (Liu et al., 2009).

3.3.5 Role du 26RFa sur la glande surrénale

L’expression du QRFPR dans plusieurs glandes endocrines comme 1’hypophyse, la surrénale et
le testicule (Fukusumi et al.,, 2003) suggére que le 26RFa peut exercer des activités
neuroendocrines. En particulier, de fortes concentrations d’ARNm codant le QRFPR ont éteé
détectées dans la zone glomérulée du cortex surrénalien, indiquant que le 26RFa pourrait étre
impliqué dans le contrdle de la stéroidogenese surrénalienne. A 1’appui de cette hypothese, il a
été montré que 1’injection i.v. de 43RFa provoque une augmentation des taux plasmatiques
d’aldostérone sans modifier les taux circulants de corticostérone (Fukusumi et al., 2003),
suggerant une action speécifique du 43RFa au niveau de la zone glomerulée de la surrénale. In
vitro, dans la lignée cellulaire adrénocorticale H295R, le 43RFa stimule la sécrétion d’aldostérone

et, dans une moindre mesure, de cortisole (Ramanjaneya et al., 2013).
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3.3.6 Role nociceptif du 26RFa

Compte-tenu de la forte expression du QRFPR dans la moelle épiniére chez la souris et le rat
(Bruzzone et al., 2007; Jiang et al., 2003), I’hypothése d’un effet modulateur du 26RFa sur la
transmission nociceptive a été émise. De fait, il a été montré que I’injection i.t. de 26RFa chez le
rat atténue la douleur provoquée par une injection de formaline ou de carragénine au niveau de la
voute plantaire (Yamamoto et al., 2008). Par ailleurs, les ARNm du QRFPR ont été localisés par
hybridation in situ au niveau de la corne dorsale de la moelle épiniere et dans les ganglions
rachidiens (Yamamoto et al., 2008). De plus, I’injection i.c.v. de 26RFa diminue 1’effet nociceptif
induit par 1’administration de formaline dans la patte en phase aigué et en phase chronique
(Yamamoto et al., 2009), ce qui suggére 1’implication du systéme 26RFa/QRFPR dans la
transmission spinale et supraspinale des stimuli nociceptifs. L’antagoniste du récepteur Y1 du
NPY, le BIBP 3226, bloque I’effet analgésique du 26RFa uniquement pendant la premiére phase
(Yamamoto et al., 2009), suggérant que I’action anti-nociceptive du 26RFa passerait en partie par
I’activation du récepteur Y1 et/ou des récepteurs du NPFF puisque le 26RFa et le BIBP 3226 se
lient & ces récepteurs (cf chapitre 2, 8 2.2.1.) (Bruzzone et al, 2007; Gouarderes et al., 2007).

3.3.7 Role du 26RFa sur l'activité locomotrice

Des tests comportementaux ont révelé que des injections i.c.v. de 26RFa ou de 43RFa provoquent
une augmentation dose-dépendante de 1’activité locomotrice chez la souris (do Rego et al., 2006).
En accord avec ces données, les souris invalidées pour le 26RFa sont hypoactives (Okamoto et
al., 2016). Cet effet a été confirmé par une autre équipe qui, de plus, a montré que le 43RFa
stimule 1’activité locomotrice diurne mais n’a aucun effet pendant la période nocturne (Takayasu
etal., 2006). Chez les larves de poisson zébre, la surexpression du géne QRFP atténue leur activité
locomotrice diurne sans pour autant induire leur sommeil (Chen et al., 2016). Réciproquement,
chez les larves QRFPR™, I’activité locomotrice diurne est améliorée et le nombre de périodes de
sommeil est réduit pendant le jour mais pas pendant la nuit, suggérant que le complexe
26RFa/QRFPR est nécessaire pour maintenir une activité locomotrice normale et des niveaux de

sommeil diurne chez le poisson zébre (Chen et al, 2016).

3.3.8 Rodledu 26RFa sur le comportement anxieux
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Chez la souris, les ARNm du GPR103A et GPR103B sont différentiellment exprimés dans le
noyau du lit de la strie terminale, le septum latéral et la substance grise périaqueducale, des
régions impliquées dans I’anxiété et le stress. L’injection i.c.v. du 26RFa réduit le
comportement anxiogéne de la souris dans le test du labyrinthe effet médié via les récepteurs
GABAergique et B-adrénergique (Palotai and Telegdy, 2016). Les souris déficientes en
26RFa/43RFa présentent un comportement anxiolytique exacerbé (Okamoto et al., 2016).
Inversement, I’administration i.c.v. de 43RFa n’affecte pas 1’état d’anxiété de la souris
(Takayasu et al., 2006). Les effets divergents des deux peptides peuvent s’expliquer par une
meilleure affinité du 26RFa que du 43RFa pour le NPFF-2 (Gouarderes et al., 2007), dont
I'activation provoque la libération de corticolibérine (CRH). Néanmoins, le 43RFa stimule les
épisodes et le temps consacreé au toilettage qui sont des marqueurs de stress. En fait, le 43RFa
augmente 1’expression des ARNm de la CRH dans les cellules hypothalamiques, suggérant que

le 43RFa contribue, comme le 26RFa, a la réponse au stress (Ishigame et al., 2016).

3.3.9 Roledu 26RFa sur la tumorogenese

Bien qu’il n’y ait que peu d’études sur le role du 26RFa et du 43RFa et de ses récepteurs dans
la tumorogenese, le 26RFa et le 43RFa sont exprimés dans un certains nombre de lignées
cancéreuses et tumorales, plus particulierement, colorectales, testiculaires, pancréatiques mais
aussi dans les cancers du foie, du sein, des ovaires et de la prostate (Human Protein Atlas
www.proteinatlas.org). Le 26RFa étant produit par les cellules endocrines il est probable que
le 26RFa/43RFa influence la gravité des cancers en affectant le processus métastatique, la
croissance des cellules tumorales et I’angiogenése. Des études d’ immunohistochimie montrent,
en effet, que les expressions du 26RFa et du QRFPR sont positivement corrélées avec la sévérité
de tumeurs prostatiques. Des études sur la lignée cellulaire DU145, dérivée de cancer
androgéno-indépendant de prostate, montrent que le 26RFa stimule la migration de ces cellules
sans affecter leur prolifération et favorise la différenciation neuroendocrine (Alonzeau et al.,
2013).

3.4 Etudes des relations structure-activité

L’activité in vitro du 43RFa, du 26RFa et du 26RFao-26) sur des lignées cellulaires CHO et
HEK293 surexprimant le QRFPR humain a été initialement déterminée par des études de
déplacement du 43RFa radio-iodé sur sa tyrosine 32 [*?°I-Tyr®?]43RFa, de variation de
production d’AMPc et de changement de la [Ca?*]; (Fukusumi et al., 2003; Jiang et al., 2003).
Par la suite, ces approches ont été utilisées pour caractériser les proprietés pharmacologiques
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de nombreux analogues peptidiques du 26RFa (Le Marec et al., 2011; Neveu et al., 2014). En
accord avec une meilleure affinité pour le QRFPR, le 43RFa est plus puissant & inhiber la
production d’AMPc et a stimuler la [Ca?*]i que le 26RFa (Fukusumi et al., 2003). Le 26RFao-
26) Ne déplace pas la liaison du [*?°1-Tyr®2]43RFa mais celle du [*?°I-Tyr'®]26RFa a des
concentrations micromolaires (Fukusumi et al., 2003; Neveu et al., 2012). De fait, en fonction
des modéles cellulaires le 26RFao-26) est entre 35 et 50 fois moins puissant que le 43RFa ou le
26RFa pour activer le QRFPR (Fukusumi et al., 2003; Jiang et al., 2003; Le Marec et al., 2011;
Neveu et al., 2012). Ce résultat a été confirmé par la délétion systématique des résidus N-
terminaux du 26RFa qui s’accompagne d’une perte graduelle d’affinité et d’activité vis-a-vis
du hQRFPR d’abord légére, puis plus prononcée qui pourrait coincider avec le
raccourcissement ou la déstabilisation de I’hélice a. Tous les fragments N-terminaux
synthétises, comme les composeés 26RFa(1-18), 26RFa1-10) €t encore le 26RFa-17), qui constitue
a lui-seul I’enchainement de 1’hélice-a du peptide (Thuau et al., 2005), sont totalement
dépourvus d’activité agoniste (Le Marec et al., 2011). L’ensemble de ces résultats indique
clairement que I’essentiel de ’activité biologique du 26RFa est portée par son extrémité C-
terminale, et que le 26RFao-26), (Figure 28A) dont la séquence est hautement conservée chez
les mammifeéres, est I’analogue le plus court conservant une certaine capacité a activer le
QRFPR (Fukusumi et al., 2001; Le Marec et al., 2011). En effet, le 26RFa(0-26) mime les effets
orexigenes et hypophysiotropiques du 26RFa (Navarro et al., 2006; do Rego et al., 2006). Par
ailleurs, la forme des-amide du 26RFa est environ 50 fois moins active que le peptide natif alors
que le des-amide 26RFa0-26) st totalement dénué de toute activité (Fukusumi et al., 2003; Le
Marec et al., 2011), suggérant ’implication de la fonction amide dans 1’établissement de
liaisons hydrogéne avec le QRFPR au niveau de la poche de liaison. A 1’appui de cette
hypothése, la mono ou la dialkylation du carboxamide conduit a des analogues moins puissants
(Le Marec et al., 2011). En dépit d’une activité moindre, le 26RFa(20-26) s’est imposé comme un
chéssis moléculaire adapté a la conception de ligands peptidiques du QRFPR de faible masse
moléculaire. L’étude des RSA du 26RFa a été poursuivie par le remplacement systématique de
chacun des résidus du 26RFa0-26) par une alanine (Alascan) ou par leur énantiomere dextrogyre
(D-scan) (Eustache et al., 2016), afin d’évaluer respectivement I’importance de la nature et de
I’orientation de leur chaine latérale dans 1’activité biologique de 1’heptapeptide C-terminal (Le
Marec et al., 2011). Par exemple, la substitution des aa de la triade Phe?*-Arg?-Phe?-NH,
conduit a des analogues dépourvus d’activité agoniste et antagoniste (Le Marec et al., 2011),
suggérant que ce motif intervient directement dans 1’activation du QRFPR comme cela a déja

été rapporté pour les systemes a NPFF et PrRP (Boyle et al., 2005; Mazarguil et al., 2001). Il
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est important de noter, que le docking du 26RFa(19-26) dans le modele 3D du QRFPR confirme
le role du motif Phe?*-Arg?®- Phe?5-NH, dans 1’activation du récepteur (cf chapitre 3, § 3.2.2).
En revanche, la serine 23 qui n’est pas strictement conservée chez les vertébrés, est beaucoup
moins sensible a son remplacement par une alanine, suggérant que sa chaine latérale pourrait
étre optimisée par une chaine alkyle ramifiée ou non. De fait, parmi une dizaine d’analogues
préparés, le [Nva?®’]26RFa(o-26) (Nva, norvaline; LV-2073) est trois fois plus puissant que le
26RFa(0-26) @ mobiliser le calcium intracellulaire (Le Marec et al., 2011). Ce gain d’activité
pouvait étre la conséquence d’une stabilisation locale d’une structure de type coude induite par
la Nva, comme cela a déja été montré pour I’isoleucine, la norleucine et la valine (Arfmann et
al., 1977; Chin et al., 2005; Padmanabhan et al., 1990). Par ailleurs, I’acylation de I’extrémité
N-terminale n’a pas d’impact sur I’activité biologique du 26RFa(o-26) mais pourrait protéger
I’heptapeptide de sa dégradation par les peptidases. En revanche, la benzoylation du 26RFa7-
26) conduit a un analogue avec une ECso environ 100 fois inférieure a celle du peptide non acylé
sur la mobilisation calcique (Rouméas et al., 2015). Enfin, la mono- et la disubstitution de la

fonction carboxamide réduisent I’activité agoniste du 26RFa(0-26) (Le Marec et al., 2011).

Les coudes sont des élements de structure secondaire stabilisés par des liaisons hydrogene
intramoléculaires et constituent des motifs privilégiés de reconnaissance par les cibles
moléculaires des peptides (Chou, 2000). Dans le but de favoriser ce genre de structuration au
sein du 26RFa(o-26), une série d’analogues incorporant la forme aza-p3 de chaque résidu a été
synthétisée et la capacité des pseudopeptides a mobiliser le calcium intracellulaire dans une
lignée CHO exprimant le hQRFPR a été évaluée (Neveu et al., 2012). Les résultats montrent
que le remplacement des résidus Gly? et Gly?*! par des aza-p3-Gly permet d’augmenter de 2 a
5 fois ’activité des pseudopeptides, alors que 1’analogue modifié par une aza-p3-Phe?? est trois
fois moins puissant que le 26RFapo-26. Le remplacement de la Ser?® par une aza-pe-
hydroxyhomothréonine (aza-p3-Hht) augmente de 2 fois la puissance de 1’heptapeptide. En
revanche, les pseudopeptides [aza-B3-Phe?*]26RFago-26) et [aza-B-Arg?®]26RFao.26) sont
totalement dénués d’effet sur la [Ca*?];, suggérant que 1’incorporation de liaisons hydrogéne en
C-terminal est déletere a I’activité biologique, alors qu’elle est bénifique au niveau N-terminale
(Neveu et al., 2012). De facon surprenante, la combinaison des modifications favorables a

I’activité des pseudopeptides dans un méme analogue ne conduit pas a une addition des effets
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Figure 28 : Structure chimique des trois ligands peptidique et pseudopeptidique du QRFPR. (A)
26RFago26), LV-2021. (B) [cmpi?,aza-p3-Hht®]26RFapiz), LV-2172, (Neveu et al., 2012). (C)
[ADMA?]26RFa0-26), LV-2185, (Neveu et al., 2014).

individuels. Néanmoins, le remplacement des 2 glycines par un motif 4-carboxyméthyl-

pipérazine (Cmpi) couplé a la substitution de la Ser® par I’aza-p3-Hht?3, a généré le
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pseudopeptide, [Cmpi?!,aza-B3-Hht*]26RFa(1-26) (LV-2172, Figure 28B), qui est 8 fois plus
puissant que le 26RFago-26) @ augmenter la [Ca®*];, 5 fois plus puissant a déplacer la liaison du
26RFa radio-iodé et présente aussi une demi-vie 3 fois plus élevée que celle du 26RFa(o-26)
(Neveu et al., 2012). In vivo, I’injection i.c.v. de LV-2172 chez des souris partiellement
affamées provoque une augmentation dose-dépendante de la prise de nourriture similaire a celle
induite par le 26RFao-26) durant la premiere heure mais, qui perdure 2 heures apres I’injection
contrairement au 26RFa(2o-26). En conclusion, le pseudopeptide [Cmpi??, aza-B3-Hht?*]26RFao-
26), €St un composé de faible masse moléculaire, plus affin, plus puissant, plus stable que le
26RFa(0-26) et capable d’induire une hyperphagie plus durable que 1’heptapeptide de référence
en raison certainement de sa plus grande stabilité¢ (Neveu et al., 2012). D’autres pseudopeptides
ont été, par la suite, concus pour améliorer la stabilité des analogues, tels que le LV-2094 et
LV-2098 qui présentent des pseudoliaisons peptidiques de type fluorooléfine (Pierry et al.,
2013).

La caractérisation des points d’interaction entre un ligand et son site de liaison représente une
étape importante dans la conception rationnelle de ligands. L’étude de docking menée par
Neveu et ses collaborateurs a permis de prédire une interaction majeure entre I’Arg®® du
26RFa9-26) et la GIn'% située a ’extrémité N-terminale du segment TM3 (Neveu et al., 2014).
Afin de valider cette interaction, deux approches complémentaires ont été mises en ceuvre;
d’une part la capacité du 26RFa a activer le QRFPR muté en position 125 par une alanine et
d’autre part, I’aptitude d’analogues du 26RFa0-26) modifiés au niveau de la chaine latérale de
I’Arg® a activer le QRFPR sauvage. Il a ainsi été montré que la mutation du résidu GIn'? du
hQRFPR par une Ala conduit a un récepteur inactivable par le 26RFa. Réciproquement, la
méthylation des deux atomes d’azote o de la fonction guanidine de I’Arg? du peptide ou celle
des atomes ® et ®' abolit I’activité agoniste des analogues vis-a-vis du hQRFPR sauvage et
conduit méme, dans le cas de la gem-diméthylation, a un analogue peptidique
[ADMAZ]26RFa(0-26), capable de s’opposer partiellement a I’effet du 26RFa (Neveu et al.,
2014). L’ensemble de cette étude démontre clairement que 1’interaction entre I’Arg?® du 26RFa
ou un de ses analogues et la GIn'?® du QRFPR participe, tout ou partie, & la reconnaissance des

ligands et/ou I’activation du récepteur.

En 2010, la compagnie Banyu Pharmaceutical a décrit deux familles d’antagonistes non
peptidiques du QRFPR: (1) des dérivés aryl-indole (Kishino et al., 2010) et (2), des dérivés
indole-2-carboxamide (Haga et al., 2010) (Figure 29). Parmi ces deux séries, les dérivés aryl-

indole 1 et 2 présentent respectivement des 1Cso de 33 et 50 nM. Les derivés indole-
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carboxamide 3, 4 et 5 sont plus puissants a déplacer la liaison du [*?°I-Tyr'®]26RFa avec des
ICso respective de 49, 5,5 et 6,1 nM. La puissance de deux derniers composés souligne
I'importance du substituant diméthylamine dans [I’affinité des composeés. Bien que
I’incorporation d’un atome de chlore sur le noyau indolique n’améliore pas nettement 1’affinité
du composé (5 vs. 4), cet halogene a été retenu dans les générations suivantes de ligands du
QRFPR par Banyu Pharmaceutical.

Une nouvelle série de dérivés 5-chloro-indole-2-carboxamide substituée en position 3 par des

noyaux aryls ou héteroaryl a été brevetée par la méme compagnie (Fujimura et al., 2010).

Figure 30 : Structure chimique de quelques ligands non-peptidiques de seconde génération du
QRFPR développés par Banyu Pharmaceutical. Les composés 7, 8 et 9 sont des dérivés d’indole-2-
carboxamide substitué en position 3. D’aprés Fujimura et al., 2010.

Figure 29 : Structure chimique de quelques ligands non-peptidiques de premiére génération du
QRFPR deéveloppés par Banyu Pharmaceutical. Les composés 1 et 2 sont des dérivés d’indole,
(Kishino et al., 2010); les composés 3, 4 et 5 sont des dérivés indole-2-carboxamide, (Haga et al., 2010a).
L’incorporation d’un groupement furanyl en position 3 améliore sensiblement 1’affinité de

I’analogue 7 son ICsp est de 9,82 nM comparativement a celle du composé 6 (ICso= 22,36 nM).
De méme, la présence d’un substituant alkylaminocarbonyl en position 2 du cycle indolique
potentialise son effet antagoniste (composé 8, ICso = 2,26 nM). Parmi cette série, le composé 9

se présente comme le meilleur antagoniste du QRFPR avec une ICso de 0,88 nM (Figure 30).

En 2010, lacompagnie Banyu Pharmaceutical également décrit une autre famille d’antagonistes
potentiels du QRFPR, des dérivés 2-aryl-imidazoline (Haga et al., 2010). En particulier, les

auteurs ont montré que les composés substitués en position 1 de I’imidazoline par un
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groupement diphenyl-méthyl et par un noyau aryl en position 2 étaient de bons antagonistes.
Le derivé 2-paraméthoxyphényl 10 présente en effet une 1Cso de 11 nM (Figure 31).

10
O
waa

10

Figure 31 : Structure chimique d’un antagoniste non-peptidique du QRFPR développés par
Banyu Pharmaceutical basé sur un squelette 2-aryl-imidazoline. D’aprés Haga et al, 2010b.

Enfin, des composés basés sur unsquelette pyrrolo[2,3-c]pyridine, alternatif au cycle indole,

0
E;r4</i§|\fL H/:QMN\
—
11
0
BFA(iQ\J\ @\/N\
—

12
ont été développés comme des antagonistes du QRFPR avec des propriétés physicochimiques,

pharmacodynamiques et pharmacocinétiques potentiellement plus attractives (Georgsson et al.,

Figure 32 : Structure chimique de deux antagonistes non-peptidiques du QRFPR
d’AstraZeneca basé sur un squelette Pyrrolo[2,3-c]pyridine. D’apres Georgsson et al., 2014

2014). De fait, le composé 11 (Figure 32), bien que présentant une 1Cso du méme ordre de
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grandeur que celle des composés de Banyu Pharmaceutical (ICso = 40 nM), provoque par voie
orale une réduction dose-dépendante de la prise alimentaire chez la souris (Georgsson et al.,
2014). De facon intéressante le composeé 12, dans ses conformations de plus basse énergie, se

superpose assez bien a la structure du 26RFa0-26) (Georgsson et al., 2014).

100



Objectifs de these

Chapitre 4 : Objectifs de la these

Environ 40% des médicaments ont pour cible des RCPGs (Hauser et al., 2017) et la conception
de nouvelles molécules visant a modifier ’activité de ces récepteurs constitue une voie
prometteuse pour le développement de médicaments innovants. C’est pourquoi 1’identification
des ligands endogenes des RCPGs orphelins est devenue un enjeu majeur pour 1’industrie

pharmaceutique.

Les chercheurs du laboratoire dans lequel j’ai effectué¢ mes travaux de thése ont identifié¢ pour
la premiére fois le 26RFa a partir du cerveau de grenouille (Chartrel et al., 2003). Parallélement,
deux groupes pharmaceutiques internationaux ont montré, par des stratégies bioinformatiques
distinctes, que le 26RFa et sa forme étendue en N-terminal, le 43RFa, lient avec une affinité
nanomolaire, un RCPG jusqu’a la orphelin désigné initialement GPR103 rebaptisé actuellement
QRFPR (Fukusumi et al., 2003; Jiang et al., 2003). Des expériences in vivo ou ex vivo menées
chez le rongeur ont montré que le 26RFa et le 43RFa augmentent de facon dose-dépendante la
consommation de nourriture (Chartrel et al., 2003; Kampe et al., 2006; Moriya et al., 2006;
Primeaux et al., 2008; do Rego et al., 2006), stimulent la sécrétion de gonadotropines (Granata
et al., 2014; Navarro et al., 2006; Patel et al., 2008) et la sécrétion d’aldostérone et modulent la
libération d’insuline induite par le glucose (Egido et al., 2007; Prévost et al., 2015). Enfin,
I’invalidation du gene codant le QRFPR chez la souris provoque une ostéoporose sévere
(Baribault et al., 2006). L’ensemble de ces données indique que le 26RFa pourrait exercer
d’importantes activités biologiques chez les vertébrés comme le contrdle de la prise alimentaire,
de Dl’insulinémie, de la reproduction, de I’homéostasie hydrominérale et de I’ostéogenese
(Chartrel et al., 2011; Leprince, 2017). Par ailleurs, il est important de souligner que la forme
tronquée en N-terminal du 26RFa, le 26RFapo2, mime les effets orexigéniques,
insulinostatiques et hypophysiotropes du peptide de référence (Egido et al., 2007; Navarro et
al., 2006; do Rego et al., 2006).

Notre équipe a entrepris 1’étude des RSA du 26RFa vis-a-vis du hQRFPR. Ce type de travail
est essentiel au développement d’agonistes et d’antagonistes sélectifs qui permettront
d’explorer le mécanisme d’action du peptide in vivo et qui constituent le point de départ pour
la conception rationnelle de ligands non peptidiques. En effet, ces derniers présentent une

meilleure biodisponibilité que les peptides et pourraient étre utilises dans le traitement des
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troubles du comportement alimentaire, de la reproduction ou de 1’ostéoporose. En particulier,
il @ été montré au sein de I’équipe qu’en dépit de mimer in vivo certains effets du 26RFa, le
26RFa(0-26) est environ 75 fois moins puissant que celui-ci in vitro mais que la substitution du
résidu Ser?® par une norvaline conduit a un analogue, le LV-2073 ([Nva*]26RFao-26)), qui
s’avere étre 3 fois plus puissant que 1’heptapeptide naturel (Le Marec et al., 2011). Ainsi,
compte tenu de sa masse moléculaire relativement faible, de sa lipophilie plus importante que
celle du 26RFa et de sa capacité, méme restreinte, a activer le QRFPR, le 26RFa0-26) constitue
un chassis moléculaire pertinent pour la conception de ligands du QRFPR. Dans la continuité
de cette premiére étude, un nouveau analogue a été concu le LV-2172 ([Cmpi®!, aza-p3-
Hht**]26RFa1-26)), le premier analogue de faible masse moléculaire, plus affin, plus puissant,
plus stable et capable d’induire une hyperphagie plus durable que le peptide 26RFa(0-26) (Neveu
et al., 2012). Ce résultat constitue une avanceée significative vers la conception rationnelle de
ligands du QRFPR a visée thérapeutique notamment pour le traitement des troubles du
comportement alimentaire. Plus récemment, un modéle du QRFPR humain par homologie a été
construit, dans lequel le 26RFa19-26) a été docké. Ce modéle a permis de prédire une interaction
majeure entre I’Arg?® du peptide et la GIn'?® du récepteur. La validation expérimentale du
complexe modélisé ligand/récepteur, par mutagénese dirigée du QRFPR et la préparation de
nouveaux analogues du 26RFago-26), Ont permis de mettre en évidence que cette interaction
moléculaire forte est a 1’origine de I’activation du QRFPR. Cette donnée capitale a été mise a

profit pour concevoir le premier antagoniste de ce systeme, le LV-2185 (Neveu et al., 2014).

Dans le cadre de cette thése, nous nous sommes fixés comme objectifs de répondre aux
questions suivantes (1) quel est I’'impact de la variation de la longueur de la chaine et de
I’alkylation de la fonction guanidinium de 1’ Arg?® du 26RFao-26) sur I’activation du QRFPR ?
(2) quel est I’effet d’analogues remarquables du 26RFa humain sur la prise alimentaire et
I’homéostasie glucidique chez la souris ? (3) la boucle extracellulaire reliant les domaines
transmembranaires 4 et 5 (ECL2) du QRFPR présente-t-elle réellement une hélice-a dans le

récepteur in cellulo et est-elle capable d’interagir avec I’hélice o du 26RFa ?
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1. Culture cellulaire des lignées stables

Deux lignées de cellules CHO sont utilisées : la lignée stable de cellules CHO transfectées avec
la sous unité aue de la protéine G (CHO-Gaus) et la lignée transfectées avec la sous unité aue
de la protéine G et le récepteur QRFPR humain étiqueté par un tag M2 CHO-Gous-hQRFPR-
M2). Ces deux lignées sont maintenues dans un milieu Ham-F12 (Invitrogen) complémenté
avec 10% de sérum de veau feetal, 1% de L-glutamine, 1% de streptomycine/pénicilline (Gibco).
L’expression de la sous-unité ais de la protéine G est assurée par I’ajout de 200 pg/ml
d’hygromycine B et celle du récepteur QRFPR, par I’ajout de 500 pg/ml de généticine G418
(Gibco). Les cellules sont cultivées a 37°C en atmosphére humide a 5% de CO: et le milieu est

renouvelé tous les 2-3 jours.

2. Etude de la fonctionnalité du 26RFa et de ses analogues par mesure de la

variation de la [Ca2+];

Toutes les mesures de calcium sont réalisees grace a un automate de criblage & moyen débit
Flexstation™-111% piloté par le logiciel SoftMax Pro (version 5.4) (Molecular Devices) dans le
service de criblage de molécules bioactives de la plateforme PRIMACEN. Les cellules sont
cultivées 24 h ou 48 h (avec un ensemencement initial de 20 000 ou 40 000 cellules/puits,
respectivement) dans des plaques 96 puits noirs a fond clair (Corning Costar) en présence de
100 pl de milieu de culture (cf matériels et méthodes § 1.). Pour la mesure de 1’auto-
fluorescence, le milieu de culture est remplacé par 200 ul de solution de Hank (HBSS) (Gibco)
contenant 2,5 mM de probénécide diluée dans une solution de NaOH a 0,5 M et d’HEPES a 5
mM. Les cellules sont ensuite incubées pendant 1 h en présence de 40 pl/puits du méme milieu
HBSS contenant la sonde Fluo-4AM a 2uM et 0,25 pl/ml d’acide pluronique (Molecular
Devices). Les cellules sont ensuite lavées avec 150 ul de tampon HBSS/probénécide/HEPES
puis, lors d’un essai agoniste, incubées 30 min dans 200 pl du méme tampon avant la lecture
de fluorescence. Les différents analogues (10°12- 10°M, concentration finale) concentrés 5X
sont injectés (50 ul) 18 sec apres le début de la mesure de fluorescence qui se prolonge jusqu’a
un temps total de lecture de 180 sec. Les paramétres suivants sont utilisés : Aexc = 475 NM; Aem
= 525 nm; vitesse d’injection = 26 pl/sec; hauteur de pipette équivalente a un volume de 180
pl. Lors d’un essai antagoniste, les cellules baignent dans 160 pl de tampon (HBSS, 0.5 M
NaOH, 5 mM HEPES, 2.5 mM probénécide) et les différents antagonistes (10712 10°M,

concentration finale) concentrés 5X sont injectés (40 pl) 18 sec aprés le début de la mesure de
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la fluorescence. Trente minutes plus tard, I’agoniste de référence, le 26RFa (5X), est injecté (50
pl) par I’automate de criblage a une concentration unique correspondant a la dose minimale
provoquant une augmentation maximale de fluorescence (10"M, concentration finale). Les
données brutes collectées sont exportées depuis SoftMax Pro pour étre traitées avec le logiciel
GraphPad Prism™ (version 5) (GraphPad Software).

3. Etude des effets in vivo du 26RFa et de quelques analogues

3.1. Prise alimentaire

Les expérimentations sur les animaux sont realisees en accord avec les directives du Conseil de
la Communauté Européenne du 24 novembre 1986 (86/609/EEC) et ont été approuvées par le
comité d’éthique local (numéros d’autorisations : N/10-04-04-12, N/12-04-04-14 et N/13-04-
04-15).

Les effets des ligands peptidiques et pseudopeptides du QRFPR sur la prise alimentaire sont
évalués apres injection i.c.v. des composés chez des souris séverement affamées. Les souris
males Swiss albinos CD1 (IFFA-CREDO/Charles River) pesant 22 a 25 g sont isolées dans des
cages individuelles 2 jours avec I’expérimentation avec un acceés libre a I’eau et la nourriture
placée sur le sol de la cage. Dix huit heures avant I’expérimentation, les souris sont privees de
nourriture. Les injections i.c.v. (10 pl) sont effectuées manuellement dans le ventricule latéral
selon la procédure de Haley & McCormick (1957), en utilisant une microseringue Hamilton
(50pl) avec une aiguille de 0,5 mm de diamétre équipée d’une garde a 3,5 mm dans le but de
limiter la pénétration dans le cerveau. Les agonistes [Arg (Me)?*]26RFao-26) (LV-2186) et
[Cmpi?!, aza-p3-Hht?*]26RFa21-26) (LV-2172) dissous dans une solution de NaCl (0,9%) stérile
sont injectés a la dose de 0.1 pg/souris, le 26RFa et 1’antagoniste [ADMAZ?®]26RFa0-26) (LV-
2185) sont administrés a la dose de 1 pg/souris. Dix minutes aprées 1’injection, une quantité fixe
de nourriture (5 g) est placée dans le fond de la cage de chaque souris. Pendant les 2 h du test,
toutes les 30 min, la nourriture est retirée, pesée rapidement, puis redonnée a la souris. La
différence entre la quantité de nourriture ingérée par les souris contrdles et celle ingérée par les

souris ayant recu les composés est analysée par un test de Mann & Whitney.

3.2. Testde tolérance a I'insuline (ITT)

Apres 6 heures de jelne, I’extrémité de la queue de souris males C57BL/6 est incisée a 1’aide
de ciseau stérile afin de pouvoir effectuer les mesures de glycémie par préléevement sanguin (20

ul) a I’aide d’un glucomeétre Accu Check Performa (Roche Diagnostics, Meylan, France). Suite
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a une premiere mesure, les souris regoivent une injection i.p. d’insuline humaine 0.75 Ul/Kg
(Umuline Rapide, Lilly, Fegersheim, France) contenant ou non du 26RFa (500 pg/Kg) ou un
de ses analogues a différentes concentrations dans un des cadrans inférieurs de 1’abdomen en
évitant les cadrans supérieurs et la ligne médiane ou se situe la vessie. La glycémie est évaluée

15, 30, 60 et 90 minutes apres 1’administration.

4. Etudes structurales de 'ECL2 du hQRFPR

4.1. Prédiction de I'hélicité par AGADIR

La prédiction de I’hélicité de différents fragments du QRFPR humain délimitant sa partie ECL2
(Leu®®-Phe??; Trpt0- 11e213; Leul-Lys?!2; Met®0-11et% et Met!®0-Lys?!?) a été effectuée en
utilisant le programme AGADIR (http://agadir.crg.es/). La prédiction algorithmique est basee
sur la théorie de transition helix/coil. Les calculs ont été effectuésa pH 7,a T =278 K avec une

force ionique de 0,1 M.

4.2. Dichroisme circulaire

Les spectres de dichroisme circulaire reflétent les structures secondaires présentes au sein de
macromolécules telles que les protéines, les peptides ou encore les acides nucléiques. Pour les
protéines et les peptides, les chromophores qui participent au signal dichroique sont les liaisons
peptidiques, les chaines latérales des aa aromatiques et les ponts disulfure. Il existe des spectres
caractéristiques de différentes structures secondaires. Celui des hélices-o présente une bande
positive a 190 nm et deux bandes négatives a 208 et 222 nm. Le spectre des feuillets B se
caractérise par une bande positive a 195 nm et une large bande négative a 215 nm. Enfin, celui
des protéines ou peptides de type random coil présente, quand a lui, un minimum négatif a 195
nm. Cependant, la structure générale d’une protéine est souvent la combinaison de diverses
structures secondaires. De fait, le signal dichroique est un signal global qui permet seulement

de différencier les macromolécules a dominance en hélice a, en feuillet B ou non structurées.

Pratiquement, les spectres de dichroisme circulaire sont enregistrés a température ambiante sur
un dichrographe CD6 (Jobin-Yvon, Longjumeau, France). Les échantillons peptidiques en
solution a 0,1 mM dans un tampon phosphate (20 mM, pH 6.0) contenant ou non 20, 30 ou 50%
de trifluoroéthanol (TFE) ou 20 mM de DPC sont introduits dans une cellule de quartz de 0,5
mm de trajet optique. La différence d’absorption, AA, entre la composante droite et gauche de
la lumiere, est mesurée tous les 0,2 nm pour des longueurs d’ondes comprises entre 189 et 250

nm. Le signal du tampon correspondant est soustrait et la différence d’absorption résultante AA
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est convertie en différence de coefficient d’extinction molaire Ag puis en ellipticité molaire [0]
exprimée en degrés.cm?.dmol™?. Pour chaque condition, 3 spectres sont accumulés puis
moyenneés. Le pourcentage de chaque structure secondaire est calculé en utilisant le logiciel
DICHROPROT V2.6 (CNRS, Lyon, France).

5. Etude des interactions hélice-hélice entre le 26RFa et 'ECL2 du QRFPR par

thermophorese a I’échelle microscopique

La thermophorése a 1’échelle microscopique (microscale thermophoresis, MST) est une
technique récemment appliquée a la mesure d’interactions protéiques (Lvienken et al., 2010).
Le principe de cette technique est de chauffer localement, grace a un laser infrarouge, un
capillaire contenant 1’échantillon constitué par deux partenaires dont 1’un est marqué par une
sonde fluorescente. La différence de température induit va de 2 a 6 K a I’équilibre, et un gradient
microscopique de température se forme. Ce gradient est a I’origine d’un déplacement des entités
présentes, diminuant leur concentration dans la zone la plus chaude. Cette migration est
dépendante, entre autres facteurs, du poids moléculaire. Ainsi, la déplétion observée est
différente selon si la partenaire fluorescent est sous forme de complexe ou non. C’est grace a
ce phénomeéne qu’il est possible d’étudier les interactions par MST, et de déterminer les
constantes d’affinité. En effet, si une telle mesure est effectuée a différents rapports de

concentration des partenaires, il est donc possible d’accéder au Kq de I’interaction.

Pratiqguement, le fragment ECL2(1g0-212) a été synthétisé sous sa forme marquée a 1’Alexa fluor
647 via une liaison malémide couplée a une cystéine en N-terminale dans le service de syntheése
de peptides de la plateforme PRIMACEN et utilisé a une concentration constante de 10 nM
dans un tampon phosphate 20 mM, pH 6,0 contenant 30% de TFE. Une gamme de 26RFa
(2,8.107 M - 8,5.10'2 M) est alors préparée dans la solution du partenaire marqué a
concentration constante. Chaque échantillon est chargé dans un capillaire en verre et placé dans
le Monolithe Nanotemper NT 115. La thermophorése est réalisée a 21°C avec une puissance de
MST de 40%. Le Kd est calculé en utilisant la loi d’action de masse a partir des sensorgrammes

a I’aide du logiciel développé par le constructeur a partir de 2 expériences menées en triplicate.
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1. Article : Synthése et évaluation fonctionnelle d’analogues du 26RFa20-26) contenant

une fonction guanidine mono-, di- ou trisubstituée en position 25

Karima Alim, Benjamin Lefranc, Christophe Dubessy, Jean A. Boutin, Hubert VVaudry, Nicolas

Chartrel, David Vaudry, Julien Chuquet and Jéréme Leprince

(Article soumis, J. Med. Chem)

Le 26RFa dernier membre de la famille des peptides Arg-Phe-NH. découvert chez les vertébreés,
exerce diverses activités biologiques chez les mammiféres telles que la régulation du
métabolisme énergétique, de la minéralisation osseuse et de la sécrétion d’insuline relayées par
son récepteur, le QRFPR. Par conséquent, la conception d’agonistes et/ou d’antagonistes du
QRFPR pourrait contribuer au développement de nouvelles molécules a visée thérapeutique
traitant par exemple les troubles de I’homéostasie énergétique. Récemment, nous avons
construit par homologie, un modele tridimensionnel du QRFPR humain dans lequel le fragment
biologiquement actif, le 26RFa(19-26), a été docké. Ce modéle de complexe ligand/récepteur nous
a permis de prédire une interaction majeure entre I’Arg? du peptide et la GIn'?® du récepteur,
impliquée, tout ou partie, dans I’activation du QRFPR. L’arginine 25 du 26RFa pourrait donc
étre un résidu stratégique pour le développement d’agonistes et d’antagonistes de son récepteur.

Dans le présent travail, nous avons tenté de répondre aux questions suivantes :

v Lachaine alkyle portant la fonction guanidinium en position 25 du 26RFao-26) est-elle

ajustable en longueur ?

v Quel est I’'impact d’une mono-, di-, ou trialkylation de la fonction guanidinium portée

par le résidu en position 25 du 26RFa0-26) sur ’activation du QRFPR ?

Nos résultats démontrent que (1) I’homologation de la chaine latérale de I’ Arg (homoarginine,
Har) n’impacte pas significativement la puissance de 1’heptapeptide C-terminal du 26RFa, le
26RFa(0-26), alors que son raccourcissement d’un méthyléne (norarginine, Nar) conduit a un
analogue inactif, (2) la majorité des analogues incorporant une Har ou une Nar N-alkylée ne
sont ni des agonistes ni des antagonistes du QRFPR, soulignant que la longueur de la chaine
latérale de ’arginine est optimale, (3) le [(Me)°Arg®]26RFao-26) (LV-2186) est 25 fois plus

puissant que sa forme non méthylée et seulement 1,5 fois moins puissant que le 26RFa, (4) les
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équivalents N“-éthyl, N“-propyl et N“-isobutyl présentent des activités agonistes similaires a
celle du 26RFapo-z, et (5) les composés [(Me,Me)>“Arg®] (LV-2185) et
[(Me,Me,Me)® <" Arg?®]26RFago-26) (LV-2279) bien qu’antagonisant I’effet du 26RFa sur la
mobilisation du calcium intracellulaire, se comportent plus vraisemblablement comme des

agonistes partiels du QRFPR.

Ainsi, le [(Me)°Arg®]26RFao-26) (LV-2186) est a ce jour 1’agoniste le plus puissant du QRFPR
(ECso = 66,4 + 16,2 nM) avec une masse molaire aussi faible (MW = 829,95 g/mol). De plus,
nos données suggerent que les modifications stérique, électronique et physico-chimiques (log
D, pKa) affectent nettement le profil pharmacologique des analogues. Enfin, la N“-méthylation
de I’Arg® du 26RFa(o-26) pourrait étre exploitée dans le développement de nouveaux agonistes
du QRFPR.
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SUMMARY

26RFa, the endogenous ligand of QRFPR, has been implicated in several physiological and
pathological conditions; hence QRFPR ligands display therapeutic potential. At the molecular
level, a functional interaction establishes between the guanidino group of the 26RFa Arg?®
residue and the amide side-chain of the QRFPR GIn!% moiety, suggesting that arginine could
be a pivotal residue for the development of potent QRFPR agonists and antagonists. Thus, we
have designed and synthesized a series of 26RFa20-26) analogues incorporating at position 25
norarginine, arginine and homoarginine derivatives modified by mono-, di- or trialkylated
substituents. The impact of these modifications on 26RFao-26) activity has been evaluated on
the activation of QRFPR by assessing the [Ca?*]i mobilizing activity of the analogues in stably
transfected human QRFPR CHO cells. We found that conservation of the Arg® side-chain
length was necessary to retain the activity of 26RFa0-26) and that N-monoalkylation of arginine
was accommodated by the QRFPR active site. In particular, [(Me)®Arg®®]26RFao-26) (LV-
2186) appeared to be 25-fold more potent than 26RFao-26). Other peptides were less potent
than 26RFa(0-26), exhibited partial agonistic activity or were totally inactive QRFPR ligands.
However, all these new derivatives were more hydrophobic than 26RFao-26) and thus may
display changes in pharmacokinetic properties when evaluated in vivo. Finally, N-methyl
substituted arginine-containing peptides represent lead compounds for further development of
agonists that target the QRFPR binding site.
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INTRODUCTION

In vertebrates, the term RFamide-related peptide (RFRP) designates a family of biologically
active peptides that possess the Arg-Phe-NH. (RFamide) motif at their C-terminal extremity.
Since the discovery of 26RFa in 2003 (Chartrel et al., 2003; Fukusumi et al., 2003; Jiang et al.,
2003) no novel RFRP has supplemented this family of regulatory peptides. Indeed, data mining
in the mammalian genome databases using the RFGK or RFGR motif as queries failed,
suggesting that the RFRP family is complete and composed, in human, by neuropeptide
AF/neuropeptide FF (NPAF/NPFF), prolactin-releasing peptide (PrRP), RFRP-1
(GnlH)/RFRP-3, metastin/kisspeptin and 26RFa/QRFP peptides (Quillet et al., 2016).

The cDNA encoding the 26RFa precursor has been cloned in mammals including human
(Chartrel et al., 2003; Fukusumi et al., 2003), bovine (Fukusumi et al., 2003), mouse (Fukusumi
et al., 2003; Jiang et al., 2003) and rat (Chartrel et al., 2003; Fukusumi et al., 2003), as well as
in birds (Ukena et al., 2010; Tobari et al., 2011) and fish (Liu et al., 2009; Shu et al., 2014).
Analysis of the human 26RFa precursor indicates that pre-pro26RFa may generate several
additional peptides notably an N-terminally extended form, 43RFa, now known as QRFP
(Leprince et al., 2017) and a truncated form, 26RFa(0-26), that is strongly conserved across
vertebrate species, although it has never been chemically isolated so far. In the human
hypothalamus and spinal cord, processing of the precursor generates both 26RFa and QRFP
(Bruzzone et al., 2007), while in the rat and chicken brain, the mature forms are the 43-residue
long QRFP (Takayasu et al., 2006) and the 26-residue long 26RFa (Ukena et al., 2010) peptides,
respectively.

26RFa and QRFP are the cognate ligands of the former human orphan receptor GPR103, also
designed SP9155 or AQ27 (Fukusumi et al., 2003; Jiang et al., 2003) and now renamed QRFPR
(Leprince et al., 2017). QRFPR is similarly activated by both 26RFa and QRFP, leading to a
dose-dependent increase in cCAMP formation in cultured rat anterior pituitary cells (Chartrel et
al., 2003; Fukusumi et al., 2003) and an increase in intracellular calcium concentration ([Ca?*];)
in CHO cells transfected by the human receptor (Fukusumi et al., 2003; Le Marec et al., 2011;
Neveu et al., 2012). In the central nervous system (CNS), 26RFa/QRFP mRNA is expressed in
discrete hypothalamic nuclei in rat (Chartrel et al., 2003; Fukusumi et al., 2003; Jiang et al.,
2003), mouse (Takayasu et al., 2006) and human (Bruzzone et al., 2007). The prepropeptide
gene is also expressed in human endocrine glands particularly in the pituitary and prostate
(Jiang et al., 2003). In human, the highest expression of QRFPR is observed in the cerebral
cortex, hypothalamus and vestibular nuclei (Jiang et al., 2003) whereas, in peripheral organs,

the receptor gene is highly expressed in the retina, pituitary, heart, kidney, testis and bone (Lee
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et al., 2001; Fukusumi et al., 2003; Baribault et al., 2006). Tissue distribution of 26RFa and
QRFPR is consistent with the involvement of this peptide system in several physiological and
pathophysiological processes (Chartrel et al., 2011, 2016) such as regulation of energy
homeostasis (Prévost et al., 2015; Chartrel et al., 2016) and bone mineralization (Baribault et
al., 2006). 26RFa also stimulates the hypothalamo-pituitary gonadal axis (Fukusumi et al.,
2003; Navarro et al., 2006; Liu et al., 2009; Primeaux, 2011; Parhar et al., 2012; Schreiber et
al., 2016), increases locomotor activity (Do Rego et al., 2006) and modulates analgesia
(Yamamoto et al., 2008, 2009; Elhabazi et al., 2013) and glucose-evoked insulin secretion
(Egido et al., 2007; Granata et al., 2014; Prévost et al., 2015) suggesting that QRFPR ligands
should be amenable to drug development (Leprince et al., 2017).

Although less potent than 26RFa in activating QRFPR (Le Marec et al., 2011), the C-terminal
heptapeptide 26RFa20-26) (GGFSFRF-NH2) mimics the orexigenic and gonadotropic effects of
26RFa (Navarro et al., 2006; Do Rego et al., 2006). Structure-activity relationship studies reveal
that replacement of the Ser? residue by a norvaline leads to an analogue, [Nva®]26RFa(2o-26)
(LV-2073), that is 3 times more potent than the native heptapeptide (Le Marec et al., 2011).
Further studies have led to the design of [Cmpi?!, aza-p3-Hht**]26RFa(1-26) (LV-2172), which
is more potent than 26RFao-26) in mobilizing [Ca?*]i and more stable in serum (Neveu et al.,
2012). This pseudopeptide also exerts a long-lasting orexigenic effect in mice (Neveu et al.,
2012). Similarly, replacement of the N-terminal degradation-sensitive Gly-Gly peptide bond by
a fluoro-olefin moiety, which exhibits isosteric and isoelectronic properties similar to that of
the native amide bond (Pierry et al., 2013). The resulting [¥?%?Y(CF=CH)]26RFao-26)
compound (LV-2098) displays a five-fold longer half-life in human serum and an activity
similar to that of the parent 26RFa0-26) peptide (Pierry et al., 2013).

Structure of G-protein-coupled receptors (GPCRs) and mechanisms controlling ligand/receptor
binding are required for rational drug design. Using the X-ray structure of the 2-adrenergic
receptor as a template, we have recently built a 3D molecular homology model of human
QRFPR in which the bioactive peptide 26RFa(9-26) has been docked (Neveu et al., 2014). A
strong intermolecular interaction has been predicted between the guanidino group of the Arg®
residue of 26RFa and the GIn'? residue side-chain of QRFPR that was subsequently validated
by QRFPR site-directed mutagenesis as a pivotal interaction exploitable to the development of
QRFPR antagonists (Neveu et al., 2014). In fact, asymmetric dimethylation of the side-chain
of arginine led to a first QRFPR peptide antagonist, [(Me,Me)*©Arg?]26RFa20-26) (LV-2185),
able to significantly reduce the 26RFa-evoked [Ca?*]i increase in CHO cells transfected by the
human QRFPR (Neveu et al., 2014).
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The arginine residue of the RFamide motif plays a critical role in the biological activities of
RFRPs (for review: Quillet et al., 2016). For instance, the positively charged arginine of FMRF-
NH: is an essential residue for regulating access to the modulatory site of acid-sensing ionic
channels (Ostrovskaya et al., 2004). In mammals, substitution of the arginine moiety by an
alanine dramatically reduces the agonistic activity of 26RFa0-26) and kisspeptin-10 (Gutiérrez-
Pascual et al., 2009; Le Marec et al., 2011). To go further in the design of potent and low
molecular weight peptide ligands of QRFPR, we have designed and synthesized a new series
of Arg®-modified 26RFa(o-26) analogues and evaluated the impact of these modifications on
the activation of QRFPR by assessing the Ca?*-mobilizing activity of the compounds in stably
transfected human QRFPR CHO cells.
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RESULTS AND DISCUSSION

We have previously demonstrated that the guanidino function of the arginine 25 residue of the
peptide establishes a strong interaction with the lateral carbonyl group of glutamine 125 of
QRFPR that contributes to the receptor activation process (Neveu et al., 2014). Indeed,
impairing this ligand/receptor contact by gem-dimethylation of the N®-guanidino group of
Arg® in 26RFa0-26) yields to an antagonist of QRFPR (Neveu et al., 2014). In order to develop
more potent QRFPR ligands, we have designed a series of polyalkyl-guanidino arginine
derivatives of 26RFao-26) as well as of their homo- and norarginine counterparts (Table 1).
All peptides were synthesized by standard Fmoc-based solid phase methodology as previously
described (Leprince et al., 1998). Since Fmoc derivatives of arginine, norarginine (Nar),
homoarginine (Har), N®-methyl-arginine, N®,N®-dimethyl-arginine, and N® N -dimethyl-
arginine are commercially available, they were directly introduced in the synthetic route
yielding 26RFao-26) (LV-2021), [Nar®®*]126RFao-26) (LV-2290), [Har?®]26RFao-26) (LV-2291),
[(Me)°Arg®®]26RFago26) (LV-2186), [(Me,Me)>°Arg®]26RFao-26y (LV-2185), and
[(Me,Me)** Arg?®]26RFago-26) (LV-2199), respectively (Supplemental Fig. S1-S6). Other
analogues were obtained by the efficient strategy developed by Hamzé et al. (2005) as described
in Scheme 1, which gives access to N®-mono, N®,N®-di, N°,N®-di or N®,N®,N® -trialkylated
Nar, Arg, or Har containing peptides by reaction of resin-bound S-methyl-norisothiocitrulline,
-isothiocitrulline or -homoisothiocitrulline moieties or their N®-methyl counterparts with a
series of primary or secondary amines (Supplemental Fig. S7-S33). Briefly, three precursors,
protected with a Boc group at their N-terminal extremity and containing, in position 25, a 2,4-
diaminobutyric acid (Dab, 1a), an ornithine (Orn, 1b) or a lysine (1c) residue, orthogonaly
protected by an allyloxycarbonyl (Alloc) moiety, were first assembled on solid support (Scheme
1). After selective deprotection of the free lateral amines, reaction of 1 with Fmoc-
isothiocyanate (Fmoc-NCS) followed by Fmoc removal, led to the corresponding grafted
northio- (2a), thio- (2b) and homothiocitrulline (2c) derivatives, while treatment with methyl-
isothiocyanate led to N®-methyl-northio- (2a’), N®-methyl-thio (2b’) and N®-methyl-
homothiocitrulline (2¢’) containing peptides, respectively (Scheme 1). As previously described,
after piperidine-assisted Fmoc deprotection, resin beads were found to be negative to ninhydrin
reaction indicating that carbamate formation did not occur from a nucleophile attack of the side-
chain amino group on the carbonyl moiety of Fmoc-NCS (Kearney et al., 1998; Hamzé et al.,
2005). In contrast to Fmoc-NCS, three successive additions of methyl-isothiocyanate were
needed to obtain a total conversion of the free amines into N®-methyl-thiourea moieties, as

determined by a ninhydrin-based colorimetric assay. This can be ascribed to better reactivity of
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the isothiocyanate due to the presence of the carbamate fonction that increases its electrophile
character. After S-methylation of the thiourea group by methyl iodide at room temperature for
thrice 1 hour as activation, polymer-bound protected peptides 3 were separated in several
portions to react overnight at 80°C in dry DMSO with different primary and secondary amines
to afford, after resin cleavage, side-chain deprotection and purification, 27 highly pure
analogues of 26RFa20-26) With 6-39% yield (Table 1, Supplemental Fig. S7-S33). As previously
reported, guanidinylation with isobutylamine was less efficient than that obtained with all other
primary or secondary amines used even with higher quantity (2x eg.) and increased time (20 h)
(Hamzé et al., 2005). N®,N®-diisopropyl-substituted compounds were not obtained by this
method probably in reason of the steric hindrance of the isopropyl groups.

The synthetic route is illustrated by the preparation of [(Me,Me)®“Har?®]26RFaco-26) (LV-
2269) from homothiocitrulline containing compound (2c) (Scheme 1; Fig. 1). A small portion
of 2c was cleaved by TFA/TIS/H,0 (95:2.5:2.5) and analyzed by reversed-phase HPLC (RP-
HPLC) and MALDI-ToF mass spectrometry. The expected analogue was obtained in 82.8%
yield and 72.6% purity (Fig. 1A). [Lys*®]26RFao-26) Was not detected in the chromatogram
showing that carbamate formation did not occur. Resin-bound peptide 2c was then methylated
(CHsl, DMF, 3 x 1h) affording the S-methylated supported intermediates 3c which, after
cleavage of a small portion, led to the expected peptide in 85.6% yield and 62.4% purity (Fig
1B). No undesired extra-methylation and no trace of starting material were detected by MALDI-
ToF mass spectrometry. Guanidinylation of 3c was achieved by reaction of 2 M dimethylamine
solution in dry DMSO at 80°C for 16 h under an Ar atmosphere. Cleavage of the resulted
polymer-supported peptide provided [(Me,Me)*°Har?®*]26RFao-26) (LV-2269) in 50.3% crude
yield and 55.5% purity (Fig. 1C). No precursor trace was detected indicating that
guanidinylation was complete. Similarly, we did not detect homocitrulline containing peptide
resulting from remaining traces of H2O in the reaction solvent.

The pharmacological profile of these analogues was first assessed by testing their ability to
increase [Ca?']i in human QRFPR-transfected CHO cells (Table 2). As previously reported,
26RFa(o-26) (LV-2021) was almost 40 fold less potent than 26RFa to activate QRFPR (Table
2; Le Marec et al., 2011). Homologation of the arginine side-chain (LV-2291) did not
significantly alter this potency, while methylene shortening led to the inactive [Nar?®]26RFazo-
26) (LV-2290) compound probably due to the lack of interactions with the GIn'% and/or Glu'*2
residues of QRFPR (Neveu et al., 2014). As a matter of fact, all the peptides containing a mono-
, a di-, or a tri-substituted guanidino Nar?®> moiety were totally devoid of agonistic activity

(Table 1, n = 2; Table 2). Similarly, all the Har?® derivative-containing peptides were inactive,
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except [(iBu)*Har®]26RFago-26y (LV-2289) that retained a weak potency to mobilize
intracellular calcium in human QRFPR-transfected CHO cells (Table 1, n = 4; Table 2). In
contrast, [(Me)®Arg?*]26RFao-26) (LV-2186) was 25-fold more potent than the heptapeptide
26RFa(o-26) (LV-2021) and only 1.5 times less potent than the full-length peptide 26RFa (Fig.
2A; Table 2). Replacement of the N“-methyl group by a N®-ethyl (LV-2271), a N®-propyl (LV-
2274) or a N®-isobutyl (LV-2288) substituent decreased the Ca?*-mobilizing activity of the
analogues with potencies similar to that of the control peptide 26RFa(0-26) (LV-2021), whereas
N®,N®, N®N® and N®,N®N® di- and trialkyl arginine-containing peptides were unable to
activate QRFPR (Fig. 2B,C; Table 1, n = 3; Table 2). Taken together, these data indicate that
the Arg residue in position 25 has an optimal side-chain length for conferring to the analogue
an agonistic activity towards QRFPR and that its N®-methylation is accommodated by the active
site. Furthermore, it has been reported that the C-terminal Phe-Arg-Phe-NH> part of 26RFa1o-
26) IS anchored into the QRFPR binding pocket by, at least, two interactions originated in the
N® and N® atoms, individually involved in binding and activation process (Neveu et al., 2014).
Since mono-alkylation of the N® atom, which does not affect the positive charge of the
guanidino group, enhanced the potency of 26RFao-26) (N“-methylation), we can speculate
either the occurrence of a new favorable interaction inside the cavity or the beneficial
modification of the electrostatic characteristics of the initial interaction. Similar observations
have been reported for kisspeptin-10 (Asami et al., 2012). In particular, the N®-methyl-arginine
containing analogue and its N®-ethyl counterpart are, respectively, twice more than and as
potent as kisspeptin-10 to stimulate [Ca2*]i in a functional assay of human KiSS1R (Asami et
al., 2012). This similarity highlights common recognition and activation processes between all
the RFRPs and their cognate receptors as previously suggested (Neveu et al., 2014). In support
of this hypothesis, human QRFPR shares 44-57% sequence similarity with the human NPFF1,
NPFF2, GPR10 and KiSS1R in a LALIGN alignment (Huang and Miller, 1991).

Compounds devoid of agonistic activity were subsequently evaluated for their ability to
antagonize the 26RFa-evoked [Ca?']i response. As a first step, a one-dose assay was used
consisting in a 30-minute incubation of QRFPR-transfected cells with a 10° M analogue
solution prior to an effective 107 M 26RFa application. As shown in figure 3A, the non-peptide
antagonist 25e from Astra-Zeneca totally blocked the agonistic effect of 26RFa (Georgsson et
al., 2014). At the same dose, the arginine-modified containing compounds did not significantly
reduce the 26RFa-induced calcium increase except [(Me,Me,Me)®* Arg®]26RFao-26) (LV-
2279) which antagonized 47% of the agonist response (Fig. 3A,B). At a concentration of 107
M, [(Me,Me)>°Arg®®*]26RFa0-26) (LV-2185) did not significantly reduce the 26RFa-evoked
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response (Fig. 3). However, a concentration-response curve revealed that this compound
inhibited the 26RFa-evoked [Ca?*]; increase dose dependently (Fig 4A). The antagonistic effect
of [(Me,Me)®>°Arg®®]26RFao-26) (LV-2185) plateaued at 10* M (Fig 4A) with an ICso of 6.0
UM and a maximal efficacy of 80% (Table 2). The [(Me,Me,Me)>** Arg?®]26RFa20-26) (LV-
2279) peptide analog and the pyrrolo[2,3-c]pyridine derivative (25e) displayed ICso of 8.2 and
0.6 uM, and efficacy of 87.5 and 100%, respectively (Fig. 4B,C and Table 2). Furthermore,
compound 25e concurrently shifted the 26RFa dose-response curve to the right in a
concentration-dependent manner whereas LV-2279 only affected the efficacy of the calcium
increase, indicating that the non-peptide molecule acts as a competitive QRFPR antagonist
while the arginine-modified containing peptide [(Me,Me,Me)®® Arg®]26RFao-26) (LV-
2279) behaves as a partial agonist, in very much the same as [(Me,Me)®*Arg®®]26RFao-26)
(LV-2185) (Fig. 5). Indeed, at supra-micromolar concentrations both peptide compounds, LV-
2279 and LV-2185, exhibited a residual agonistic effect (data not shown). Thus, it can be
assumed that during the incubation of QRFPR-transfected cells with 10° M concentrations of
the analogues, partial receptor internalization occurred leading to minimization of the 26RFa
effect.

Replacement of arginine residues by guanidino-alkylated derivatives within bioactive peptide
sequences was previously found to improve stability of Kiss1R agonists towards digestion by
trypsin-like proteases (Asami et al., 2012), to emulate bradykinin B2 receptor affinity of the
Hoe 140 antagonist (Kennedy et al., 2002), and to enhance potency and duration of activity of
GnRH antagonists (Nestor et al., 1988, Nestor et al. 1995). The selectivity of peptide-based
thrombin inhibitors is also modulated by this kind of modification (Kokko et al., 2001).
Similarly, specific peptide inhibitors targeting the substrate arginine-binding site of protein
arginine N-methyltransferases and containing a single N®-ethyl-arginine residue have been
designed (Lakowski et al., 2010; Thomas et al., 2014). Incorporation of N®-alkyl-arginine into
peptides was also shown to increase lipophilicity (Kennedy et al., 2000; Asami et al., 2012) and
to modify the basicity of the N-alkyl-guanidino group (Kennedy et al., 2000; Thomas et al.,
2014). Generally, the alkyl substituent reduces available hydrogen bonding to the guanidino
group while retaining a positive charge at physiological pH, and consequently modifies the
peptide-receptor interactions of the alkylated ligand.

In conclusion, we have successfully synthesized 30 mono- or polyalkyl guanidino arginine
derivative-containing 26RFa analogues by an efficient solid-phase methodology. In vitro
evaluation of their pharmacological profiles in a calcium-mobilizing assay revealed that (i) a

side-chain length corresponding to that of arginine is required to the analogue for displaying
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agonist activity, (ii) N®-alkylation of Arg? is rather well tolerated and even leads to the most
potent QRFPR agonist based on 26RFa0-26) disclosed so far in the case of N®-methylation and,
(iii) other modifications yield partial agonists and inactive compounds. Our data also suggest
that steric, electronic, logD and/or pKa differences between arginine derivatives can account for
the pharmacological behavior of these peptides. Finally, incorporation of N®-methyl-arginine
at position 25 of 26RFa0-26) may be exploited in the development of new QRFPR peptide

ligands with higher agonistic activity and enhanced bioavailability.
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Experimental Procedures

Fmoc-amino acid residues, Boc-glycine, O-benzotriazol-1-yl-N,N,N’, N -tetramethyluronium
hexafluorophosphate (HBTU) and Rink amide 4-methylbenzhydrylamine (MBHA) resin were
purchased from Christof Senn Laboratories (Dielsdorf, Switzerland), Novabiochem
(Darmstadt, Germany) or IRIS Biotech (Marktredwitz, Germany). N,N-Diisopropylethylamine
(DIEA), piperidine, acetic anhydride, trifluoroacetic acid (TFA), triisopropylsilane (TIS), tert-
butylmethylether (TBME), tetrakis (triphenylphosphine)palladium(0) (Pd(PPhs)s), sodium
diethyldithiocarbamate (DTC), dimethylsulfoxide (DMSO) and probenecid were supplied by
Sigma-Aldrich  (Saint-Quentin-Fallavier, France). N-methylpyrrolidone (NMP) and
dimethylformamide (DMF) were from Biosolve (Dieuze, France), and dichloromethane
(DCM), acetonitrile, phenylsilane (PhSiH3), iodomethane, Fmoc-isothiocyanate, methyl-
isothiocyanate and all the amines were from Thermo Fisher Scientific (Courtaboeuf, France).
a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid was from LaserBio Labs (Sophia-Antipolis, France). Hank’s
balanced salt solution (HBSS) and 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid
(HEPES) were from Invitrogen (Courtaboeuf, France). Compound 25e was a generous gift from
AstraZeneca.

Peptide Synthesis

All peptides were synthesized on a 433A Applied Biosystems automated peptide synthesizer
(Villebon-Sur-Yvette, France) using the standard manufacturer’s procedures (0.25 mmol scale)
on a Rink amide MBHA resin as previously described (Leprince et al., 1998). All Fmoc-amino
acids and Boc-glycine (1 mmol, 4 eqg.) were coupled by in situ activation with HBTU (1.25
mmol, 5 eq.) and DIEA (2.5 mmol, 10 eqg.) in NMP. Reactive side chains were protected as
follows: Ser, tert-butyl (tBu) ether; Arg, Har, pentamethyldihydrobenzofuran (Pbf)
sulfonylamide; Nar, di-tert-butyloxycarbonyl (Boc). dicarbamate; Dab, Orn, Lys,
allyloxycarbonyl (Alloc) carbamate. After each coupling reaction, N-acylation of unreacted
amino functions was performed by addition of a large excess of acetic anhydride (0.5 M) and
DIEA.

Synthesis of Substituted Arginine Analogue Containing Peptides

After completion of the chain assembly, deprotection of the allyloxy carbamate was performed
manually by Pd(0) under Ar as previously described (Thieriet et al., 1997; Leprince et al., 2001,
Hamzé et al., 2005). Briefly, PhSiHz (24 eq.) dissolved in 6.5 mL of DCM was transferred to a
sealed tube containing 1.2 g of Boc-peptidyl(Alloc)-resin (1 eg.) using an Ar flushed gas-tight
syringe. A solution of Pd(PPh3)s (0.3 eq.) in 19.5 mL of DCM was added and gently agitated
for 1 hour at room temperature. The resin was then washed sequentially with DTC (0.02 M in
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DMF), DMF and DCM. A 0.2 M solution of either Fmoc-isothiocyanate or methyl-
isothiocyanate (5 eq.) in DCM was added to the resin, stirred for 2 hours at room temperature,
washed with DMF and DCM, and subsequently treated with 20% piperidine in DMF for Fmoc
removal. The resin was then treated with a 0.2 M solution of iodomethane (5 eg.) in DMF,
stirred for 1 hour at room temperature and washed with DMF. The iodomethane addition step
was repeated twice. The resulting resin was split into 10 equal parts and transferred into
hermetically closed tubes; a 2 M solution of amine (10 eq.) in dry DMSO was added under inert
atmosphere. The mixtures were heated for 16 hours at 80°C to obtain, after DMF and DCM
washes, mono-, di- or tri-alkylated norarginine-, arginine- or homoarginine-containing peptide
bound resins.

Peptide Cleavage and Purification

All peptides were deprotected and cleaved from the resin by adding 10 mL of an ice-cold
mixture of TFA/TIS/H,O (9.5:0.25:0.25, v/v/v) and stirring 3 hours at room temperature
(Chatenet et al., 2006). After filtration, crude products were precipitated by addition of cold
TBME and collected by centrifugation after 3 washes with TBME. Crude peptides were purified
by RP-HPLC on a Vydac 218TP1022 Cys column (2.2 x 25 cm; Grace, Columbia, SC) using a
linear gradient (10-50% or 20-50% over 50 min) of acetonitrile (0.1% TFA) at a flow rate of
10 mL/min. Absorbance was simultaneously monitored at 215 and 280 nm using a UV detector.
Analytical RP-HPLC analysis, performed on a Vydac 218TP54 Cig column (0.46 x 25 cm;
Grace), revealed that the purity of all peptides was higher than 97% (Table 1; Figure S1-S33).
The authenticity of each peptide was verified by MALDI-TOF-MS on a voyager DE-PRO
(AppleraFrance, Villebon-sur-Yvette, France) in the reflector mode with a-cyano-4-
hydroxycinnamic acid as a matrix.

Cell Culture

Stably transfected human QRFPR CHO cells were obtained as previously described (Le Marec
etal., 2011; Neveu et al., 2012). The cells were maintained in F-12 nutrient mixture (Ham-F12)
medium supplemented with 10% fetal bovine serum, 2mM glutamine, and penicillin-
streptomycin. Expression of Gais cells was maintained using selection antibiotic hygromycin
B (200 pg/mL) and that of QRFPR using geneticin G418 (500 pug/mL) (Life Technologies,
Villebon-Sur-Yvette, France) in a humidified 5% COz atmosphere at 37°C.

Calcium Mobilization Assays

Changes in intracellular Ca®* concentrations induced by 26RFa analogues in CHO-Gaus-
hQRFPR-transfected cells were measured on a benchtop scanning fluorometer flexstation il

(Molecular Devices, Sunnyvale, CA) as previously described (Dubessy et al., 2008; Gutierrez-
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Pascual et al., 2009; Le Marec et al., 2011; Neveu et al., 2012). Briefly, 96-well assay black
plates with clear bottom (Corning international, Avon, France) were seeded at a density of
40,000 cells/well 24 h prior to assay. For profiling agonist experiments, cells were loaded with
2 UM Fluo-4 acetoxymethyl ester (AM) (Invitrogen) during 1 h, washed thrice, and incubated
30 min with standard HBSS containing 2.5 mM probenecid and 5 mM HEPES. Compounds to
be tested were added at final concentrations ranging from 10! to 10° M in HBSS, and the
fluorescence intensity was measured during 3 min. To evaluate antagonistic potency of the test
compounds, cells were incubated with each compounds over 15 min after Fluo-4 AM loading.
Then, during fluorescence recording, a pulse of 26RFa at a final concentration of 107 M was
administered. After subtraction of the mean fluorescence background, the baseline was
normalized to 100%. Fluorescence peak values were determined for each concentration of
compound.

Statistical Analysis

Calcium experiments were performed in triplicate, and data, expressed as mean +SEM, were
analyzed with the Prism 6.0 software (Graphpad Software, San Diego, CA). ECso and the ICso
values were determined from concentration-responsecurves using a sigmoidal dose-response fit
with variable slope. Differences between 26RFa0-26) and analogue activities were analyzed by
the Mann-Whitney test.
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Table 1: Chemical Data for Synthesized Compounds.

H.i H.i Nh*o
o o r o fn( o
X, L N
R
10 G ORs
-
RZ

. . MH*  MH*obs. Purit
Side-chain R: R R; n* Compound Formula y

calc.’ (%)

o 2 LV-2290 CaoHs:N1:0s  802.39  802.39 99.9
NH H H H 3 LVv-2021 CaoHssN110s  816.41  816.43 99.9

HN™ NH, 4  LV-2291 CaHssN11Os  830.42  830.41 99.9
ey 2 LV-2263 CaoHssN11:0s  816.41  816.52 99.9
N”/ H H Me 3  LV-2186 CsHssN1:0s  830.42  830.42 99.9

HN™ N 4  LV-2264 CaHs7N1:0s  844.44  844.46 99.9
o, 2 LV-2268 CaiHssN110s  830.42  830.42 99.9
T H Me Me 3  LV-2185 CiHs)N11Os  844.44  844.46 99.9

HNT N 4  LV-2269 CasHssN110s  858.45  858.43 99.9
vy 2 LV-2276 CaHssN1:Os  830.42  830.44 99.9
/N” Me H Me 3 LV-2199 CaoHssN110s  844.44  844.46 99.9

NN 4 LVv-2277 CasHsoN110s  858.45  858.46 99.9
"3 2 LV-2278 CaHs;N110s  844.44  844.48 99.9
Dy Me Me Me 3  LV-2279 CasHsoN11Os  858.45 858.50  99.9
NN 4  LV-2280 CasHeiN1:0s  872.47  879.49 99.9
ey 2 LV-2270 CaiHssN1:Os  830.42  830.43 99.9
I& H H Et 3 Lv-2271 CsHs;N11:0s  844.44  844.55 99.9

AN N 4  LV-2272 CasHssN11:0s  858.45  858.47 99.9
ey 2 LV-2265 CasHssN1:0s  858.45  858.35 99.9
“H& H Et Et 3  LV-2266 CuHeiN110s 872.47 872.48 99.6

HN NK 4  LV-2267 CssHesN1:0s  886.49  886.45 99.9
o, 2 Lv-2281 CaHs;N110s  844.44  844.42 99.9
j‘\“& H Me Et 3  LV-2282 CasHssN110s  858.45  858.52 97.3

N 4  LV-2283 CaHeiN110s 872.47 872.48 99.9
o 2 LV-2273 CiHs/N110s  844.44  844.60 99.9
N H H H Pr 3 LV-2274 CasHssN110s  858.45  858.48 99.9

H RN 4 LV-2275 CuHeiN11Os  872.47 872.54 985
ni 2 LV-2287 CassHssN1:0s  858.45  858.46 99.9
N H H iBu 3  LV-2288 CaHeiN1:0s  872.47  872.50 97.4

HNT N 4 LV 2289 CusHesN1Os 88649 88650  99.9
o, 2 LV-2284 CaHssN110s  842.42  842.52 99.9
hH H Aze 3 LV-2285 CssHs7N11Os  856.44  856.47 99.9

HN N@ 4  LV-2286 CauHssN11:0s  870.45  870.47 99.9

n = 2, norarginine derivative-containing peptides; n = 3, arginine derivative-containing peptides; n = 4, homoarginine
derivative-containing peptides. °Calculated molecular masses. ‘Observed molecular masses measured by MALDI-
ToF mass spectrometry.
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Table 2: Biological Data for Synthesized Compounds.

Agonist Antagonist
Compound Max effect

P ECso (nM)? PECso 1Cs0 (NM) plCso (%)°
26RFa 46 + 30 8.28+0.11 nd - -
LV-2290 >10° - >10° - -
LV-2021 1640 + 259 6.13 £0.09 nd - -
LV-2291 1910+ 310 5.75+0.09 nd - -
LV-2263 >10° - >10° - -
LV-2186 66.4+16.2"" 7.15+0.10 nd - -
LV-2264 >10° - >10° - -
LV-2268 >10° - >10° - -
LV-2185 >10° - 6060 + 922 5.22+£0.07 80
LV-2269 >10° - >10° - -
LV-2276 >10° - >10° - -
LV-2199 >10° - >10° - -
LV-2277 >10° - >10° - -
LV-2278 >10° - >10° - -
LV-2279 >10° - 8250 + 569" 5.08 £ 0.02 87.5
LV-2280 >10° - >10° - -
LV-2270 >10° - >10° - -
LV-2271 1370 £ 543 5.84+£0.15 nd - -
LV-2272 >10° - >10° - -
LV-2265 >10° - >10° - -
LV-2266 >10° - >10° - -
LV-2267 >10° - >10° - -
LV-2281 >10° - >10° - -
LV-2282 >10° - >10° - -
LV-2283 >10° - >10° - -
LV-2273 >10° - >10° - -
LV-2274 1400 + 308 5.94+0.16 nd - -
LV-2275 >10° - >10° - -
LV-2287 >10° - >10° - -
LV-2288 1500 + 424 5.92 £0.25 nd - -
LV 2289 2747 + 1460 5.76 £0.26 nd - -
LV-2284 >10° - >10° - -
LV-2285 >10° - >10° - -
LV-2286 >10° - >10° - -
25e nd - 579 + 161 6.24 +£0.20 100

aData are mean + SEM of at least three distinct experiments performed in triplicate. "The maximal effect,
at a concentration of 10“M, is expressed as a percentage of the 26RFa-induced (107 M) mean calcium
response inhibition. (***) P< 0.001 vs control 26RFao-26) as assessed by Mann and Whitney test. nd, not
determined.
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Legend to figures
Scheme 1:

General Synthetic Scheme for the Preparation of Substituted Norarginine- (n = 2), Arginine- (n
= 3) and Homoarginine-containing Peptides (n = 4). The residue involved in the synthetic route
is indicated in red. For clarity, N- and C-terminal parts have been removed on the second line.
Figure 1:

RP-HPLC Analysis of Crude Peptide Intermediates and [(Me,Me)>°Har?*]26RFao-26) (LV-
2269) Analogue. Crude homothiocitrulline-containing peptide (A), S-
methylhomoisothiocitrulline-containing peptide (B) and [(Me,Me)®>°Har®]26RFao-26) (LV-
2269, C) were analyzed after resin cleavage and N-terminal and side-chain deprotection of resin
grafted peptides.

Figure 2:

Effect of Graded Concentrations of Arg?®-Modified 26RFa(0.-26) Analogues on Basal [Ca?*];
Mobilization in CHO-Go16-hQRFPR-transfected Cells. Representative dose-response curves of
26RFa(0-26) (closed squares; A,B,C) and its analogues (closed circles) [(Me)®Arg®]26RFazo-
26) (LV-2186; A), [(Et)°Arg®®]26RFago-26) (LV-2271; B), and [(Pr)°Arg®]26RFaco-26) (LV-
2274; C). Data are mean = SEM of triplicate. The ECsp calculated from dose-response curves
were 66.4 £ 16.2 nM for LV-2186, 1370 £ 543 nM for LV-2271 and 1400 + 308 nM for LV-
2274,

Figure 3:

Effect of Arg®-Modified 26RFago-269 Analogues on 26RFa-evoked [Ca?*]i Mobilization in
CHO-Gu1s-hQRFPR-transfected Cells. (A) Normalized response of 26RFa (10"M) on calcium-
mobilization in the absence (HBSS control) or presence of 10°M of AstraZeneca antagonist
25e or Arg?®-modified analogues. (B) Percentage of inhibition induced by HBSS, AstraZeneca
antagonist 25e or Arg®®>-modified analogues on 26RFa-evoked [Ca?']; increase. Data are mean
+ SEM at least three independent determinations. (*) P< 0.05, (***) P< 0.001.

Figure 4:

Effect of Graded Concentrations of Arg?-Modified 26RFao-26) Analogues on 26RFa-evoked
[Ca2*]i Mobilization in CHO-Gai6-hQRFPR-transfected Cells. Representative dose-inhibition
curves of Arg®-modified analogues [(Me,Me)>°Arg®]26RFago-26 (LV-2185; A),
[(Me,Me,Me)*> Arg®]26RFao-26) (LV-2279; B) and AstraZeneca antagonist 25e (C) on (10°
" M) 26RFa-evoked response CHO-Ga1s-hQRFPR-transfected cells. Data are mean + SEM of
triplicate. The ICso value calculated from the data was 6060 = 922 nM for
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[(Me,Me)*°Arg®]26RFa(20-26) (LV-2185), 8250 + 569 nM for
[(Me,Me,Me)®»«" Arg?®]26RFao-26) (LV-2279) and 579 + 161 nM for 25e.

Figure 5:

Effect of Arg?®-Modified 26RFaco-26) Analogues on 26RFa-evoked [Ca?']; Mobilization in
CHO-Ga1s-hQRFPR-transfected Cells. Representative dose-response curves showing the
calcium-mobilizing effect of 26RFa in the absence (closed squares; A,B) or presence of 10° M
(closed circles) of AstraZeneca antagonist 25e (A) or [(Me,Me,Me)*** Arg?*]26RFao-26) (LV-
2279; B). Data are mean + SEM of triplicate.
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Supplementary Figure S1 : MALDI-Tof MS and RP-HPLC analysis of 26RFa,q 5¢), LV-2021
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Supplementary Figure S2 : MALDI-Tof MS and RP-HPLC analysis of [Nar25]26RFa(2MG), LV-2290
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Supplementary Figure S3 : MALDI-Tof MS and RP-HPLC analysis of [Har25]26RFa(2026} LV-2291
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Supplementary Figure 54 : MALDI-Tof MS and RP-HPLC analysis of [(Me}wArg25]26RFa[2Mﬁ,, Lv-2186
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Supplementary Figure S5 : MALDI-Tof MS and RP-HPLC analysis of [(Me,Me)“’*“ArgZE’]26RFa(20_25], LV-2185
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Supplementary Figure S6 : MALDI-Tof MS and RP-HPLC analysis of [(Me,Me)“’""’Argz-"]26RFa(2D,26], Lv-2199

MH*
MH*=844.46
MNa* MK+
] I "
T T T
844 865 882
AL )
M 1
500 1200
m/z
t=18.7 min
: =
<,
I
o
®
10

min

148



Résultats

Supplementary Figure S7 : MALDI-Tof MS and RP-HPLC analysis of [(Me)‘“Nar25]26RFa{2(HE), LvV-2263
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Supplementary Figure S8 : MALDI-Tof MS and RP-HPLC analysis of [(Me}"’Har25]26RFa(20_25], Lv-2264
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Supplementary Figure S9 : MALDI-Tof MS and RP-HPLC analysis of [(Me,Me)“"‘”Nar25]26RFa(20_25}, LV-2268
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Supplementary Figure 510 :

MALDI-Tof MS and RP-HPLC analysis of [(IVIe,IVIe}‘”'“’Harzf‘]26RFa{20,25], LV-2269
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Supplementary Figure 511 : MALDI-Tof MS and RP-HPLC analysis of [(Me,Me)‘“’“"Narﬁ]26RFa{2Mﬁ), LvV-2276
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Supplementary Figure S12 :
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Supplementary Figure S13 :
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Supplementary Figure S14 : MALDI-Tof MS and RP-HPLC analysis of [(IVIe,Me,Me)"J"”"“'Argﬁ]26RFa(mzﬁ),

L\V-2279
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Supplementary Figure S15 : MALDI-Tof MS and RP-HPLC analysis of [(Me,Me,Me)”«”"”'HarzS]26RFa(2025),
Lv-2280
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Supplementary Figure S16 : MALDI-Tof MS and RP-HPLC analysis of [(Et)‘*"Nar25]26RFa[20_zﬁ}, Lv-2270
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Supplementary Figure S17 : MALDI-Tof MS and RP-HPLC analysis of [(Et)wArg25]26RFa(20_25}, Lv-2271
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Supplementary Figure 518 : MALDI-Tof MS and RP-HPLC analysis of [(Et)“‘Har25]26RFa{20_26), Lv-2272
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Supplementary Figure $19 : MALDI-Tof MS and RP-HPLC analysis of [(Et,Et)‘*’“NarZE’]26RFa[20_25}, LV-2265
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Supplementary Figure S20 : MALDI-Tof MS and RP-HPLC analysis of [{Et,Et)wiwArg25]2GRFa(zo_zﬁ}, LV-2266
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Supplementary Figure S21 : MALDI-Tof MS and RP-HPLC analysis of [(Et,Et)“"“’Har25]26RFa(2[,,25), Lv-2267
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Supplementary Figure 522 : MALDI-Tof MS and RP-HPLC analysis of [(Et,Me}""‘”Nar25]26RFa(20_26,, Lv-2281
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Supplementary Figure 523 : MALDI-Tof MS and RP-HPLC analysis of [{Et,IVIe)‘“'“JArg25]26RFa(20_25}, Lv-2282
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Supplementary Figure 524 : MALDI-Tof MS and RP-HPLC analysis of [(Et,Me)“’*“HarE]26RFa{2HG,, Lv-2283
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Supplementary Figure S25 : MALDI-Tof MS and RP-HPLC analysis of [(Pr}wNar25]26RFa(20,25), Lv-2273
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Supplementary Figure 526 : MALDI-Tof MS and RP-HPLC analysis of [(Pr)*Arg?’]26RFa ;g 5), LV-2274
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Supplementary Figure S27 : MALDI-Tof MS and RP-HPLC analysis of [(Pr)wHar25]26RFa{2(}26), Lv-2275
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Supplementary Figure 528 : MALDI-Tof MS and RP-HPLC analysis of [(iBu)“Narz-”]26RFa(20_26}, LV-2287
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Supplementary Figure 529 : MALDI-Tof MS and RP-HPLC analysis of [(f'Bu)“’Arg25]26RFa(20_25), LvV-2288
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Supplementary Figure S30 : MALDI-Tof MS and RP-HPLC analysis of [(r'Bu)‘”Har25]26RFa{20,25), Lv-2289
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Supplementary Figure S31 : MALDI-Tof MS and RP-HPLC analysis of [(Aze)‘“Nar25]26RFa(20,25}, Lv-2284
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Supplementary Figure $32 : MALDI-Tof MS and RP-HPLC analysis of [(Aze)“’Arg25]26RFa(m_zﬁ), LV-2285

o o I
T e o
Rl LR L L
HoN ™y N N <N 2
o 0 g © :\LH

0
ok
i
L]
MH*
MH*=856.47
_—
856
I 1
500 m/z 1200
t=18.2 min

60

% CH4CN

O
-
=
o
=
wul
]
o
N
)]
(o8]
o
w
wul

min

174



Résultats

Supplementary Figure S33 : MALDI-Tof MS and RP-HPLC analysis of [(Aze)“’Har25]26RFa(20_25,, LV-2286
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2. Etude in vivo de quelques analogues ramarquables du 26RFa

Des travaux antérieurs menés dans I’équipe ont montré que le 26RFa(20-26) mime certains effets
du 26RFa pleine longueur comme ses actions orexigene, insulinomodulatrice et

hypophysiotropes (Navarro et al., 2006; Prévost et al., 2015; do Rego et al., 2006).

J’ai, pour ma part, préparé et caractérisé le profil pharmacologique d’une trentaine de nouveaux
analogues originaux du 26RFao-26) in vitro dont certains présentent des activités particulieres
(Alim et al., soumis). Dans la continuité de cette premicre étude, j’ai évalué 1’activité in vivo
des analogues LV-2185, LV-2186 et/ou LV-2172 sur le comportement alimentaire de souris

pré-affamées et la tolérance des souris a I’insuline.

2.1. Effet d’analogues peptidiques et pseudopeptidiques du 26RFa20-26) sur

la prise alimentaire

Pour cette étude, j’ai sélectionné deux analogues du 26RFao-26) : le [(Me)°Arg>]26RFao-26)
(LV-2186) considéré comme le meilleur agoniste du QRFPR de cette série chimique (Alim at
al., soumis) et le [(Me,Me)*°Arg®®]26RFao-26), (LV-2185), initialement décrit comme un
antagoniste du QRFPR in vitro (Neveu et al., 2014) mais que j’ai requalifié, plus probablement,
d’agoniste partiel (Alim et al., soumis). L’effet d’une administration i.c.v. de ces deux
analogues peptidiques sur la prise alimentaire de souris pré-affamées pendant dix huit heures,
a été comparé a celui du 26RFa et du pseudopeptide [Cmpi?!,aza-p3-Hht?*]26RFa1-26) (LV-
2172) dont I’effet orexigeéne perdure au-dela de celui du 26RFao-26) (Neveu et al., 2012). De

plus, j’ai évalué le potentiel antagoniste du LV-2185 lors de sa co-injection i.c.v. avec le 26RFa.

L'analyse de la consommation alimentaire des souris qui ont recu une administration i.c.v. de
26RFa montre une augmentation de 37,8% par rapport aux souris ayant re¢u une solution saline
(Figure 33). Cette augmentation se manifeste des les 30 premiéres minutes et se maintient
pendant les 30 suivantes. A la méme dose de 0,1 ug, les composés LV-2186 et LV-2172, décrits
comme des agonistes in vitro du récepteur humain, ne stimulent pas de fagon significative la
prise alimentaire. De méme, les souris traitées par une dose 10 fois supérieure (1 pug) de LV-
2185 ne consomment pas plus de nourriture que les animaux contréle. En revanche, sa co-
administration avec une dose effective de 26RFa bloque I’effet orexigene de ce dernier durant

la premiére heure (Figure 33).
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Figure 33 : Effet des analogues peptidiques et pseudopeptidique du 26RFao-26) SuUr la prise alimentaire.
Les souris pré-affamées pendant 18 heures recoivent 10 pl (i.c.v.) de NaCl, r26RFa (0,1 pg), [Cmpi®*,aza-p3-
HhtZ®]26RFaei26 (LV-2172, 0.1 ug), [(Me,Me)>°Arg®]26RFaco-26, (LV-2185, 1 pg) ou de
[(Me)°Arg®]26RFao-26) (LV-2186, 0,1 pg). Dix minutes plus tard, chaque animal a accés a une quantité fixe
de nourriture (5 g). Pendant les 2h du test, toutes les 30 min la nourriture est retirée, pesée rapidement, puis
redonnée & la souris. Les valeurs représentent la moyenne + SEM de 14 animaux minimum. * p <0,05.
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2.2. Effet d’'une injection périphérique de 26RFa et ses analogues au cours

d’un test de tolérance a l'insuline (ITT)

Dans ce protocole, j’ai évalué I’effet des mémes analogues du 26RFa que dans 1’étude
précédente sur un test de tolérance a 1’insuline (ITT). En accord avec I’étude menée par Prévost
et ses collaborateurs (2015), le 26RFa (500 pg/Kg) administré en i.p. avec une charge d’insuline
humaine (0,75 UI/Kg) engendre une diminution significative de la glycémie a partir 30 minutes,
qui perdure 1 heure et qui est supérieure a celle induite par I’insuline seule (Figure 34). Le LV-
2172, ni a la dose équimolaire a celle du 26RFa (150 pg/Kg) ni a une dose 5 fois supérieure
(750 pg/Kg) ne reproduit 1’effet hypoglycémiant potentialisateur du 26RFa (Figure 34A). En
revanche, I’agoniste peptidique du QRFPR humain, le LV-2186 (741 pg/Kg), le plus puissant
de notre série, mime 1’effet potentialisateur du 26RFa a 90 minutes (Figure 34B). L’analyse
statistique révele qu’il existe une interaction entre le temps et le traitement au cours de cette
expérience [F2, 144y = 2,104, p = 0,0200] ce qui démontre que le LV-2186 a la dose la plus
importante a un effet significatif sur 1’évolution de la glycémie, contrairement a la dose
inférieure testée, lorsqu’il est administré en concomitance avec 1I’insuline. Plus précisément, le
test post-hoc indique que le LV-2186 a un effet potentialisateur d’insuline significatif qui
apparait tardivement au cours de la seconde moitié du test (p<0.05 a 90 minutes ; Figure 34B).
Enfin, ’antagoniste in vitro du QRFPR humain, le LV-2185, n’a aucun effet propre sur la
glycémie. L’analyse statistique montre méme une significativité (p<0.05) entre I’effet anti-
hypoglycémiant du LV-2185 et I’effet pro-hypoglycémiant du 26RFa a 60 minutes. Co-
administré avec le 26RFa, il ne bloque pas I’effet potentialisateur hypoglycémiant du 26RFa
dans I’heure qui suit I’injection i.p. des composés et de I’insuline mais S’y oppose a 90 minutes

(Figure 34C).
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Figure 34 : Effet d’une administration i.p. de quelgques analogues peptidiques du 26RFa au cours
d’un test de tolérance a I’insuline (ITT). (A) Effet de I’administration de 1’analogue pseudopeptidique
du 26RFa, le LV-2172 (n=4) a deux doses (150 pg/Kg) et a (750 ug/kg) durant I’ITT. (B) Effet de
I’administration de 1’analogue peptidique du 26RFa, le LV-2186 (n=12) a deux doses (148 pg/Kg) et a
(741 pg/kg) durant I’ITT. (C) Effet de I’administration d’un antagoniste du hQRFPR, LV-2185 (n= 15)
a (75 ng/kg) durant 'ITT. La glycémie a été mesurée toutes les 15 minutes puis toutes les 30 minutes
jusqu’a 90 minutes. Chaque point représente la glycémie moyenne observée en % de la valeur a8 TO +
SEM.* p<0,05; **p <0,01; ***p<0,001: PBS vs. Analogues ; #< 0.05 : 26RFa vs. LV-2185. TO est
le début de I'expérience, 15 minutes avant l'injection des composés.
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3. Etude moléculaire de lI'interaction entre le 26RFa et la boucle

extracellulaire 2 (ECL2) du QRFPR

A Tinstar du récepteur B-adrénergique humain sur lequel il a été préalablement construit, le
modéle 3D du QRFPR humain présente une courte hélice-o (1'®8-E%") non transmembranaire
dans sa portion ECL2 (Q'¥-Q?). Comme le 26RFa présente également une structure
hélicoidale dans sa partie centrale (Thuau et al., 2005), nous avons émis 1’hypothése d’une
interaction initiale entre ces deux structures potentiellement a 1’origine de la reconnaissance
moléculaire ligand-récepteur. J’ai donc entrepris de vérifier cette hypothése en étudiant tout
d’abord les prédictions structurales in silico de différents fragments du QRFPR délimitant sa
partie ECL2 (Leu®®-Phe??®; Trp'™®- 11e?'?; Leu'’-Lys?'?; Met!®-[1e1*° et Met!®-Lys?!?) en
utilisant le logiciel AGADIR. Compte tenu des résultats de prédiction obtenus et de la bonne
corrélation entre la position de I’hélice de la partie ECL2 dans le modéle du QRFPR et celle
prédite par AGADIR, nous avons sélectionné les fragments Met!80-[|g1®
(MWHVQQLEIKYDFLYEKEHI; LV-2252) et [Ser?00-201 M et!80-_ys?12
(MWHVQQLEIKYDFLYEKEHISSLEEWTSPVHQK ; LV-2262) du QRFPR pour une
veérification expérimentale de leur structure par une étude en CD dans un tampon phosphate (20
mM, pH 7), contenant 20, 30 ou 50% de TFE ou de la DPC (20 mM). Enfin, nous avons tenté
de mettre en évidence I’existence d’une interaction entre les hélices du 26RFa et de la boucle
ECL2 du QRFPR par thermophorese.

3.1. Prédiction de I’hélicité par AGADIR

Cet algorithme a été utilisé pour la prédiction de I’hélicité de ’ECL2 du QRFPR humain. Nous
avons sélectionné cing fragments du QRFPR délimitant sa partie ECL2 (Leu®®-Phe??3; Trp'’°-
1e213; Leu!™-Lys?*2; Met!®-[1e1%° et Met'®-Lys?'?) (Figure 35A). Les cing fragments ont tous
une tendence a se structurer en hélice, d’une intensité modérée a forte en fonction de la longueur

de la chaine peptidique, entre les résidus Pro*’ et Thr?% (Figure 35B).
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Figure 35 : Prédiction de I’hélicité par AGADIR. (A) Séquences des fragments délimitant la partie
ECL2 du modéle de hQRFPR sélectionnés pour une simulation de leur hélicité par AGADIR. (B)
Pourcentage d’hélicité des 4 fragments simulés par AGADIR a pH 7, 278 K dans un milieu de force

ionique 0,1 M.
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3.2. Vérification expérimentale de la structure de I'ECL2 par dichroisme

circulaire

Les spectres de CD des segments Met*®-[1e1*® (MWHVQQLEIKYDFLYEKEHI; LV-2252) et
[Ser?00201 Met!80- ys?2 (MWHVQQLEIKYDFLYEKEHISSLEEWTSPVHQK; LV-2262) du
hQRFPR, obtenus dans le tampon phosphate (20 mM, pH 6), se caractérisent par la présence
d'une bande négative autour de 195 nm et un faible signal positif pour une longueur d’onde
d’environ 218 nm, indiquant que les LV-2252 et le LV-2262 évoluent dynamiquement en
milieu aqueux sous une forme essentiellement non ordonnée et donc non stabilisée. En
revanche, les spectres enregistrés pour les deux peptides en présence de TFE présentent des
caractéristiques d’un mélange d’hélice-a et de conformation aléatoire avec une bande positive
a 190 nm et des bandes négatives a 205 et 218 nm qui évoluent vers une stabilisation de 1’hélice
quand le pourcentage de TFE augmente. Bien que peu solubles dans la DPC, les fragments de
I’ECL2 adoptent une structure hélicoidale similaire a celles enregistrées dans le TFE (Figure

36 A, B)
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Figure 36 : Spectres de dichroisme circulaire du (A) fragment hQRFPR@so-199) et (B)
[Ser?®21 hQRFPR1s0-212) dans différents solvants. L’ellipticité est rapportée en milidegrés (mD).
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3.3. Etude préliminaire de l'interaction hélice-hélice entre le 26RFa et

L’ECL2 de QRFPR par thermophorese a I’échelle microscopique

Nous avons mené des expériences préliminaires de MST dans le but de déterminer I’existence
ou non d’une interaction entre I’hélice-o du 26RFa et celle de ’ECL2 du QRFPR. J’ai choisi
de conduire une premiére étude dans 20 mM de tampon phosphate pH 6 contenant 30% de TFE
un milieu dans lequel, I’ECL2 présente une hélice-a (cf résultats § 3.2). En I’absence d’énergie
de MST, I’excitation de 1’Alexa-fluor 647, porté par le fragment 180-212 de I’ECL2 en
concentration constante (10 nM) dans les 16 capillaires a analyser contenant une quantité
croissante de 26RFa (2,8.107 M a 8,5.10' M), montre une hétérogénéité de fluorescence qui
constitue un obstacle aux expériences de MST (données non présentées). Lors d’un second
essai, nous avons enrichi le milieu précédent de 1% de DMSO et 0,4% d’acide pluronique et
ainsi pu obtenir une fluorescence homogéne dans 1’ensemble des capillaires. Dans ces
conditions et en présence d’énergie de MST (40%), nous avons observé des différences
thermophorétiques d’un capillaire a ’autre qui traduisent 1’établissement d’une interaction
entre les deux partenaires. Néanmoins, la dispersion des valeurs ne nous a pas permis d’accéder

a la détermination d’une constante de dissociation (Figure 37).
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Figure 37 : Analyse de l’interaction entre le 26RFa et ’ECL2 du hQRFPR par MST. (A)
Thermophorégrammes des 16 capillaires contenant une quantité croissante de 26RFa (2,8.107 M a
8,5.10"2 M) en présence de 10 nM de [Ser?®2ThQRFPR1s0-192) marqué a 1’ Alexa-fluor 647, dans un
tampon phosphate (20 mM, pH 6) contenant 30% de TFE, 1% de DMSO et 0,4% d’acide pluronique.
L’énergie de MST (40%) est appliquée au systéme durant 15 s. La fluorescence est détectée durant
I’application de I’énergie de MST (bande rouge) et rapportée a la fluorescence basale (bande bleue) pour
chaque capillaire. (B) Représentation de la fluorescence normalisée en fonction de la concentration de
26RFa
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Le 26RFa, dernier membre de la famille des peptides RFamide découvert chez les vertébrés,
est le ligand endogene d’un RCPG jusque la orphelin, le QRFPR (Chartrel et al., 2003;
Fukusumi et al., 2003; Jiang et al., 2003). L’ADNc¢ du précurseur du 26RFa a été caractérisé
chez plusieurs espéces de vertébrés depuis les mammiféres jusqu’aux poissons (Chartrel et al.,
2003; Fukusumi et al., 2003; Jiang et al., 2003; Liu et al., 2009; Tobari et al., 2011; Ukena et
al., 2010, 2014), ainsi que chez I’amphioxus Branchiostoma Floridae, seul invertébré chez
lequel le peptide a été identifié (Elphick and Mirabeau, 2014; Xu et al., 2015). La structure
primaire du 26RFa est fortement conservée au cours de 1’évolution suggérant que ce peptide
exerce d’importantes activités biologiques (Chartrel et al., 2011; Leprince et al., 2017). De fait,
il a été montré que le 26RFa et le 43RFa augmentent de facon dose-dépendante la
consommation de nourriture (Chartrel et al., 2003; do Rego et al., 2006; Takayasu et al., 2006),
stimulent la sécrétion de gonadotropines (Navarro et al., 2006; Patel et al., 2008) et de
I’aldostérone (Fukusumi et al., 2003) et modulent la libération d’insuline (Egido et al., 2007;
Gesmundo et al., 2017; Granata et al., 2014; Prévost et al., 2015). De plus, I’invalidation du
gene codant le QRFPR chez la souris provoque une ostéoporose severe (Baribault et al., 2006).
Par conséquent, la conception d’agonistes et/ou d’antagonistes du QRFPR pourrait contribuer
au développement de nouvelles molécules a visée thérapeutique traitant par exemple des
troubles de ’homéostasie énergétique. Récemment, nous avons construit, par homologie de
séquence, un modeéle tridimensionnel du QRFPR humain dans lequel le fragment
biologiquement actif, 26RFa(19-26), @ été docké (Neveu et al., 2014). Ce modéle de complexe
ligand/récepteur nous a permis de prédire une interaction majeure entre 1’ Arg? du peptide et la
GIn'?® du récepteur, impliquée, tout ou partie, dans ’activation du QRFPR. L’arginine 25 du
26RFa pourrait donc étre un résidu stratégique pour le développement d’agonistes et
d’antagonistes de ce récepteur. De plus, I’établissement d’une primo-interaction de surface
entre les hélices-o du 26RFa et de 'ECL2 du QRFPR pourrait constituer un déterminant
moléculaire de reconnaissance lors de processus d’interaction ligand/récepteur. Finalement,
notre étude devrait parfaire notre compréhension des mécanismes d’interaction entre le 26RFa
et le QRFPR.
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1. Synthese et évaluation fonctionnelle d’analogues du 26RFa(20-26)
contenant une fonction guanidine mono-, di- ou trisubstituée en position

25

Récemment, nous avons montré que la fonction guanidine de 1’Arg®® du 26RFa établit une
liaison hydrogéne avec la GIn'?® du récepteur, qui contribue au processus d’activation du
QRFPR (Neveu et al., 2014). De fait, I’entrave de cette interaction par la gem-diméthylation de
I’azote-® de la guanidine portée par I’arginine conduit a un antagoniste du QRFPR (Neveu et

al., 2014).

Dans cette premiére partie de notre travail notre objectif était de synthétiser et d’évaluer une
série d’analogues du 26RFao-26) modifiés au niveau de 1’Arg® et d’évaluer I’impact de ces
modifications sur I’activation du QRFPR dans des cellules CHO exprimant le hQRFPR en

mesurant leur capacité a mobiliser la concentration intracellulaire de calcium.

Tous les analogues peptidiques ont été synthétisés sur phase solide en stratégie Fmoc selon les
protocoles couramment utilisés au sein du service de synthése de peptide et criblage fonctionnel
de la plate-forme PRIMACEN (Leprince et al., 1998). Dans la mesure du possible les dérivés
guanidino-(poly) alklyés de la norarginine (Nar), de 1’arginine et de I’homoarginine (Har)
commerciaux ont été utilisés. A I’inverse, tous les autres analogues ont été préparés a partir de
3 précurseurs peptidiques contenant en position 25, respectivement [’acide 2.4-
diaminobutyrique, I’ornithine et la lysine selon la méthode développée par Hamzé (Hamzé et
al., 2005). Apres la deprotection sélective de la fonction amine latérale, réaction avec le Fmoc-
isothiocyanate et départ du groupement Fmoc, nous avons obtenu les dérivés northio, thio- et
homothiocitrulline portés par la résine, et les composés N®-méthylnorthio-, N®-méthylthio- et
N“-méthylhomothiocitrulline dans le cas de I’emploi du méthylisothiocyanate. A ce stade, nous
nous sommes assurés qu’apres départ du groupement Fmoc, la résine restait negative au test
colorimétrique de Kaiser (Kaiser et al., 1970) qui aurait révélé, dans le cas contraire, la
formation d’un intermédiaire carbonate résultant de 1’attaque nucléophile de la fonction amine
sur la partie carbonyle du Fmoc-NCS comme rapporté précédemment (Hamzeé et al., 2005).
Notons aussi la réactivité moindre de méthyl-NCS comparativement au Fmoc-NCS, dle a
I’absence de la fonction carbonate qui accentue 1’électrophilie de 1’isothiocyanate, et qui a
nécessité 3 additions successives (3x5 eq) du méthyl-NCS. Apres S-méthylation a I'iodure de
méthyle, reaction avec différentes amines primaires et secondaires, clivage et purification nous

avons obtenu avec succes une série compléte d’analogues guanidino-(poly) alkylés en position
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25 du 26RFapo-26) declinés en version Nar, Arg, et Har avec des rendements compris entre 6 et
39% et des puretés supérieure a 97,4% pour les composés issus des 3 précurseurs. Les analogues
portant la modification N”-isobutyl ont été obtenus avec les rendements les plus faibles alors
que les composés N“-N“-diisopropyl n’ont pas pu étre préparés probablement en raison d’un
encombrement stérique trop important. Chaque étape a été suivie par I’analyse HPLC et en
spectrométrie de masse du produit brut de micro-clivage, et n’a pas révélé la présence résiduelle

de produit de départ ni de produit d’hyperméthylation lors de 1’'usage d’iodure de méthyle.

Chague peptide et analogue peptidique de cette série a tout d’abord été évalué pour sa capacité
a mobiliser le calcium cytosolique dans la lignée cellulaire CHO-surexprimant le hQRFPR
entretenue au laboratoire. Compte-tenu que les composés préparés partagent avec le 26RFao-
26) le méme squelette peptidique nous avons utilisé cet heptapeptide comme molécule de
référence. Néanmoins, nous avons pu confirmer que son activité propre est environ 40 fois
inférieure a celle du 26RFa pleine longueur. En effet, I’é¢tude pionniére de RSA menée par Le
Marec et ses collaborateurs a montré que le raccourcissement N-terminal du 26RFa
s’accompagne d’une diminution graduelle de I’activité et que le 26RFapo2) constitue

I’analogue le plus court qui conserve une activité appréciable (Le Marec et al., 2011).

L homologation de la chaine latérale de I’arginine, nous a conduit au composé [Har?*]26RFazo-
26) (LV-229) qui présente une puissance similaire a celle du 26RFa0-26), alors que sa rétraction
d’un méthyléne, conduit au composé inactif [Nar®®]26RFago-26) (LV-2290). Cette perte
d’activité est probablement diie a I’altération irrévocable des contacts établis entre I’ Arg? et la
GIn'?® de part des distances interatomiques augmentées. En conséquence, tous les dérivés
mono-, di-, ou tri-alkylés au niveau de la guanidine de la Nar? sont totalement dépourvus
d’activité agoniste. Méme si I’Har est tolérée dans la poche de liaison en raison probablement
de sa grande flexibilité, son alkylation est largement délétere a I’activité agoniste ; seul le
composé [(iBu)°Har?®]26RFao-26) (LV-2289) conserve une activité modérée a mobiliser le
calcium intracellulaire. En revanche, le [(Me)®Arg®®]26RFao-26) (LV-2186) est 25 fois plus
puissant que le 26RFao-26) (LV-2021) et seulement une fois et demi moins puissant que le
ligand naturel, le 26RFa. Le remplacement du groupement N®-méthyle par un radical N“-éthyl
(LV-2271), N®-propyl (LV-2274) et N®-isobutyl (LV-2288) réduit I’activité des analogues a
une puissance similaire a celle du peptide de reférence, tandis que les disubstitutions (o,o et

®,w") et la trisubstitution conduisent a des analogues incapables d’activer le QRFPR.

Il a été rapporté que la partie C-terminale, Phe-Arg-Phe-NH du 26RFa(19-26) €st ancrée dans la

poche de liaison du QRFPR par au moins deux interactions provenant des atomes N® et N,
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individuellement impliqués dans le processus de liaison et d'activation (Neveu et al., 2014).
Comme la mono-alkylation de I’atome N n’affecte pas la charge positive du groupement
guanidine mais augmente la puissance du 26RFa(o-26), On peut suspecter soit 1’établissement
d'une nouvelle interaction favorable a I'intérieur de la cavité ou soit une modification bénéfique
des caractéristiques électrostatiques de I'interaction initiale. Des observations similaires ont été
rapportées pour le Kp-10 (Asami et al., 2012b). En effet, le Kp-10 contenant la modification
N“-méthyl-arginine au niveau du motif RFamide et son analogue N”-éthyle sont respectivement
deux fois plus puissants et aussi puissant que le Kp-10 & stimuler la [Ca? *]i dans un test
fonctionnel impliquant le KiSS1R humain (Asami et al., 2012b). Cette similitude met en
évidence probablement des processus communs de reconnaissance et d'activation entre tous les
RFRPs et leurs récepteurs apparentés, comme cela a déja été suggéré (Neveu et al., 2014). A
I'appui de cette hypothese, le QRFPR humain partage de 44 a 57% de similarité de séquence
avec les NPFF-1, NPFF-2, GPR10 et KiSS1R humains. L’ensemble de ces données indique que
le résidu Arg en position 25 a une longueur de chaine latérale optimale pour conférer aux
analogues une activité agoniste vis-a-vis de QRFPR et que sa N”-méthylation est acceptée par

le site actif.

Les composés dépourvus d’activité agoniste ont été testés pour leur capacité a antagoniser la
réponse calcique induite par le 26RFa. L’incubation des cellules CHO transfectées par le
QRFPR humain pendant 30 minutes en présence de 1’antagoniste pyrrolo[2,3-c]pyridine
d’AstraZenenca (25e) (Georgsson et al., 2014) a la concentration de 10° M bloque
complétement 1’effet stimulateur d’une administration de 107 M de 26RFa. Dans ces mémes
conditions, le composé [(Me,Me,Me)®®® Arg®]26RFao-26) (LV-2279) réduit de 47% la
réponse calcique induite par le 26RFa alors que le [(Me,Me)*©Arg®]26RFao-26) (LV-2185)
n’a pas d’effet significatif. Néanmoins, la courbe dose-inhibition du LV-2185 a révélé un effet
antagoniste maximal a la concentration de 10 M avec une ICso de 0,6 UM et une efficacité
maximale de 80%. L’analogue triméthylé LV-2279 et le dérivé 25e présentent respectivement,
une ICso de 8,2 et 0,6 UM, et une efficacité de 87,5 et 100%. En outre, le composé 25e décale
parallelement vers la droite et de fagcon dose-dépendante la courbe dose-réponse du 26RFa alors
gue LV-2279 n'affecte que l'efficacité du peptide de référence indiquant que la molécule non
peptidiqgue agit comme un antagoniste competitif du QRFPR tandis que le
[(Me,Me,Me)®> Arg?®]26RFago-26) (LV-2279) se comporte comme un agoniste partiel, tout
comme le [(Me,Me)*°Arg®] 26RFago-26) (LV-2185). En effet, a des concentrations supra-

micromolaires, ces deux composés peptidiques, présentent un effet agoniste résiduel qui
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pourrait conduire dans un premier temps a I’internalisation du QRFPR lors de I’incubation des

cellules tranfectées et a un effet agoniste moindre du 26RFa dans un second temps.

Le remplacement d'une arginine par un résidu a chaine alkyl-guanidino dans une séquence
peptidique bioactive été utilisé avec succes pour améliorer la stabilité des agonistes du Kiss1R
vis-a-vis de la digestion par les protéases trypsiques (Asami et al., 2012b), pour augmenter
I'affinité de ’'HOE-140 pour le récepteur B2 de la bradykinine (Kennedy et al., 2002), et pour
augmenter la puissance et la durée d’action d’antagonistes du récepteur de la GnRH (Nestor et
al., 1988). Par ailleurs, la sélectivité d’inhibiteurs peptidiques de la thrombine est également
favorablement modulée par ce type de modification (Kokko et al., 2001). De méme, des
inhibiteurs spécifiques d’arginine N-méthyltransférase contenant le résidu N®-éthyle-arginine
ont été congus (Lakowski et al., 2010; Thomas et al., 2014). Enfin, lI'incorporation de N“-alkyl-
arginine dans des peptides accroit la lipophile (Asami et al., 2012b; Kennedy et al., 2000) et
modifie la basicité du groupe guanidinium (Kennedy et al., 2000; Thomas et al., 2014).
Généralement, le substituant alkyle réduit les possibilités d’établissement de liaisons hydrogéne
de la fonction guanidine tout en conservant une charge positive a un pH physiologique, et par
consequent modifie les interactions peptide-récepteur engagées au niveau de 1’arginine du

partenaire.

En conclusion de cette premicre partie, nous avons démontré que I’homologation de la chaine
latérale de 1’Arg? n’impacte pas significativement la puissance de 1’heptapeptide C-terminal
du 26RFa, alors que son raccourcissement d’un méthyléne conduit a un analogue inactif. De
plus, la majorité des analogues incorporant une Har®® ou une Nar® N-alkylée ne sont ni des
agonistes ni des antagonistes du QRFPR, montrant que la longueur de la chaine latérale de
’arginine est optimale au sein de la poche d’interaction. Nous avons egalement mis en exergue
que, le [(Me)®Arg?]26RFa2o-26) (LV-2186) est 25 fois plus puissant que sa forme non méthylée
et seulement 1,5 fois moins puissant que le 26RFa. Enfin, les composés
[(Me,Me)**Arg?]26RFago.2s) (LV-2185) et [(Me,Me,Me)® > Arg?5]26RFago-26) (LV-2279)
bien qu’antagonisant 1’effet du 26RFa sur la mobilisation du calcium intracellulaire se
comportent plus vraisemblablement comme des agonistes partiels du QRFPR. Ces résultats
valident une nouvelle fois notre modele 3D du QRFPR humain et démontrent I’importance de

I’ Arg® dans les interactions moléculaires entre le 26RFa et son récepteur, le QRFPR.
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2. Etude in vivo de quelques analogues remarquables du 26RFa

Le 26RFa, présente de nombreuses activités biologiques (Leprince et al., 2017). De fait, le
26RFa stimule la prise alimentaire lorsqu’il est injecté au niveau central chez les rongeurs, et
son activité orexigene est renforcée chez les animaux obéses (Chartrel et al., 2003; do Rego et
al., 2006; Takayasu et al., 2006). De plus, des données récentes indiquent que le 26RFa
intervient aussi dans la régulation de 1’homéostasie glucidique (Egido et al., 2007; Gesmundo
et al., 2017; Granata et al., 2014; Prévost et al., 2015). En particulier, le 26RFa réduit
significativement 1’hyperglycémie induite par le glucose, augmente la sensibilité a 1’insuline
ainsi que I’insulinémie (Prévost et al., 2015). De plus, I’ingestion orale de glucose stimule
fortement la libération de 26RFa par le tube digestif, révélant que le 26RFa agit comme une
nouvelle incrétine au méme titre que le gastric inhibitory polypeptide et le glucagon-like
peptide 1 (Prévost et al., 2015). Méme si 1’action insulinotrope est controversée, le 26RFa
prévient la mort et I’apoptose des cellules  pancréatiques (Granata et al., 2014). Ces travaux
montrent que le 26RFa est un neuropeptide clé dans le contrle du métabolisme énergétique ce
qui fait de ce peptide une cible particulierement intéressante pour le développement d’agonistes
et/ou d’antagonistes a visée thérapeutique. Ces molécules pourraient également étre des
précieux outils pharmacologiques pour mieux comprendre 1’implication physiologique du
systeme 26RFa/QRFPR.

Sur la base des résultats acquis in vitro, nous avons choisi de tester nos analogues les plus
prometteurs sur la prise alimentaire et ’homéostasie glucidique au cours d’un test de tolérance

a I’insuline chez la souris.

L'analyse de la consommation alimentaire, suite a une administration i.c.v. de 26RFa, montre
une augmentation de 37,8% dés les 30 premiéres minutes conformément a la littérature (do
Rego et al., 2006). A la méme dose de 0,1 ug, les agonistes peptidique LV-2186 et pseudo-
peptidique LV-2172 ne stimulent pas de fagon significative la prise alimentaire. L’absence
d’effet du LV-2172 est en désaccord avec 1’étude menée par Neveu et ses collaborateurs (Neveu
et al., 2012). En effet, ce pseudopeptide stimule de fagon dose-dépendante la prise alimentaire
pour des doses comprises entre 0,12 et 1,2 nmol, ce qui correspond respectivement a des
quantités injectées de 0,1 et 1 pg par animal. Notons qu’a une dose 10 fois moindre (0.01 pg),
le LV-2172 n’engendre pas d’effet orexigéne (Neveu et al., 2012). Le fait de nous étres places
a la dose liminaire de 0,1 pg/animal ne peut expliquer a lui seul cette différence. Il est

parfaitement envisageable d’incriminer les conditions expérimentales que nous avons utilisées
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et en particulier le status métabolique des souris. En effet, dans leur étude, Neveu et ses
collaborateurs ont utilisé des souris partiellement affamées pendant 18 heures, i.e des souris
ayant recu a leur disposition qu’une demi-quantité quotidienne nourriture. Dans ces conditions,
I’effet orexigene du LV-2172 se manifeste pendant plus de 2 heures, alors que celui du
26RFa0-26) s’estompe en 90 minutes (Neveu et al., 2012). Dans ces mémes conditions, 1’effet
du 26RFa se maintient également au moins pendant une heure et demie (Chartrel et al., 2003).
Pour ma part, j’ai utilisé des souris Séverement affamées qui n’ont recu aucune nourriture
pendant 18h heures. Dés présentation de nourriture, les souris s’alimentent et stoppent leur
repas au bout de 30 minutes. Durant cette période, le 26RFa induit une augmentation
significative de la prise alimentaire. Néanmoins, aucun effet orexigéne n’a été constaté au-dela.
On peut facilement supposer que les animaux a jeun ont compensé leur manque de nourriture
par une utilisation exacerbée de leur réserve énergétique dde a une lipolyse accélérée ou ont
subi une modification comportementale plus profonde. Ainsi, le status énergétique des animaux
que j’ai utilisé pourrait masquer tout ou partie des effets attendus, i.e partiellement 1’effet
orexigene du 26RFa et totalement ceux du LV-2172 et LV-2186 qui présentent in vitro des
ECso supérieures a celle du 26RFapo-26). A 1’appui de ces hypothéses, Ellacott et ses
collaborateurs ont rapporté qu’un jeun modéré était parfaitement approprié a 1’évaluation des
propriétés orexigene d’une molécule, et qu’au-dela d’une douzaine d’heures, la privation
constitue un facteur majeur de stress qui altére le comportement alimentaire des animaux
(Ellacott et al., 2010). Par ailleurs, quel que soit I’intervalle de temps considéré, le LV-2185 est
sans effet propre a la dose de 1 ug sur la prise alimentaire. En revanche, sa co-administration
avec une dose effective de 26RFa bloque ’effet orexigéne de ce dernier durant la premiére
demi-heure. Ce résultat inédit suggére I’implication du GPR103A dans I’effet orexigéne du
26RFa chez la souris et qu’une transposition chez I”’homme pourrait étre envisagée. Toutefois,
I’utilisation d’un ligand du QRFPR chez I’homme dans le but d’augmenter sa consommation
alimentaire pourrait étre freinée par une baisse de sensibilité du 26RFa des patients anorexiques
dont les taux circulants importants (Galusca et al., 2012) reflétent probablement un

comportement adaptatif plus au moins défaillant de 1’organisme pour palier la déenutrition.

Au sein du laboratoire, 1’équipe du Dr. N. Chartrel a étudié en détail le réle et le mécanisme
d’action du 26RFa dans le contrdle périphérique de I’homéostasie glucidique. L’étude révéle,
entre autre, que I’injection 1.p. de 26RFa atténue significativement 1’hyperglycémie induite par
une co-injection i.p. de glucose pendant les 2 heures qui suivent (Prévost et al., 2015). En

revanche, le neuropeptide n’a pas d’effet sur la glycémie basale, suggérant que le 26RFa exerce
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un réle anti-hyperglycémiant et n’est recruté qu’en cas d’hyperglycémie pour rétablir une
glycémie physiologique (Prévost et al., 2015). Simultanément, les mémes auteurs ont observé
que le 26RFa augmente la sensibilité a I’insuline durant I’ITT suite a leur co-injection i.p. chez
la souris. Nous avons choisi ce test simple a mettre en ceuvre pour évaluer 1’effet de quelques
uns de nos nouveaux analogues du 26RFa(o-26). De maniére similaire a 1’étude sur la prise
alimentaire, le LV-2172 ne mime pas 1’effet potentialisateur du 26RFa sur 1’hypoglycémie
induite par ’administration conjointe d’insuline. En revanche, notre meilleur agoniste, le LV-
2186 reproduit 1’action du 26RFa 90 minutes aprés leur co-administration i.p. pour une dose
molaire quintuple a celle du 26RFa. L’effet tardif du LV-2186 pourrait néanmoins s’expliquer
par une puissance inférieure a celle du 26RFa vis-a-vis de I’activation du QRFPR.

Le mécanisme d’action du 26RFa dans le controle de 1’homéostasie glucidique chez les
rongeurs est complexe au regard des résultats paradoxaux rapportés dans la littérature (Egido
et al., 2007; Granata et al., 2014; Prévost et al., 2015) et I’intervention potenticlle de trois
récepteurs (Chartrel et al., 2011; Leprince et al., 2017). Historiquement considéré comme
absent du pancréas (Egido et al., 2007; Fukusumi et al., 2003; Jiang et al., 2003), le QRFPR a
depuis été identifié dans les ilots pancréatiques humains, ainsi que dans les lignées murines
INS-1E et MING (Granata et al., 2014; Prévost et al., 2015) sans pour autant distinguer les deux
isoformes présentes chez les rongeurs. De plus, le NPFF-2 pourrait également relayer les effets
insulino-modulateurs pancréatiques du 26RFa (Gesmundo et al., 2017; Granata et al., 2014).
De fait, I’effet insulinostatique du 26RFa décrit par Granata et ses collaborateurs n’est pas
bloqué par I’inhibition de I’expression du QRFPR par des siRNA dans les cellules B, alors que
I’effet insulinotrope opposé du 43RFa est abrogé (Granata et al., 2014). Mes résultats tendent a
montrer que I’effet du 26RFa sur ’homéostasie glucidique de la souris ne suit que partiellement
la pharmacologie du QRFPR humain. Nos analogues sont congus autour du récepteur humain
et il est envisageable que son orthologue chez la souris (GPR103A) soit finalement absent du
pancréas au profit du GPR103B. Une absence d’affinité pour le GPR103B et/ou pour le NPFF-
2 pourrait aussi expliquer I’absence d’effet du LV-2172. Méme si le GPR103B n’a pas encore
été clairement identifié dans le pancréas de la souris, il est intéressant de noter qu’il relaie I’effet
inhibiteur du 26RFa sur la lipolyse induite par I’isoprotérénol chez les animaux rendus obéses

par une alimentation hypercalorique (Mulumba et al., 2010).

En accord avec notre hypothése d’un effet pancréatique relayé par le GPR103B et/ou le NPFF-
2, I’effet pro-hypoglycémiant du LV-2186 et I’action antagoniste du LV-2185 suggerent que
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ces deux analogues soient potentiellement moins spécifiques du GPR103A que ne le serait le
LV-2172.

En conclusion de cette partie in vivo, nous avons confirmé les effets orexigene et pro-
hypoglycémiant du 26RFa. De fagon inédite, j’ai montré sur la prise alimentaire et
I’homéostasie glucidique que 1’agoniste récemment développé au sein de 1’équipe, le LV-2186,
reproduit dans une moindre mesure 1’effet pro-hypoglycémiant du 26RFa, et que 1’antagoniste
de la réponse calcique, le LV-2185 bloque in vivo ses deux effets. A la lumiére de mes résultats,
il semble que I’homéostasie glucidique chez la souris ne constitue pas une approche pertinente
d’évaluation pharmacologique de ligands du QRFPR humain contrairement a la prise
alimentaire. A notre connaissance, 1’antagoniste non peptidique d’AstraZeneca bloque
totalement I’effet orexigéne du 26RFa chez la souris mais que partiellement son effet pro-

hypoglycémiant (El Mehdi et al., résultats personnels).

3. Etude des interactions 26RFa/QRFPR

Récemment, notre équipe a construit un modele tridimensionnel du QRFPR humain par
homologie de séquence avec le B2AR avec lequel il présentait, a 1’époque, la plus forte
homologie parmi les récepteurs cristallises (Neveu et al., 2014). En conséquence, notre modéle
de QRFPR contient les 2 courtes hélices non-transmembranaires du B2AR localisées dans
I’ECL2 et le segment C-terminal intracellulaire (Figure 25). Depuis cette étude, plusieurs
RCPG ont été cristallisés dont certains présentent comme ligand endogene un peptide tels que
les récepteurs CXCR4 des chimiokines, NTS1 de la neurotensine ou encore OX1 des oréxines
(Gacasan et al., 2017). Au printemps 2018, on dénombrait 223 structures cristallines de RCPG
incluant 50 récepteurs différents (http://GPCR.org). A partir de cette nouvelle liste, un nouvel
alignement de séquence rapproche toujours le QRFPR du B2AR méme si localement une forte
identité ou similarité de séquence peut étre relevée avec d’autres RCPG comme ceux des

orexines.

Une des limites des modeles de RCPG par homologie réside dans la faible similitude structurale
des boucles, ce qui impacte profondément les prédictions de docking et par extension le
structure-based drug design (Coudrat et al., 2017; Goldfeld et al., 2011). Comme évoqueé
précédemment, une des particularités du B2AR est la présence d’une courte hélice dans son
ECL2 alors que la grande majorité des RCPG de classe A posséde plutdt un motif g-hairpin a
I’instar des récepteurs humains CXCR4 (4RWS) et OX1R (4Z58) et NTS1 de rat (4XE5). La
présence de cette hélice dans le modéle de QRFPR, combinée a une position de docking du
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26RFa(19-26) qui suppose que I’hélice-a du 26RFa reste en surface du récepteur (Neveu et al.,
2014) nous a conduit & émettre I’hypothése d’une interaction entre ces deux hélices. Toutefois,
nous avons souhaité tout d’abord nous appuyer sur une prediction structurale in silico puis sur
une validation expérimentale que la partie ECL2 définie dans le modéle du QRFPR se structure

bien localement en hélice-a plutot qu’en S-hairpin.

D’aprés le logiciel AGADIR (http://agadir.crg.es/) les séquences 166-223, 170-213, 171-212,
180-199 et 180-212 du QRFPR, couvrant tout ou partie de ’ECL2 délimitée dans le modeéle
par les résidus GIn'® et GIn?'' (Neveu et al., 2014), présentent toutes une tendance a se
structurer en hélice, d’une intensité modérée a forte, entre les résidus Pro'” et Thr?%, en
fonction de la chaine peptidique considérée. Forts de ce résultat, nous avons poursuivi ce travail
par la preparation des deux peptides QRFPR1s0-199) (MWHVQQLEIKYDFLYEKEHI ; LV-
2252) et [Ser?® 21 QRFPR 180212 (MWHVQQLEIKYDFLYEKEHISSLEEWTSPVHQK; LV-
2262) dans lequel les deux cystéines natives et non-appareillées entre-elles ont été substituées
a leur isostere sérine. Difficiles d’acces et assez peu solubles dans un tampon phosphate (2 mM,
pH 6) ces deux peptides adoptent en présence de TFE une structure hélicoidale de plus en plus
prononcée quand la proportion du TFE augmente. Cette propension du TFE a stabiliser les
hélices est bien documentée (Buck, 1998) et trouve son origine dans sa capacité a enrober le
peptide en excluant les molécules d’eau du contact avec le peptide (Roccatano et al., 2002;
Vymétal et al., 2016). Ainsi, les liaisons hydrogénes dites alternatives car concernant 1’eau de
solvatation, sont éliminées au profit des liaisons hydrogenes intramoléculaires et par extension
a celui de la stabilisation des structures secondaires. Il convient aussi de compléter cette action
par le fait que le TFE réduit I’environnement diélectrique du peptide et diminue le colt
entropique de la formation de I’hélice par la rupture du réseau de molécules d’eau par un effet
chaotropique (Walgers et al., 1998). La présence manifeste d’une hélice dans I’ECL2 du
QRFPR pourrait donc étre due a I’effet inducteur de structure du TFE dans 1’échantillon et
masquer éventuellement un arrangement en S-hairpin plus communément rencontré dans cette
partie extracellulaire des RCPG. Une étude de simulation de dynamiques moléculaires montre
néanmoins que des peptides qui présentent des structures S-hairpin naissantes en milieu aqueux
voient leur arrangement s’amplifier dans le TFE et non évoluer vers des hélices (Blanco et al.,
1994; Kortemme et al., 1998). Enfin, on ne peut pas exclure que 1’hélicidé visible dans les
spectres de CD des peptides QRFPR(go0-109) €t [Ser?®?']QRFPR@so-212) Ne provienne

qu’exclusivement des résidus appartenant a la fin du TM4 (Met*®-Val'®), Une étude en
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spectroscopie RMN est actuellement en cours pour définitivement conclure sur 1’existence et

la position précise de cette boucle non-transmembranaire de ’ECL2 du QRFPR.

La région extracellulaire des RCPG est particulierement sollicitée dans la liaison des ligands
peptidiques, tels que la vasopressine (Conner et al., 2007), I’endothéline (Arai et al., 1993) ou
les peptides opioides (Dietrich et al., 1998), mais aussi des ligands de grande taille comme les
hormones glycoprotéiques, telles que la TSH (Perlman et al., 1995). On distingue deux types
d’arrangements de la région extracellulaire des récepteurs de classe A : certaines sont disposées
de telle sorte qu’elles occluent la poche de liaison du ligand tandis que d’autres laissent un vaste
espace ouvert permettant a I’agoniste d’atteindre ou de quitter la poche de liaison située au sein
des TM (Wang and Duan, 2009). Ces deux organisations dépendent principalement du caractére
hydrophobe ou hydrophile du ligand. A titre d’exemple, la partie N-terminale et la boucle ECL2
de la rhodopsine adoptent chacune, grace a la présence de deux feuillets B, une conformation
qui permet de recouvrir le 11-cis-rétinol, ligand hydrophobe lié de fagon covalente au récepteur,
ce qui prévient son hydrolyse (Palczewski et al., 2000). Pour les récepteurs liants des molécules
plus hydrophiles, il n’existe pas de structure fondamentalement conservée pour ces régions.
Comme évoqué ci-dessus, I’ECL2 peut étre organisée en heélice-o ou feuillet B ou encore
seulement partiellement structurée a I’instar des récepteurs muscariniques, et fagonne la voie
d'entrée du ligand dans la poche de liaison. De fait, des simulations de dynamiques moléculaires
suggerent que I’ECL2 serait nécessaire aux premieres étapes de reconnaissance et de selectivité
des ligands des récepteurs p-adrénergiques (Dror et al., 2011; Gonzélez et al., 2011; Kruse et
al., 2012).

Plusieurs études sur les RCPG de classe A ayant pour ligand endogéne un peptide indiquent
que ’ECL2 joue également un role important dans la liaison du ligand et/ou dans la
signalisation intracellulaire (Woolley and Conner, 2017). Par exemple, ’ECL2 du mod¢le de
GALR?2 participe a la liaison de la galanine, par son acide aminé Tyr'®3, mais également a la
formation d’un site allostérique accessible a des modulateurs positifs (Hui et al., 2016). Par
ailleurs, la mutation de résidus de I’ECL2 de I’APJR provoque une signalisation biaisée et une
activation de la voie Gj par I’apéline-13 alors que les mutations dans son ECL3 orientent le
couplage de I’APJR vers une protéine Gq (Kumar et al., 2016). De méme, I’ECL2 des récepteurs
muscariniques de type M1 joue un role prépondeérant dans la sélectivité de ligands bitopiques
en coordination avec une signalisation biaisée dirigée soit vers une mobilisation du calcium

intracellulaire ou soit vers la phosphorylation d’ERK1/2 (Keov et al., 2014).
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L’ensemble de ces données soulignent 1’importance de I’ECL2 dans les processus de
reconnaissance et/ou activation, en particulier des RCPG de classe A. Dans ce contexte, nous
avons voulu évaluer la possibilité que les hélices du 26RFa (Thuau et al., 2005) et de ’ECL2
du QRFPR puissent interagir; le caractere amphiphile de ces deux hélices renforcant notre
hypothése.

Pour cela, nous avons mis en ceuvre des analyses en MST, une technique récemment disponible
dans notre Institut qui permet de quantifier une interaction entre 2 molécules comme par
exemple un ligand et son récepteur (Corin et al., 2011). Contrairement a la résonance
plasmonique de surface, I’immobilisation d’un des 2 partenaires n’est pas requise et nécessite
juste son étiquetage par un fluorochrome. Comme dans les études de CD, la solubilisation du
fragment QRFPR(180-212) couplé en N-terminal a 1’Alexa-Fluor 647 est 1’étape critique de la
mise en ceuvre des expériences de MST (Corin et al., 2011). Nos résultats préliminaires obtenus
en présence de 30% de TFE, 1% de DMSO et 0,4% d’acide pluronique semblent encourageants
et en faveur d’une interaction trés probable du 26RFa en surface du QRFPR, qui coinciderait
avec la présence d’une hélice dans I’ECL2 (cf § résultats) ainsi que dans le 26RFa (Thuau et
al., 2005). Contrairement aux premiers essais menés en tampon phosphate a pH 6, ces
conditions encore perfectibles, n’ont pas laissé paraitre de phénoméne d’agrégation quand la

concentration en 26RFa augmente dans les capillaires.

En conclusion de ce dernier volet, nous avons montré que la boucle extracellulaire 2 du QRFPR
se structure localement trés vraisemblablement en hélice-a et que celle-ci pourrait directement

interagir avec celle du 26RFa.
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Conclusion et perspectives

L’ensemble des travaux présentés dans cette thése apporte de nouvelles informations
concernant, (1) les RSA de I’heptapeptide C-terminal du 26RFa, le 26RFao-26), (2) les
mécanismes d’action du 26RFa sur la prise alimentaire et 1’homéostasie glucidique chez la
souris, (3) la structure secondaire de ’ECL2 du hQRFPR, et (4) la reconnaissance moléculaire
ligand/récepteur du systeme 26RFa/QRFPR.

Dans la premiére partie, nous avons congu et synthétisé avec succés une nouvelle série
d’analogues peptidiques du 26RFago-26) modifiés au niveau de la chaine latérale de 1’Arg®,
basés sur des variations de longueur de chaine, de nature et de nombre de substituants portes

par la fonction guanidine (Figure 38).
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Figure 38 : Les modifications chimiques apportées sur la chaine latérale de I’Arg®® du 26RFa2o-26).

n=2; Nar-Arg, n =3 ; Arg, n =4 ; homo-Arg.
Ces différents analogues originaux ont été testés pour leur capacité a mobiliser la [Ca?*]i dans
une lignée CHO surexprimant de maniere stable le QRFPR humain. Nous avons démontré que
I’homologation (Har) de la chaine latérale de I’Arg®® n’impacte pas significativement la
puissance de I’heptapeptide C-terminal du 26RFa, alors que son raccourcissement (Nar) d’un
méthyléne conduit a un analogue inactif. De plus, la majorité des analogues incorporant une
Har?> ou une Nar?®> mono ou poly-N-alkylée ne sont ni des agonistes ni des antagonistes du
QRFPR, montrant que la longueur de la chaine latérale de I’arginine est optimale au sein de la
poche d’interaction. Nous avons également mis en exergue que le [(Me)°Arg®]26RFao-26)

(LV-2186) est 25 fois plus puissant que sa forme non méthylée et seulement 1,5 fois moins
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puissant que le 26RFa. Ce composé agoniste constitue a I’heure actuelle 1’analogue du 26RFa
le plus puissant (ECso = 66,4 + 16,2 nM vs. 46 + 30 nM pour le 26RFa) avec une masse molaire
aussi faible (826,96 g/mol vs. 2832,17 g/mol pour le 26RFa) (Figure 39). Enfin, les composés
[(Me,Me)*°Arg®]26RFao-26) (LV-2185) et [(Me,Me,Me)®® Arg®]26RFa(o-26) (LV-2179)
bien qu’antagonisant 1’effet du 26RFa sur la mobilisation du calcium intracellulaire se
comportent plus vraisemblablement comme des agonistes partiels du QRFPR. Ces résultats
valident une nouvelle fois le modéle 3D du QRFPR humain et assoient I’importance de I’Arg?®
dans les interactions moléculaires entre le 26RFa et son récepteur (Alim et al., soumis). Dans
la continuité de ces travaux, nous synthétiserons et évaluerons 1’activité de la forme longue du
LV-2186 en introduisant au sein du 26RFa pleine longueur une N-méthylarginine en position
25. L’apport de la partic N-terminale combinée a la modification N-méthylarginine devrait
conduire & un analogue, le [(Me)®Arg?®]26RFa, plus puissant que le 26RFa, confirmant ainsi la
pertinence de cette modification. Nous poursuivrons également notre travail par I’étude de
modélisation moléculaire, déja initiée en collaboration avec le CERMN (Normandie
Université) dans laquelle les analogues LV-2185, LV-2186 et LV-2179 sont dockés dans le
modeéle du QRFPR. Cette étude devrait permettre d’interpréter leur profil pharmacologique au
regard de leurs interactions avec le hQRFPR. Enfin, nous projetons de concevoir et préparer de
nouveaux analogues du 26RFa en portant une attention particuliére au développement
d’antagoniste du hQRFPR. A titre d’exemple nous substituerons a 1’Arg?® du 26RFa et/ou du
26RFa(0-26) par la L-canavanine (acide 2-amino-4-(guanidinooxy)butyrique) dont la basicité du
groupement hydroxyguanidine est plus faible que celle du groupement guanidine. A notre
connaissance aucun peptide ou analogue peptidique n’incorpore cet acide aminé, dont la

stabilité en milieu acide pourrait étre un frein a leur préparation.

Dans la seconde partie de ce travail, nous avons évalué I’activit¢ des analogues les plus
intéressants de notre série, d’un point de vue pharmacologique, sur la prise alimentaire et
I’homéostasie glucidique au cours d’un test ITT chez la souris. Nos résultats confirment tout
d’abord les effets orexigene et pro-hypoglycémiant du 26RFa. Ils montrent également que
I’agoniste [(Me)°Arg®®]26RFapo-26) (LV-2186) du hQRFPR est capable de reproduire
tardivement I’effet du 26RFa dans I’ITT et que 1’antagoniste de la réponse calcique du 26RFa
développé par rapport au récepteur humain, [(Me,Me)*°Arg?*]26RFao-26) (LV-2185), bloque
I’effet potentialisateur, a 90 minutes, du 26RFa sur I’hypoglycémie induite par I’insuline. A ce
titre, nous évaluerons a plus long terme la glycémie des souris traitées au LV-2186 afin de

déterminer si I’effet perdure au-dela de celui du 26RFa, ce qui constituerait un réel avantage.
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Figure 39 : Représentation des activités agoniste et antagoniste des 32 analogues du 26RFa
synthétisés dans cette étude en fonction de leur masse moléculaire (A) et formule développée de
guelques-uns d’entre-deux (B). L’activité agoniste est représentée par les valeurs d’ECso en nM et
I’activité antagoniste par les valeurs d’ICso en nM. La couleur des points en (A) renvoie aux formules
correspondantes en (B)

Nous souhaitons aussi reconduire 1’étude de I’effet du LV-2185 et LV-2186 sur la prise
alimentaire des souris dans un paradigme identique a celui utilisé par Neveu et ses
collaborateurs (Neveu et al., 2012) dans le but de s’affranchir du stress occasionné par une
privation alimentaire drastique des animaux. Enfin, au niveau pharmacologique, nous
envisagerons de poursuivre ce travail par I’expression stable des deux variants murins du
QRFPR, le GPR103A et GPR103 B dans une lignée CHO-Gays afin d’évaluer la sélectivité de
nos molécules vis-a-vis des deux formes de récepteurs chez la souris. Nous compléterons ces
expériences en déterminant I’affinité de ces mémes molécules sur le NPFF-2 & travers

1’établissement d’une collaboration. Finalement, nous identifierons quelle forme du QRFPR est
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présente dans le pancréas de souris par PCR grace a I’utilisation de primers spécifiques de
chacune des formes murines de QRFPR.

Dans la troisieme partie de ce travail, nous avons montré grace au logiciel AGADIR que les
différents fragments encadrant ’ECL2 du QRFPR humain tendent a se structurer en hélice-a.
Sur la base de cette observation, nous avons souhaité vérifier expérimentalement la présence de
cette hélice par une etude de CD. De fait, les fragments 180-199 (LV-2252) et 180-212 (LV-
2262) du hQRFPR adoptent une structure hélicoidale en présence de TFE ou de micelle de
DPC. Par la suite, nous avons obtenu des résultats préliminaires de MST qui montrent des
modifications thermophorétiques compatibles avec une interaction physique entre le peptide
[Ser?2Y|QRFPR(150-212), délimitant ’ECL2 du récepteur, et le 26RFa. Nous souhaitons
réaliser de nouvelles expériences de MST en augmentant dans un premier temps le pourcentage
de TFE de 30% a 50%. Parallelement, nous souhaitons mettre en place une étude RMN en
collaboration avec le Centre de Spectroscopie de I’'IRCOF (Normandie Université) visant a
caractériser les interactions moléculaires établies entre le 26RFa et le fragment 180-212 du
hQRFPR. Certaines donneées recueillies pourraient étre mises a profit pour affiner la structure
du modele de QRFPR, en particulier au niveau de ’ECL2. Enfin, en partenariat avec le
CERMN, nous évaluerons le profil pharmacologique de composés non-peptidiques, répertoriés
dans leur chimiotheque interne et dans la chimiotheque nationale, et sélectionnés par un criblage
virtuel dans le modele de QRFPR.

En conclusion, ce travail a conduit a la conception du [(Me)®Arg?]26RFao-26) (LV-2186) qui
constitue actuellement I’agoniste du hQRFPR le plus puissant avec une masse molaire aussi
faible, et a la reclassification du [(Me,Me)®“Arg®®]26RFa0-26) (LV-2185), initialement décrit
comme un antagoniste (Neveu et al., 2014), comme un agoniste partiel tout comme le
[(Me,Me,Me)® < Arg?®]26RFago-26) (LV-2179). Nous avons montré, in vivo, que le LV-2185
bloque I’effet orexigene du 26RFa et son action pro-hypoglycémiante. De plus, nous avons
démontré que le LV-2186 mime, avec retard, I’effet du 26RFa dans I’'TTT. Nos résultats obtenus
in vivo suggérent que (1) la régulation de la prise alimentaire de la souris mobilise le GPR103A,
(2) celle de I’homéostasie glucidique requiert I’activation du GPR103B et/ou du NPFF-2, et (3)
gue les composés LV-2186 et LV-2172 reconnaissent les deux isoformes murines du QRFPR
voire le NPFF-2. Finalement, nous avons montre que la partie ECL2 du hQRFPR se structure
trés probablement en hélice-a et interagit physiquement avec celle du 26RFa. Pris dans leur
ensemble, nos résultats contribuent a une compréhension approfondie des interactions

moléculaires régissant le systeme 26RFa/QRFPR et devraient faciliter le développement de
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nouveaux ligands du QRFPR d’intérét thérapeutique, notamment pour le traitement des troubles

du comportement alimentaire.
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