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PBS - phophate buffered saline
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pE13F - forme pyroglutamylée de I'apeline-13

PEG - polyethylene glycol

PyBOP - benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphonium hexafluorophosphate
QY - quantum yield

RAW - macrophages murins

RBC - red blood cells

RCPG - récepteur couplé aux protéines G

RSA - Relation structure activité

SPPS - solid-phase peptide synthesis

TBTA - Tris[(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl]amine
tBu - tert-butyl

tBuOH - tert-Butanol

TFA - trifluoroacetic acid

TIS - triethylsilane

TNBS - 2,4,6-trinitrobenzenesulfonic acid

TNF - tumor necrosis factor

TPFc - Tripeptide fluorocarboné

TR-FRET - time-resolved FRET

Trt - trityl

UV - ultraviolet

wt - wild-type
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INTRODUCTION GENERALE

A. Les peptides thérapeutiques

1. Généralités sur les peptides

Les peptides sont des polymeres naturels d’acides aminés liés les uns aux autres par des
liaisons amide appelées également liaisons peptidiques. Les peptides sont de petites
protéines. En effet, le nombre exact restant arbitraire, les enchainements de moins d'une
centaine d’acides aminés sont appelés peptides alors que ceux plus grands sont appelés
protéines. Les acides aminés constituant les peptides, appelés acides aminés
protéinogenes, sont au nombre de 22 (Figure 1). Ces acides aminés sont tous de
conformation L et peuvent étre classés selon leur nature (hydrophobes, chargés, etc.). A
I'exception de la pyrrolysine, retrouvée uniquement dans la séquence de certaines
protéines chez les Procaryotes!, tous peuvent étre retrouvés dans les séquences

protéiques des Eucaryotes.

Acides aminés hydrophobes Acides aminés neutres
Alanine Leucine Proline Valine Methionine i Sérine Thréonine Cystéine
\S E E ':‘
: i Ho. OH S
H. OH  H. i 5 . .
ﬂ/‘\lf H N OH (P\I(OH H‘Nj:'(OH Hoy OH ! : H.Nj\I(OH H.%‘/OH H HHOH
o) 0 H O H o5 H 3 : : H o HHS 0
A L P Y M s T C
o HN._O
HO. : :
HN H H HzN
= H H Hoy OH Hoy OH
H. OH : H H H
ﬂ/\'r Hey A OH H.” OH H~H OH H‘H o : o o
o RS o o) o) : : N Q
G 1 F w Y : :
Glycine Isoleucine  Phénylalanine Tryptophane Tyrosine Asparagine Glutamine
i Arginine Histidine Lysine i Aspartate Glutamate
HENYNH Hem : :
: : HO._O
HN /=N P a
HN H H
Z : : HO
H OH Hoy OH Hey OH : Hey OH Hoy OH
N H H 3 : H H
0 (o] o : : o]
R H K H D E
Acides aminés chargés cationiques Acides aminés chargés anioniques Acides aminés particuliers

Figure 1 : Structures des acides aminés protéinogénes.
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Les peptides peuvent présenter des structures secondaires (hélices alpha, feuillets beta)
ou étre non structurés (Figure 2) selon leur composition en acides aminés. Cette
organisation en structure particuliere leur est nécessaire pour remplir leurs fonctions

biologiques?.

Hélice alpha Feuillet R

Mélange hélice / feuillet Non structuré

Figure 2 : Structures secondaires des peptides3.

La nature des peptides, et par conséquent leurs roles biologiques, peuvent étre variés :
neurotransmetteurs4, hormones5, antimicrobiensé, antifongiques?. De par ces différents

roles, les peptides ont un intérét grandissant dans le domaine médical.

2. Les peptides en thérapie

Les roles variés des peptides leur ont donné une place essentielle dans le domaine
thérapeutique8. Nombreux sont les axes thérapeutiques (inflammations associées aux
cancers, maladies neurologiques, etc) dans lesquels les peptides sont utilisés comme

médicaments (Figure 3).
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Inflammations Maladies du
cancéreuses systeme digestif

N /
Peptides @@ bioactifs

¥ N
Maladies Maladies
neurologiques auto-immunes

Figure 3 : Implication variée des peptides dans les maladies®.

Ainsi la découverte des 7000 peptides endogénes identifiés a ce jour offre une palette de
peptides thérapeutique a développer dans le cadre de la recherche médicale. En effet, les
peptides découverts récemment présentent de nouvelles sources de composés
thérapeutiques. De ce fait, le marché des peptides médicaments est croissant et
représente a ce jour 1,5 milliards de dollars américains. 400 peptides sont actuellement
en cours d’évaluation clinique et 60 sont déja approuvés par la Food and Drug
Administration (FDA) et donc sur le marché1011, Les principaux peptides médicaments

sur le marché sont indiqués en Tableau 1.
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Composé actif

Afamelanotide
Angiotensine Il
acetate
Boceprevir

Carfilzomibe

Ciclosporine

Dalbavancine

Etelcalcetide

Exenatide
Linaclotide
Lixisenatide
Litecium

oxodotreotide

Ombitasvir

Oritavancine

Pasireotide

Semaglutide
Teduglutide

Telavancine

Indication

Protoporphyrie érythropoiétique
Hypertension réfractaire

Hépatite C chronique
Myélome (adultes)
Kératite (adultes)

Kerato-conjonctivite (enfants et
adolescents)

Infection bactérienne sévéres de la
peau
Hyperparathyroidie secondaire
(adultes en insuffisance rénale)

Diabéte de type 2

Syndrome de I'intestin irritable
Diabétes de type 2
Détection de tumeurs
gastropancréatiques neuroendocrine
Hépatite C chronique
Infection bactérienne séveres de la
peau
Maladie de Cushing
Diabéte de type 2
Syndrome du gréle court

Pneumonie nosocomiale avec MRSA

Entreprise

Clinuvel

La Jolla Pharmaceuticals

Merck, Sharp & Dohme

Amgen

Santen Oy

Allergan Pharmaceuticals

Amgen

Astrazeneca

Allergan Pharmaceuticals

Sanofi Aventis

AAA

Abb Vie
Menarini international
operations
Novartis
Novo Nordisk
Shire Pharmaceuticals

Theravance Biopharma

Tableau 1 : Noms et indications thérapeutiques des principaux peptides médicaments.

Cependant, la majorité des médicaments sur le marché sont des petites molécules. Les

peptides et les petites molécules présentent des propriétés différentes (Figure 4) malgré

leurs propriétés thérapeutiques communes.
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Peptides Petites molécules

Advantages
High potency

High selectivity
Broad range of targets
Low toxicity

Low accumulation in

Advantages:

High oral bioavailability
Metabolic stability
High numbers of
phamacologic targets
Small dimensions

S <

<

SO0 o0

<

tissue

| |
| |
! |
| |
! |
! |
High chemical and | |
biological diversaty | @ I
| |
| |
| |
| |
! |
| |

<

Disadvantages: Disadvantages:

¢ Poor metabolic stability 0 High toxicity

0  Poor membrane ¢ Main side effects
permeability ¢ Potentially low solubility

¢ Poor oral bioavailability Poor selective

0 Rapud clearance Y Lower selectivity

0

<

Sometimes poor solubility High production costs

Figure 4 : Comparaison des propriétés des petites molécules et des peptides®.

Les petites molécules présentent par exemple des poids moléculaires plus faibles et sont
plus disponibles par voie orale. En effet les peptides présentent une faible stabilité
chimique et un faible passage a travers les barrieres biologiques. Ces aspects les rendent
peu disponibles par voie orale. Cependant, les peptides sont des molécules hautement
efficaces, sélectives et s’accumulent peu dans les tissus. De plus, les peptides sont
ligands de cibles trés variées telles que les récepteurs couplés aux protéines G, les
canaux ioniques ou encore des facteurs de transcription. Ils présentent donc des
avantages certains en comparaison aux petites molécules. Ainsi le développement de

peptides comme médicaments est une voie d’avenir pour la recherche médicale.

3. Limitations dans le développement des peptides comme médicaments

L’utilisation des peptides comme médicaments est prometteuse pour le développement
de nouvelles thérapies dans certaines des maladies qui requierent des traitements
chroniques. Le diabete!?, les maladies neurodégénératives!3 ou encore les polyarthrites
rhumatoides4 en font partie. Cependant certaines limites apparaissent dans le
développement des peptides en médecine. Pour certains peptides, la dénaturation
physico-chimique du peptide comme la perte de la structure secondaire, la précipitation
ou l'agrégation méne a la perte de lactivité biologique. Les aspects les plus

problématiques pour le développement des peptides en chimie médicinale sont
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cependant leur instabilité chimique, métabolique et leur clairance rénale importantelS.
IIs présentent généralement une stabilité métabolique relativement courte, allant de la
minute a quelques heures. Ces instabilités s’expliquent par exemple par leur hydrolyse
enzymatique, leur oxydation ou encore leur déamidation et conduisent alors a la
formation de métabolites inactifs (Figure 5). En effet, les enzymes du systeme digestif et
sanguin, telles que les estérases ou les protéases (exopeptidases et endopeptidases)
peuvent couper les peptides a plusieurs reprises. Enfin, la taille relativement faible des

peptides (< 5000 Da) les rend facilement éliminables par le systeme de filtration rénale.

Site de coupure enzymatique

PEPTIDE ACTIF {' :

FRAGMENTS INACTIFS ® %. ‘ ‘ J

Figure 5 : Dégradation des peptides les rendant inactifs.

Afin de pallier cette instabilité, des stratégies de stabilisation des peptides ont été mises

au point.

B. Stratégies de stabilisations des peptides existantes

L’objectif est de s’affranchir de cette instabilité physique et chimique des peptides les
empéchant actuellement d’étre exploités au maximum de leur potentiel. Les enzymes
responsables de linstabilité des peptides peuvent dégrader ces derniers par
reconnaissance d’acides aminés spécifiques ou couper les liaisons amides liant les acides
aminés entre eux. Différentes techniques ont été employées au cours des années pour

s’affranchir de ces dégradations!617.1819 (Figure 6).
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d’acides amines chimiques
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structurale enzymatique-

Figure 6 : Stratégies de stabilisations des peptides?s.

Dans un premier temps, des modifications d’acides aminés et du squelette peptidique
ont été employées. Par la suite, des méthodes de stabilisations de structures secondaires

et d’'introduction de polymeres ou de motifs se liant a I'albumine ont été développées.

1. Modifications de la séquence et du squelette peptidique

a. Modification de la stéréochimie

Les peptides endogenes possédent tous des acides aminés de la série L et les enzymes
reconnaissent cette stéréochimie précise (Figure 7). Le remplacement d’acides aminés L
par des acides aminés D est donc une stratégie permettant de contourner le systéme de
dégradation de l'organisme. Ainsi la stabilité du peptide modifié est augmentée en
comparaison a son analogue possédant des acides aminés naturels20. Par exemple le
peptide MUC-2, peptide épitope impliqué dans le cancer du colon, présente une stabilité
inférieure a un jour dans du sérum humain alors que le peptide modifié présente une

stabilité supérieure a 4 jours21.

e P
HoN COOCH H,N" “COOH
Série L Série D

Figure 7 : Structures générales des acides aminés L et D.
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Néanmoins, ce remplacement d’acides aminés peut entrainer une perte de l'activité
biologique. En effet, au méme titre que pour les enzymes, la stéréochimie est importante
pour la reconnaissance des récepteurs et pour la liaison. Afin de pallier ce probleme, des
composés appelés peptides retro-inversés ont été développés (Figure 8). Tous les acides
aminés sont dans un premier temps remplacés par leurs analogues de la série D. Puis la
séquence des peptides est retournée (de l'extrémité C-terminale vers l'extrémité N-

terminale).

R y O Ry
HzNJYN\g)LNJ\[rNYCOZH L-peptide
o R, T 0 R (CO-NH)

————-

R O Ra O By § %oy
Peptide retro iy N NH, ~ N AN, - COH D-peptide

HO.C” N N HzN N
W(NH-CO) : Hk{z }(\HL{‘ /\Ior EZ)LH/\E 1 (CO-NH)
R O . R O Peptide retro-inversé
Hozc)\NJH/N \NJI\E/NHZ W(NH-CO)
9 % 6 % B

Figure 8 : Structures du L-peptide, D-peptide, retro et retro-inversél,

On obtient donc un peptide retro-inversé, structurellement plus proche du peptide natif
que le peptide possédant uniquement des acides aminés D. Ainsi, I'activité biologique

perdue peut étre retrouvée22:23,

b. Substitution d’acides aminés

La reconnaissance des sites spécifiques par les protéases résulte en la dégradation des
peptides. La premiére étape consiste donc a supprimer ces sites de reconnaissance par
l'introduction d’acides aminés non reconnus par le systeme enzymatique
de 'organismel6.2425, Afin d’effectuer cette substitution d’acides aminés, il est nécessaire
de réaliser plusieurs étapes préalables. Tout d’abord, les sites de coupure doivent étre
déterminés par incubation des composés dans le plasma et analyses des métabolites
formés. Cela permet de déterminer quels acides aminés il est nécessaire de substituer.
Ensuite, une étude de relation structure-activité doit étre effectuée. Ces études
permettent de corréler I'activité biologique et I'acide aminé modifié. Ainsi, il est possible
de déterminer quelles positions sont nécessaires pour maintenir l'activité. Enfin

I'introduction d’acides aminés non naturels a la place des acides aminés aux positions

25



reconnues par les enzymes est effectuée. Pour cela, plusieurs familles d’acides aminés

ont été développés (Figure 9).

1. a-a disubstitué 2.Série D 3. Chaine latérale modifiée
R. R RXH H, R
HoN COOH H,N COOH
e.g. R =
(0]
N £
H:N COOH N <
1. .3
Me, Me M2 pR A
Il NH
A5 L

Iz NSNS I

4.a. N-alkylés

:".H,N#; CooH |

4.c. Amine a modifiée
R
. eg.
N~ ‘coow H R
4.b. Acides aminés 8 Hs” \COOH
’ E;..400 o B H R
i.__COOH '
ban HN™ > HO” "COOH
“N” "COOH H
N HN ,/\\;/ COoO! H R
o N “COOH R H,N-O" 'COOH

Figure 9 : Familles d’acides aminés non naturels?t.

L’incorporation d’acides aminés (327, N-alkylés28 ou encore a-a di-substitués2?? est une
stratégie qui a prouvé son efficacité dans 'augmentation de la stabilité plasmatique. Par
exemple, le peptide 108, inhibiteur de l'agrégation de l'amyline impliquée dans le
développement de maladies neurodégénératives, a pu étre stabilisé par introduction
d’acides aminés N-méthylés. L’analogue N-méthylé N1-108 a montré un temps de demi-
vie supérieur a 24 h dans le plasma humain alors que le peptide natif a une stabilité
inférieure a 3 h2828, Cependant, des changements de nature d’acides aminés, comme
indiqué précédemment, impliquent l'introduction dans l'organisme de peptides non
naturels. Une toxicité peut donc potentiellement étre associée a ces modifications.

L’utilisation de cette méthode nécessite, comme précédemment, identifier les acides

aminés importants pour la liaison au récepteur ainsi que les sites de coupure.

C. Incorporation d’acides aminés fluorés

L’incorporation d’acides aminés fluorés (Figure 11) est également une méthode de

stabilisation des peptides qui permet de protéger le peptide de la reconnaissance
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enzymatique303L.32, La compatibilité de ces acides aminés avec le maintien de l'activité
biologique et de la structuration naturelles des macromolécules a été montrée33. Pour le
peptide GLP-1 présentant une stabilité de quelques minutes dans le plasma humain,
I'introduction d’'une hexafluoroleucine en position 8 et 9 a permis de s’affranchir
totalement de la coupure du peptide par I'enzyme DPP IV jusqu’a 24 h34. Ainsi
I'introduction d’'un acide aminé fluoré dans la séquence d'un peptide peut permettre de

protéger le peptide vis-a-vis d’enzymes efficacement.

d. Renforcement des extrémités du peptide

Les extrémités N-terminale et C-terminale des peptides sont sujettes a des dégradations
par les exopeptidases (aminopeptidases ou carboxypeptidases). En effet, ces enzymes
reconnaissent les extrémités et clivent le peptide le rendant inactif. L'une des approches
pour augmenter la stabilité plasmatique des peptides est donc la protection de ces

extrémités2425. Pour cela différentes stratégies existent (Figure 10).

Amidation

c‘-.~ H 1 ‘I
' HZN‘;J\[r ‘RLOH','
Acylaton 7| O Rn 777

Alkylation L Jn

Glycosylation
Pyroglutamate

Figure 10 : Protections des extrémités du peptide.

Différentes fonctionnalisations peuvent étre effectuées sur 'amine de l'extrémité C-
terminale telles que les acylations3s, les alkylations36 et l'introduction d'un glucoside3”
ou d'un pyroglutamate3s. Pour la partie C-terminale, 'amidation est la protection la plus
courante qui permet de limiter les détections par les enzymes. Par exemple, le peptide
MART-127-35, peptide épitope des lymphocytes T cytotoxiques impliqués dans des
processus cancéreux, a pu étre stabilisé par acétylation de 'amine en N-terminale. Son
temps de demi vie de 22 secondes dans le plasma humain a pu étre amélioré a plus de
20 h39. Ainsi des protections ont été développées afin de limiter la dégradation des

extrémités des peptides par le systeme enzymatique.

e. Azapeptides
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La modification du squelette peptidique est une autre stratégie utilisée pour augmenter
la stabilité plasmatique des peptides. 40, 41, 42 En effet, si les chaines latérales des acides
aminés représentent le principal type de reconnaissance enzymatique, les liaisons
peptidiques sont également reconnues, notamment par les endopeptidases. Ainsi, les
peptides présentant une modification du squelette peptidique, appelés pseudopeptides,
présentent une protection vis-a-vis de la dégradation enzymatique. Les azapeptides sont
des pseudopeptides présentant un azote en remplacement de 'amine alpha des peptides

naturels (Figure 11).

Peptide Azapeptide

j\ﬁ‘ i j\B H
LN NN,
% Y —= % T

Carbone alpha Azote

Remplacement du carbone par un azote

Figure 11 : Structure d’un peptide et d’'un azapeptide.

Ces azapeptides développés afin de s’affranchir des problemes de protéolyse
enzymatique43 ont montré un réel potentiel thérapeutique44. Par exemple, le peptide
Akt-01, inhibiteur de la protéine AKT impliquée dans la régulation du cycle cellulaire, a
pu étre stabilisé par la modification de son squelette carboné. Le peptide natif est
dégradé totalement dans le plasma humain des 6 h alors que les azapeptides dérivés du
peptide Akt-01 présentent une dégradation totale apres 12 h. De plus, I'azapeptide
gosereline, une hormone de la famille des LH-RH (Luteinizing Hormone - Releasing
Hormone), est aujourd’hui utilisé pour traiter les cancers de la prostate et du sein4s. Cela

met en avant la biocompatibilité de ces pseudopeptides développés.

f. Peptoides

Les peptoides sont des pseudopeptides au sein desquels les chaines latérales des acides
aminés ne sont plus portées par le carbone alpha mais par I'azote de 'amine alpha

(Figure 12).
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Peptide Peptoide
R

QO Ry j\ !
‘z“/u\N* \n/N}; — ‘z'z é/\n/ s’:

H o O

Modification de ’'emplacement de la chaine latérale

Figure 12 : Structure d’un peptide et d’un peptoide.

Les peptoides, ont été développés par I'équipe de Marlowe, en 1992, pour faciliter la
découverte de nouveaux agents thérapeutiques*s. Cette structure originale confére une
stabilité enzymatique a la molécule car le lien amide N-substitué n’est pas reconnu par
le site de clivage des enzymes naturelles. Ainsi la stabilité plasmatique des peptoides est
augmentée en comparaison avec le dérivé peptidique. Par exemple un peptide
antimicrobien a été modifié afin d’obtenir un hybride peptide/peptoide (Figure 13-A) et

un peptoide (Figure 13-B)

A NH, B NH, ﬁ

”“N\;j\N N\)oLN N\/IOLN N\)OLNH, ;; I N\)\N I N\)LN/WJN\)LN/\EN\)LNHZ
S I > 5 g

(( b NH; NH, NH,

NH,
Figure 13 : structure de 'hybride peptide/peptoide (A) et du peptoide (B) antimicrobiens?’.

Le temps de demi-vie du composé hybride A dans le plasma isolé de chien est de 28,9
min alors que celui de peptoide B est supérieur a 120 min. Ainsi le passage d’'un
composé hybride a un peptoide permet une augmentation de la stabilité plasmatique
d’un facteur supérieure a 4. De plus, la stabilité microsomale de ces deux composés a été
mesurée. Cette étude a montré que 77% du composé A était retrouvé apres 1 h
d’incubation dans des microsomes de chien et humains. Pour le composé B, 100% de
peptoide a pu étre retrouvé dans les mémes conditions. En plus de 'augmentation de la
stabilité métabolique, cette liaison amide modifié permet d’obtenir de meilleures
propriétés ADME (Absorption, Distribution, Métabolisation, Elimination)4’. De
nombreux peptoides ont été synthétisés a ce jour avec des applications dans des

domaines thérapeutiques variées telles que les maladies neurodégénératives ou encore
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I'obesité484950. Le développement de cette catégorie de pseudopeptide est donc

prometteuse dans le domaine pharmaceutiques.>%53,
g. Hybride oligourée
L’'une des méthodes de modifications du squelette carboné récemment mise en avant est

la présence de motifs urées en remplacement de la liaison amide classique (Figure 14).

Des résidus oligourées ont ainsi été développés.

Peptide Oligourée

Q Ry H H H
e N N _N__N
e

Figure 14 : Structure d’un peptide et d’un peptide-oligourée.

Ces résidus non naturels permettent de rendre le peptide-oligourée stable vis a vis de la
dégradation enzymatique. Par exemple, le peptide GLP-1 dont la stabilité plasmatique
est de quelques minutes dans le plasma de souris a pu étre stabilisé par cette technique.
En effet, le remplacement des trois résidus C-terminaux du peptide (positions 29 a 31) a
permis d’augmenter la stabilité plasmatique du dérivés hybride oligourée a plus de 60
minutes54. Cette méthode de stabilisation, qui de plus ne nécessite pas une modification
compléte de tous les résidus peptidiques semble prometteuse. Ces oligourées ont

notamment pu mettre en avant des propriétés de stabilisation des hélices alpha.

2. Renforcement de la structure secondaire des peptides

Plusieurs méthodes permettent de stabiliser les peptides tels que les techniques de
cyclisations et de stabilisations d’'une hélice alpha. En effet, cela permet de limiter I'acces
des enzymes aux sites de reconnaissance puisque le peptide modifié est contraint5556.
Ces deux techniques permettent donc de structurer le peptide différemment afin

d’éviter la reconnaissance enzymatique et ainsi augmenter la stabilité plasmatique.

a. Cyclisations des peptides
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Différentes stratégies pour cycliser les peptides sont décrites a ce jour5é. Selon les
fonctions chimiques présentes sur les chaines latérales des acides aminés et la nature
des extrémités du peptide, plusieurs types de cyclisations sont envisageables (Figure

15).

e N\ = ere——
H2N COzH w ) |
’cgg.} 2 HO2C 2a00ee >

2 44 ) Cﬂ .j
R1@ . > <) O/N R‘@
| 4 - \ H J
Side chain-to-side chain Y

Side chain-to-tail

R! P R?
® CN uj
H

o)

R2 ; " NH,
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Head-to-side chain Head-to-tail

Figure 15 : Différentes stratégies de cyclisation des peptides (Bio-Synthesis).

La cyclisation entre les extrémités du peptide implique la formation d'un amide. Celui-ci
permet de protéger le peptide de la coupure enzymatique par les exopeptidases
reconnaissant les extrémités des peptides. La cyclisation entre deux chaines latérales
d’acides aminés naturels s’effectue généralement par formation d’'un pont disulfure
entre deux résidus cystéines ou par formation d’'un pont lactame entre une lysine et un
acide aspartique ou glutamique. Par exemple dans le cas du peptide Lcfl de séquence
RRWQWR, la cyclisation entre les extrémités du peptide a permis de passer d'une
stabilité de 30 min dans du plasma humain isolé a plus de 24 h57.58 Il est également
possible d’introduire des acides aminés non naturels afin de cycliser le peptide a des

positions particulieres et ainsi induire une stabilisation conformationnelle.

b. Stabilisation en hélice alpha

Différentes stratégies pour structurer les peptides en hélice-a existent. L'insertion
d’acides aminés permettant d’induire des liaisons hydrogéne ou encore des techniques
de cyclisations basées sur l'introduction d’acides aminés non naturels en font partie. Des
études structurales d’hélices alpha ont mis en avant l'importance de stabiliser les
résidus situés en positions i, i+3; i, i+4 ou i, i+7. Ainsi, il est possible de structurer le
peptide en hélice-a en mimant ces liaisons hydrogenes>9. Différents types de liaison

peuvent étre utilisées telles que les lactames®?, les triazoles6!, les groupements
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biphénylesé2 ou encore les agrafes hydrocarbonéesS6. Cette derniere repose sur
l'utilisation d’acides aminés portant un alcene sur la chalne latérale permettant de

former des oléfines par une réaction de métathese d’oléfine (Figure 16).

P(Cy)s
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Figure 16 : Formation d’une agrafe hydrocarbonée (et résidus non naturels impliqués) pour
stabiliser une hélice alpha®3.

Ces agrafes permettent d’'une part d’augmenter la stabilité plasmatique des peptides et
d’autre part leur perméabilité membranaire. De par ces propriétés, les peptides agrafés
présentent un vrai intérét dans le domaine médical et plus précisément dans le ciblage
de molécules intracellulaires comme en oncologie. Par exemple le peptide BID BH3,
impliqué dans les voies d’activation de 'apoptose, présentait une demi-vie dans le
sérum de 3 h. Sa modification par une agrafe i, i+4 a permis d’augmenter sa stabilité
jusqu’a 29 hé4. De plus, un autre peptide ALRN 6924, développé par le laboratoire du Pr.
Verdine, est actuellement en phase 2a clinique dans le cadre du développement d’'un
traitement pour les tumeurs solides et des lymphomes (NCT02264613). Cela met en

avant la biocompatibilité des techniques de stabilisation des structures secondaires.

3. Introduction de groupements permettant de masquer le peptide du

systeme enzymatique
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L’introduction de groupements polymériques tels que les polysaccharides ainsi que la
liaison covalente ou non a I'albumine sont des méthodes trés utilisées dans le domaine
de la stabilisation des peptidesés. En effet, ces techniques permettent de masquer le

peptide du systéme enzymatique et ainsi augmenter leur stabilité plasmatique.

a. Introduction d’une chaine polymérique

L’introduction d'une chaine polymérique sur un peptide permet d’avoir un groupement
induisant un encombrement stérique qui va masquer le peptide du systéme
enzymatique de 'organisme. Cela permet donc de diminuer efficacement la dégradation
des peptides par les enzymes. De plus, 'augmentation du poids moléculaire du peptide
natif par cette méthode entraine une limitation de la filtration rénale, responsable du

faible temps de demi-vie pour certains peptides.

i) Introduction d’un polyéthylene glycol (PEG)

Les chaines PEG sont généralement conjuguées directement sur la séquence du peptide
en partie N-terminale ou en utilisant les groupements nucléophiles des chalnes latérales
tels que la fonction amine € de la lysine ou la fonction thiol d’'une cystéine¢s. Afin de
conserver l'entiére activité thérapeutique du peptide, le site d’introduction des chaines
PEG sur le peptide et leurs -caractéristiques (longueur, structure chimique,
embranchement) doivent étre précisément étudiés. Ainsi, 'encombrement stérique
induit, permet de pallier la faible stabilité dans 'organisme des peptides (Figure 17). Par
exemple, I'endostatine, un peptide anti-fibrotique, est éliminé chez le rat en 3,9 h.
L’'introduction d’'un PEG 2000 a permis de stabiliser ce peptide et d’augmenter son
temps de résidence dans l'organisme d’'un facteur 15 (élimination aprés 60 h)é7. Ainsi

cette méthode est tres efficace pour limiter la dégradation des peptides.
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Figure 17 : Principe de I'augmentation de la stabilité des peptides par introduction de groupements
PEG®8.

En plus des éléments précédemment cités, la présence des PEG permet d’augmenter
I'hydrophilie des peptides induisant ainsi une augmentation de la solubilité. Enfin, des
peptides stabilisés par cette stratégie sont sur le marché tels que les interferon-a2b 69 et

inesatide pégylés?o.

ii) Introduction de polysaccharides

L’autre méthode basée sur l'utilisation de polymeres pour augmenter la stabilité
métabolique des peptides est l'introduction de polysaccharidesss. Cette méthode a été
inspirée par la nature puisque 50% des protéines naturellement synthétisées dans
l'organisme présentent cette modification post-traductionnelle. Celle-ci permet
notamment d’augmenter la stabilité en protégeant le peptide de sites de coupures
enzymatiquessS. Différents polysaccharides peuvent étre introduits tels que le dextran,
I'amidon d’hydroxyéthyle, les acides polysialiques ou encore l'acide hyaluronique

(Figure 18).
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Figure 18 : Polysaccharides classiquement utilisés pour la stabilisation de peptides et protéines®-.

Le mécanisme de protection des peptides par introduction d’'un polysaaccharide est
similaire a la chaine pégylée. En effet, 'augmentation du rayon hydrodynamique confére
une protection du peptide vis-a-vis du systéme enzymatique mais également une
diminution de la clairance rénale. Par exemple, la protéine EFG (Epidermal Growth
Factor), notamment impliquée dans la régénération cutanée, conjuguée a du dextran a
permis d’obtenir une activité prolifératrice maximale a 5 jours apres incubation avec des
cellules Hep2 (cellules de carcinome). Sans le polysaccharide, le composé EGF a montré
une activité maximale a 3 jours. De par leur origine naturelle, la majorité de ces dérivés

de polysaccharides sont entierement biocompatibles et métabolisées dans I'organisme.

b. Introduction de motifs se liant a I'albumine

La liaison a l'albumine est une stratégie de stabilisation également utilisée pour
augmenter la stabilité des peptides. Cette stratégie permet de se lier covalemment ou
non a I'albumine. Cette derniere est une protéine de 66 kDa, la plus abondante dans le
sang. Elle représente plus de 50% des protéines plasmatiques et, de par son poids
moléculaire, permet de masquer les molécules et macromolécules des éléments du
plasma qui peuvent les dégrader. Son temps de demi-vie plasmatique, de I'ordre de 19
jours chez 'Homme, lui confere la capacité de protéger les composés se liant a elle pour
plusieurs heures voire plusieurs jours. Elle présente donc les avantages d'un poids
moléculaire important, une abondance plasmatique ainsi qu’une élimination lente de la
circulation sanguine. Tous ces aspects en font une cible de choix pour véhiculer des

agents thérapeutiques qui présentent une faible stabilité plasmatique. Les acides gras
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notamment présentent différents sites de liaison a la HSA (FA1 a FA7). De plus, de
nombreux composés actuellement sur le marché se lient a différentes poches de

I'albumine (Figure 19).

IB
FA5 $ %, domain |
\ FA2
domain Il
A IA
. Sudlow site |
Sudlow site Il and FA7
FA3 and FA4

domain Il

Figure 19 : Représentation tridimensionnelle de I'albumine humaine et mise en évidence des
différents sous unités et sites de liaison aux médicaments’?.

Cela met en avant l'aspect prometteur de cette méthode. C’est pourquoi, plusieurs
stratégies de liaison des peptides a I'albumine ont été développées en se basant, soit sur
une liaison covalente du peptide a la protéine, soit sur une liaison hydrophobe

réversible qui s’effectue in vivo.

i) Liaison covalente a ’albumine

La liaison covalente entre un composé et 'albumine fait intervenir l'unique résidu
cystéine de I'albumine sérique humaine. Cette liaison est dépendante de la nucléophilie
de la cystéine. Il est donc nécessaire d’introduire un groupement réactif adéquat sur le
peptide. Pour cela, une fonction maléimide est généralement introduite dans la
séquence du peptide. Une addition de Michael permet ensuite de lier le peptide a

I'albumine de maniére covalente?2 (Figure 20).
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Figure 20 : Liaison covalente d’un composé actif a I'albumine”2.

Tout comme précédemment, la géne stérique induite par la taille de I'albumine permet
de masquer le peptide de la dégradation enzymatique et une diminution de la clairance
rénales. Par exemple, le peptide conjugué a la HSA PC-1505, inhibiteur de I'entrée du
virus VIH dans les cellules hotes, a atteint un temps de demi-vie plasmatique in vivo chez
le rat supérieur a 24 h. En revanche, le peptide non conjugué a l'albumine (C 34)
présente un temps de demi-vie de quelques minutes?3. Un autre peptide conjugué
covalemment avec l'albumine humaine est I'albiglutide, commercialisé comme
antidiabétique pour les diabétiques de type 2 en traitement hebdomadaire. Le temps de
demi-vie plasmatique chez 'Homme de ce composé est de 5 jours?4 alors que ses
analogues présentent une temps de demi-vie de plusieurs heures. Ainsi cette méthode

de stabilisation permet de grandement améliorer la stabilité plasmatique des peptides.

ii) Liaison non covalente a I’'albumine

Si des petites molécules sont décrites pour se lier a 'albumine et permettre la liaison
non covalente des composés bioactifs a celle-ci’175, la méthode principale consiste en
I'introduction d’une chaine lipidée dans la séquence du peptide. La lipidation des
peptides et des protéines est une modification post-traductionnelle courante. De plus,
des études structurales de 1'albumine ont mis en avant 7 sites de liaison aux acides
gras’6. C'est pourquoi, 'augmentation de la stabilité plasmatique des peptides et

protéines par introduction d’'une chaine lipidée a été développée (Figure 21).

Figure 21 : Liaison non covalente des peptides a I'albumine’s.
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Cette stratégie a permis par exemple au peptides GLP-1 de voir son temps de demi-vie
plasmatique chez I'Homme augmenter de quelques secondes a 13 h avec le
développement du liraglutide (Figure 22) 77. Ce peptide lipidé, actuellement sur le

marché, est prescrit comme traitement du diabete de type 2 en injection quotidienne.

Figure 22 : Structure du liraglutide.

Ainsi, la liaison non covalente a l'albumine est une stratégie trés efficace pour

I'extension du temps de demi-vie plasmatique de peptides.

C. Limitation des stratégies de stabilisation actuelles

Comme indiqué précédemment, les techniques de stabilisations développées a ce jour
sont nombreuses et variées. Ces techniques isolées ou en combinaison les unes avec les
autres permettent d’augmenter efficacement la stabilité plasmatique des peptides.
Cependant, ces techniques peuvent étre colteuses et fastidieuses notamment par les
études de relations structure-activité poussées qu'il est nécessaire d’effectuer pour leur
réussite (Figure 23). En effet, les modifications d’acides aminés et du squelette
peptidique nécessitent de nombreuses étapes telles que des Ala-scans et des D-scans
afin d’identifier les résidus essentiels a la liaison des peptides avec leur récepteur. Il est
ensuite nécessaire d’identifier puis de substituer les résidus sensibles a une dégradation
chimique en enzymatique tout en évaluant l'activité fonctionnelle du peptide modifié
par des études de relations structure-activité. En effet, ces modifications peuvent

entrainer une perte importante de I'activité biologique.
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Figure 23 : Stratégie de développement classique pour la conception de peptides thérapeutiques’s.

Ces mémes étapes sont nécessaires pour les modifications de structures peptidiques
telles que les cyclisations par ponts lactames ou suite a l'introduction d’acides aminés

non naturels (peptide agrafés).

Dans le cas de l'introduction d’'une chaine polymérique ou lipidique, les longues étapes
décrites précédemment ne sont pas réalisées. Ces stratégies sont donc beaucoup moins
coliteuses et chronophages que les précédentes. Des études de relations structure-
activité (RSA) sont toutefois nécessaires, afin de vérifier 'activité du peptide modifié,
mais elles restent moins poussées que précédemment. Cependant certaines réserves ont
été émises concernant ces méthodes indiquant que celles-ci présentent également des
limitations. Notamment le développement chez 'Homme d’anticorps anti-PEG a été mis
en avant’980, Cela montre donc que la pegylation induit a long terme de
I'immunogénicité chez I'Homme8l. De plus, si la lipidation est un moyen efficace
d’augmenter la stabilité plasmatique des peptides, les lipo-peptides antimicrobiens ont

montré une forte cytotoxicités? et une activité hémolytique importantess.

Ainsi, bien que des techniques de stabilisations plasmatiques des peptides efficaces
existent, elles peuvent montrer des limitations et une potentielle toxicité. L’objectif de
cette thése est donc de développer un outil de stabilisation peptidique alternatif a ceux

existants.
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OBJECTIFS DES TRAVAUX DE THESE

L’objectif général de ma these est de développer une stratégie de stabilisation des

peptides biologiquement actifs, complémentaire et alternative de celles préexistantes.

La stratégie de stabilisation précédemment développée au laboratoire repose sur
I'introduction d’'une chaine fluorocarbonée de formule CF3(CF2)7(CH2)2CO- (chaine F8)
en partie N-Terminale de peptides biologiquement actifs. La preuve de concept de cette
stratégie de stabilisation, appelée FluoroPep, a été effectuée sur un peptide modele du
laboratoire : I'apéline-17. Ce peptide a un temps de demi-vie de quelques minutes dans
le plasma humain. L’apéline stabilisé par la chaine F8, F8-apéline, a permis d’atteindre

une stabilité in vitro de plus de 24h.

Le premier objectif de ma thése porte sur la compréhension de la stabilisation de la F8-
apéline par l'utilisation de différentes méthodes de biophysiques. L’augmentation de la
stabilité accrue de I'apéline par l'utilisation de la méthode FluoroPep rend cette derniere
trés prometteuse. Néanmoins elle n’a jamais été étudiée auparavant et toute sa
caractérisation reste a effectuer. Cette étude doit permettre de développer une fluoro-
apéline active, stable, spécifique et biocompatible. Pour cela une étude de relation
structure-activité autour de la chaine fluorocarbonée sera réalisée. Cela permettra
également de mieux comprendre quel est le role de la chaine F8 dans la stabilisation
observée. D’autre part, la chaine F8 utilisée pour développer cette stratégie de
stabilisation est déja utilisée a I'échelle industrielle dans le domaine agro-alimentaire.
Afin de s’affranchir des problemes de bioaccumulation associés a 'utilisation de cette
chaine dans industrie, nous avons décidé de développer une fluoro-apéline

biocompatible.

Le deuxieme objectif de ma these est I'extension du concept FluoroPep a un autre
peptide d’intérét thérapeutique: la spexine. Ce peptide impliqué dans les voies de
régulation de la douleur présente des propriétés intrinséques trés différentes de

I'apéline. Cela mettrait en avant les multiples facettes de la stratégie FluoroPep.

Le troisiéme et dernier objectif de ma thése porte sur le développement d’une stratégie
de synthese des fluoropeptides en solution. La synthése de fluoropeptides sur support
solide se déroule sans soucis majeurs lorsque les peptides sont hydrophiles et

présentent une séquence courte. Des lors que des séquences difficiles (interactions
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hydrophobes ou aromatiques) sont envisagées, les rendements de ces syntheses
diminuent fortement. Afin de s’affranchir de ces limitations, une approche de synthése
en solution basée sur lintroduction d'un tripeptide fluorocarboné (TPFc) sur des

peptides complétement déprotégés par bioconjugaison est envisagée.
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CHAPITRE 1 - CONCEPTION ET
DEVELOPPEMENT D’UNE FLUOROAPELINE
SPECIFIQUE, ACTIVE, STABLE ET
BIOCOMPATIBLE

A. Le systeme APJ/apeline et son intérét thérapeutique

1. Les récepteurs couplés aux protéines G

Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) représentent la famille de récepteurs la
plus vaste chez 'Homme?84 et a ce jour plus de 800 RCPG sont répertoriés dans le
génome humainss. Cette famille de récepteurs est caractérisée par la présence de sept
hélices transmembranaires reliées entre elles par trois boucles extracellulaires et trois
boucles intracellulaires8s. Ces récepteurs sont constitués d’'une unique chaine
polypeptidique possédant une partie extracellulaire (N-terminale). Ils sont capables de
lier des hormones et des petites molécules. Dans le cas de molécules agonistes, capables
d’activer le récepteur, cette interaction entraine une cascade de signalisations
intracellulaires menant a une réponse biologiquess. L’'une des avancées majeures qui a
permis de mieux comprendre la structuration et le fonctionnement des RCPG est
I'obtention de leurs structures cristallographiques®’. La premiere cristallisation d’un
RCPG a été celle de la rhodopsine bovine réalisée par I'équipe du Pr. Miyano en 200088 et
47 cristallisations ont été accomplies avec succes depuis®. Il existe 6 différentes classes
de RCPG, de A a F, qui permettent de les regrouper principalement selon deux critéres :
leur homologie de séquence et la nature de leur fonction physiologique®. Seules les trois

premieres classes sont présentes chez I'Homme.

Domaine extracellulaire

Domaine intracellulaire

Figure 24 : Structure générale des RCPG de classe A%1.
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La classe A (Figure 24) représente prés de 80% des RCPG découverts a ce jour et
possede trois régions distinctes: le domaine extracellulaire, transmembranaire et
intracellulaire!l. L'implication des RCPG dans des fonctions biologiques variées est

corrélée a une signalisation intracellulaire complexe (Figure 25).

Agoniste . RCPG

Activation de lavoie Activation de lavoie
dépendants de protéines G dépendants des arrestines

Y, 1 !

Rho PLC MEK AC Rho ERK
l ERK l ROCK
1P3 J cAMP
Cycle
cellulaire

Production PKA
Ca++

Figure 25 : Principales voies de signalisations des RCPG : les couplages aux protéines G et aux
protéines arrestines.

Ces signalisations sont activées par la liaison d'un agoniste au RCPG en partie
extracellulaire. Le bon fonctionnement de ces récepteurs est responsable des bonnes
liaisons neuronales, d'un fonctionnement correct des systemes sensoriels92 et des cycles
cellulaires?3. En revanche, leurs dérégulations sont responsables de nombreux
dysfonctionnements biologiques menant a des pathologies. Notamment, dans le cas de la
prolifération cellulaire anarchique responsable des cancers, ainsi que dans la
dérégulation des transmissions neuronales responsables des maladies
neurodégénératives. Afin de remédier a ces dérégulations, des antagonistes bloquant ces
voies de signalisations ont été développés. Ainsi, des ligands pouvant moduler la
réponse biologique associée a I'activation ou l'inactivation des RCPG (Figure 26) ont été

synthétisés.
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Figure 26 : Effets des agonistes, agonistes partiels et antagonistes (A) et effets d'une action
simultanée d’un agoniste et antagoniste (B) sur l'activation du RCPG.

Le dysfonctionnement des RCPG dans certaines pathologies peut donc étre corrigé par
I'action de ces ligands. Dans certains cas, seule I'activation d'une voie de signalisation
intracellulaire est responsable d’effets secondaires chez I'Homme. Dans ces cas précis, le
développement de ligands, appelé ligands biaisés, activant sélectivement une unique
voie de signalisation permet de s’affranchir des effets indésirables. Par exemple, dans le
cas de l'activation du RCPG p opioide par la morphine, l'effet analgésique est obtenu
suite a l'activation de la voie associée au recrutement des protéines G. Les effets
secondaires de ce médicament antidouleur, les nausées et les vomissements, sont eux
imputés aux couplages avec les protéines arrestines. Par exemple, l'oliceridine, un
ligand biaisé en développement clinique, permet I'activation de la voie des protéines G

sans activer le recrutement des protéines arrestines (Figure 27).

Opioide classique Opioide biaisé
Morphine ' Oliceridine
| R Récepteur
Extracellulaire | W opioide
Membrane
Intracellulaire :
Couplage aux 'Couplage aux! Couplage aux Couplage aux
Protéines G Arrestines | Protéines G Arrestines

Puissant Dépression respiratoire Puissant Dépres3veq respiratoire
anti-douleur et constipation anti-douleur et garfstipstion
Figure 27 : Ligand classique et biaisé du récepteur p opioide4.
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Ainsi, l'effet antidouleur est préservé avec une diminution majeure des effets
indésirables?4. En raison de ces implications dans les fonctions, pathologies et thérapies
diverses chez 'Homme, les RCPG sont la cible de pres de 35% des médicaments sur le
marché?. En effet, ces récepteurs sont déja connus pour étre impliqués dans de
nombreuses pathologies%. Leur étude a notamment mis en avant leur implication dans
des maladies multifactorielles telles que I'asthme??, les maladies rhumatologiques?8 ainsi
que les maladies cardiaques®. Parmi les 390 RCPG non olfactifs répertoriés dans le
génome humain, 15% sont la cible de médicaments actuellement sur le marché, 60%
possedent un ligand endogene connu mais pas encore de petites molécules et 25% ne
possedent ni ligand, ni fonction et sont appelés des RCPG orphelins. Il reste donc un
potentiel important pour l'industrie pharmaceutique mais également la recherche
académique pour découvrir des molécules capables de réguler l'activation des RCPG,

connus et orphelins.

2. Le récepteur AP]

Le récepteur AP] ou AGTRL1 (angiotensin receptor-like 1) découvert en 199310, est un
RCPG constitué de 380 acides aminés et fait partie des RCPG de classe A. L’identification
du peptide endogéne apeline en 1998 par I'équipe du Pr. Tatemotol0l a permis de
désorphaniser ce récepteur. Le récepteur AP] est largement exprimé au niveau du
systéme nerveux central, des tissus cardiaques, des vaisseaux sanguins ainsi que des
organes génitaux. Le role de ’AP] dans la régulation hydrique et les maladies cardiaques,
telles que les dysfonctions endothéliales!92 et l'insuffisance cardiaquel®3, a été tres
étudié. Dans ces domaines thérapeutiques, cela en fait une cible idéale pour le
développement de traitements104105106107 et plusieurs ligands agonistes de I’AP] sont
décrits. Ces agonistes sont de nature peptidique (isoformes du peptide apeline et le
peptide elabela) ou sont des petites molécules (E339-3D6, azelaprag , ML233). La
molécule E339-3D6, développée au sein du laboratoire, a été le premier agoniste non
peptidique décrit de ’APJ108. Cependant ses propriétés pharmacologiques ne permettent
qu'une activation partielle du récepteur sur la voie de signalisation couplée aux
protéines G (agoniste partiel). D’autres agonistes tels que les molécules ML 233 et
'azelaprag ont été développés. Ces structures, brevetées par Sanofi-Aventis10 et Amgen,
possedent des affinités pour le récepteur et des propriétés pharmacologiques moins
intéressantes que le peptide apelinel0?. En effet 'apeline est le seul peptide possédant
une constante de liaison au récepteur subnanomolairest1011l, De plus, elle est un
agoniste entier sur la voie des récepteurs couplés aux protéines G et du recrutement des

protéines arrestines.
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3. Le peptide apeline

Ce peptide endogeéne est produit dans les tissus cérébraux, digestifs et cardiaquesl!2
sous la forme de la préproapeline, un peptide de 77 acides aminés. Ce dernier est
ensuite hydrolysé dans 'organisme pour former une apeline de 55 résidus (apeline-55),
elle-méme conduisant a quatre isoformes actifs : 'apeline-36, I'apeline-17, I'apeline-13

et la pyr-apeline-13 (pyroglutamate-apeline-13)113 (Figure 28).

Préproapeline-77
MNLRLCVQALLLLWLSLTAVCGVPLMLPPDGTGLEEGSMRYLVKPRTSRTGPGAWQGGRRKFRRQRPRLSHKGPMPF
Proapeline-55
VPLMLPPDGTGLEEGSMRYLVKPRTSRTGPGAWQGGRRKFRRQRPRLSHKGPMPF

/ Apeline-36 \

LVKPRTSRTGPGAWQGGRRKFRRQRPRLSHKGPMPF
Apeline-17
KFRRQRPRLSHKGPMPF

Isoformes actifs de I'apeline
Pyr-apeline-13

Pyr-QRPRLSHKGPMPF
Apeline-13
QRPRLSHKGPMPF

o

Figure 28 : Maturation et isoformes actifs du peptide apeline.

L’apeline a des propriétés pharmacologiques intrinséques permettant d’agir notamment
sur la diurese et la contractilité cardiaque. L’effet sur la diurése passe par la voie des
protéines G (couplage Ga;)114115 alors que l'activation de la voie des protéines
arrestines!15 ($-arrestines-2) permet d’agir sur l'effet cardiovasculaire!16103 (Figure 29).
Parmi les isoformes pharmacologiquement actifs, I'apeline-17 et la pyr-apeline-13 sont
les deux formes majoritaires qui ont pu étre isolées dans le plasma de rat et de souris!17.
Ces deux agonistes entiers présentent des affinités (Ki) pour le récepteur APJ de 3.6 *
0,2 x 10-11 M pour I'apeline-17 et de 3.7 + 1,4 x 10-1°M pour le pyr-apeline-13. L’apeline-
17 présente donc de meilleures propriétés de liaison au récepteur que la pyr-apeline-13.
Concernant la capacité d’'inhibition de la production d’AMPc (ICso), 'apeline-17 (8,3 *
1,2 x 10-11 M) présente des propriétés meilleures que la pyr-apeline-13 (2,3 + 1,2 x 10-

10)118,
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Figure 29 : Signalisation du systéeme apeline/AP] impliqués dans la diurése et le systéeme
cardiovasculaire.

Des études structurales des isoformes de I'apeline ont mis en avant I'importance des 12
acides aminés en partie C-terminale du peptide apeline (notamment le motif RPRL et les
cing résidus terminaux en partie C-terminale) pour la liaison au récepteur. De plus, une
modification des résidus Arg2, Pro3, Leu5, Lys8, Prol0 et Metll de l'apeline-13
induisent une diminution ou une perte de la capacité d’internalisation du récepteur.
Ainsi, la modification de ces résidus entraine une perte de l'activité partielle ou totale du
peptide modifié!19. Le role majeur du peptide apeline dans la contractilité cardiaque et
I'hypertension artérielle a été mis en avant rapidement apres sa découvertel20. Leur

intérét dans différents domaines thérapeutiques a donc été étudié.

4. Le systeme AP]/apeline dans un contexte thérapeutique

Le systéme AP]/apeline a été longuement étudié depuis la désorphanisation du
récepteur AP]. Son implication dans différentes pathologies en fait un systeme
particuliérement intéressant d’un point de vue thérapeutiquel21.122123, Ajnsi, ce systeme
a été étudié dans les domaines de la régulation hydriquel24125, de I'axe
diabéte/obésité126127 et des maladies cardiovasculaires qui a été le plus largement

étudié128129,130.131(Figure 3).

Dans le cadre de la régulation hydrique, 'apeline est connue pour étre intimement reliée
au systeme de régulation de I'arginine vasopressine (AVP), une hormone antidiurétique
et vasoconstrictrice. Synthétisée puis libérée dans la circulation générale par

I'hypothalamus, 'AVP empéche la diurése!?4. Lorsque l'apeline est administrée, la
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libération de ’'AVP par les neurones de la neurohypophyse est fortement diminuée

(Figure 30).

Hypothalamus

Neurone AVP

Lapéline 17 ou K1 7F () injectée -
par voie centrale, en agissant sur (1]
ses récepteurs localisés sur les Apéline-R
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y VR
@ inhibe l'activité électrique
phasique des neurones Avp == \J7#

Infundibulum

\

Hypophyse Neuro

antérieure
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@ inhibe la sécrétion systémique
d'AVP (@), ce qui a pour — .

conséquence d'augmenter la diurése
AVP

dans la circulation sanguine

} Diurése aqueuse

Figure 30 : Implication de I'apeline dans le mécanisme de diurésel32,

Cela entraine ainsi une augmentation de la diurese. L’apeline a donc un effet diurétique

important médié par la régulation de la quantité d’AVP libérée dans le sang.

En plus de son implication dans le systeme de régulation hydrique, I'apeline joue un réle
important dans le domaine du diabéte et de I'obésité126. En effet, 'apeline présente un
effet dose-dépendant sur la prise de poids, l'insulinémie ou encore la sensibilité a
I'insuline (Figure 31).

Administration périphérique

d’apeline chez des souris
obeéses et insulino-résistantes Q ¥ Poids

\Q /

1 Adsorption de
glucose ‘»L Insulinémie

@

1 Sensibilité a
I'insuline

= Effetaigu: 200 pmol/kg
= Effet chronique : infusion pendant 14ja 1,5 umol/kg/j

Effet chronique : infusion pendant 14ja 0,1 pmol/kg/j

Figure 31 : Implication de I'apeline dans le diabéte et I'obésité126.
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Chez des rats obeses, a la dose de 1,5 pmol/kg/j en infusion, I'effet est porté sur la
sensibilité a I'insuline et 'absorption tissulaire du glucose présent dans la circulation.
Cependant, une administration chronique en infusion a des doses plus faibles de 0,1
umol/kg/j influe uniquement sur la sensibilité de 'animal a I'insuline. Ainsi, le réle de

I'apeline sur plusieurs facteurs impliqués dans le diabéte et 'obésité a été mis en avant.

Concernant le domaine cardiovasculaire, deux propriétés de 'apeline en font un bon
candidat thérapeutique : ses effets inotrope positif!33 et hypotenseur!3? (Figure 32). En
effet, 'apeline semble étre un puissant agent inotrope positif endogéne sur les tissus

cardiaques.

Hypotension
Augmentation de I'angiogenese
Apelin / o Vasodilatation
- \ Vasoconstriction (cellules endothéliales endommagées)
(apT) 4

Inotrope positif
Diminution du rythme cardiaque

Figure 32 : Implication du systéeme AP]/apeline dans le domaine cardiovasculaire.

Les ECso sur la contractilité cardiaque sur tissus humains pour I'apeline sont compris
entre 40 nM et 125 nM134. Ces concentrations nanomolaires montrent les capacités de
l'apeline a augmenter de maniere considérable la contractilité cardiaque a des
concentrations faibles. De plus, l'injection intraveineuse de l'apeline chez des rats
normotendus anesthésiés montre une diminution de la pression artérielle!35 (Figure

33).

M apelin-13 Ly
@ Hypotensive B\X
)

action ,a‘

APJ u
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J ”NO production

Figure 33 : Mécanisme de l'effet hypotenseur de I'apeline-1313¢,
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L’hypotension induite est imputée a la formation d’oxyde nitrique (NO) qui posséde un
effet vasodilatateur. Cette production de NO résulte de la liaison de I'apeline a son
récepteur, qui entraine I'activation de ce dernier et le recrutement de la f3-arrestine au
sein de la cellule. Ce recrutement induit lui-méme l'activation de l'enzyme oxyde
nitrique synthase (eNOS) qui produit du NO a partir de la L-arginine. Suite a la
découverte de ces propriétés prometteuses de I'apeline dans le domaine
cardiovasculaire, une comparaison des différentes formes actives de l'apeline a été
effectuée. En comparaison aux peptides et petites molécules agonistes de I’AP], 'apeline-
17 et la pyr-apeline-13 ont des effets hypotenseurs les plus intéressants. Cependant, la
pyr-apeline-13 est rapidement dégradée, notamment par une exopeptidase, 'Enzyme de
Conversion de I’Angiotensine 2 (ACE-2) qui coupe le peptide en partie C-terminale entre
le résidu Phel3 et Pro12137. Cette troncation du peptide formant ainsi la pyr-apeline-12
qui montre des propriétés hypotensives moins importantes que son précurseur pyr-
apeline-13. De plus, 'apeline-17 est un hypotenseur plus efficace que la pyr-apeline-13
chez les rats normotendus en raison de sa meilleure efficacité fonctionnelle!3?. Le
potentiel thérapeutique de I'apeline est donc majeur dans le domaine cardio-vasculaire.
Cependant, au vu de sa durée de vie inférieure a 10 minutes dans le plasma isolé138, il
serait intéressant de travailler sur le développement de formes stabilisées de 'apeline.
Celles-ci permettront de développer des outils pharmacologiques ou des agents

thérapeutiques dans les domaines cités préalablement.

5. Stratégies de stabilisation existantes de I'apeline

Le temps de demi-vie court des dérivés de I'apeline rend difficile leur utilisation en tant
que composé thérapeutique. Des stratégies de stabilisations ont donc été appliquées a
I'apeline afin d’augmenter son temps de demi-vie. Tout d’abord, des méthodes

d’'introduction d’acides aminés non naturels ont été entreprises.

Plusieurs acides aminés non naturels (norleucine (Nle), acide aminoisobutyrique (Aib),
aminoindane) ont été introduits dans la séquence de la pyr-apeline 13. Le peptide
présentant la stabilité la plus intéressante est le suivant: pGlu-RPRLSHKGP-Nle-
aminoindane-F. Aprés 1 h d'incubation dans le plasma de rat isolé, 27% de pyr-apeline-
13 a pu étre détecté contre 57% pour le peptide modifié. La stabilité plasmatique a donc
bien été augmentée. En revanche, cette modification entraine une perte des propriétés
pharmacologiques. En effet I'affinité pour le récepteur (ICso = 20 + 1,1 nM) est diminuée
en comparaison au peptide natif (ICso = 5,7 + 0,3 nM). De plus la capacité a recruter la -

arrestine 2 est fortement diminuée : ECso = 1204 = 208 nM pour le peptide modifié et
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ECso =91 + 17 nM pour I'apeline-13139. Ainsi I'introduction d’acides aminés non naturels

n’a pas permis de développer une apeline stabilisée et active.

De plus, des dérivés cycliques de 'apeline ont également été développés sur I'apeline-
13140, Par exemple, I'introduction de deux cystéines en positions 1 et 6 du peptide a
permis de cycliser le peptide par un pont disulfure (séquence : CRPRLCHKGPMPF). La
stabilité in vivo du dérivé cyclique de l'apeline chez le rat a pu étre déterminée a 17,4 +
0,40 min alors que le peptide natif présente un temps de demi-vie de 2,3 + 0,51 min.
Ainsi la cyclisation a permis d’augmenter la stabilité plasmatique de la pyr-apeline-13 in
vivo d'un facteur 8. Cependant, ce peptide cyclique ne possede pas la méme capacité a
recruter la f-arrestine que l'apeline-13. En effet le peptide cyclique présente une
capacité a recruter la f-arrestine 790 fois inférieure a la pyr-apeline-13. Ainsi la
cyclisation n’a pas permis d’obtenir une stabilité améliorée en combinaison avec le

maintien des propriétés pharmacologiques.

L’introduction d’'une chaine lipidée a également été évaluée pour augmenter la stabilité
plasmatique de I'apeline-13139. Par exemple, l'introduction d'une chaine palmitoyle
(palm) en position N-terminale de I'apeline 13 en combinaison avec un résidu Nle en
position 11 et un Aib en position 12 a été réalisé. La séquence du peptide résultant est
Palm-ERPRLCHKGP-Nle-Aib-F. Ce peptide modifié présente un temps de demi-vie dans
le plasma isolé de rat de 29 h et un temps de demi-vie plasmatique in vivo chez le rat de

. 139
22 min

(2,3 min pour le peptide natif). La capacité de ce peptide lipidé a mobiliser le
calcium intracellulaire est moindre (ECso = 21,6 + 4,6 nM) en comparaison avec la pyr-
apeline-13 (ECso = 2,3 £ 0,3 nM). Ainsi l'introduction d’un lipide sur l'apeline-13 a
permis d’augmenter significativement la stabilité plasmatique mais a nouveau, les

propriétés pharmacologiques ont été amoindries.

La méme chaine lipidée a également été introduite en partie N-terminale de I'apeline-17.
Cette modification en combinaison avec des acides aminés non naturels (Figure 34)
introduits en partie C-terminale (positions 15, 16 et 17) a permis d’obtenir une stabilité
plasmatique dans le plasma humain isolé de 4,5 h contre 1,2 min pour I'apeline-17 et 1,8

min pour le composé modifié en partie C-terminale sans la chaine lipidée.
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Figure 34 : Structure de l'apeline-17 modifiée en C-terminale par de résidus non naturels (violet) et
par une chaine palmitique en N-terminale (R)141.

Ainsi la présence de la chaine lipidée a augmenté le temps de demi-vie dans le plasma
isolé d’un facteur 150. De plus, ce composé présente une efficacité pour le récepteur AP]
(ECso = 2,6 = 0,8 nM) similaire a celui de 'apeline-17 (ECso = 1,9 + 1,0 nM)14L. Ainsi, dans
le cas de l'apeline-17, l'introduction d’une chaine lipidée en partie N-terminale du
peptide a permis d’augmenter la stabilité plasmatique de maniere importante mais

également de garder une affinité nanomolaire pour I'AP].

La derniere méthode de stabilisation de l'apeline qui a été décrite a ce jour est
I'introduction d’'un motif PEG. Dans le cas de I'apeline-13, un PEG4 a été introduit en
remplacement des résidus S6, H7 et K8 et une Nle a été introduite en position 11
(séquence : ERPRL-PEG4-P-Nle-PF). Un autre dérivé pegylé possédant un PEGs en
remplacement des résidus S6, H7, K8, G9, P10, M11 (séquence: ERPRL-PEG¢-PF)a
également été synthétisé13. Les dérivés possédant le motif PEG4 et PEGs ont été incubés
dans le plasma de rat et 25% et 32% respectivement de peptide restant ont pu étre
détectés apreés 2 h d’'incubation contre 6 % pour le peptide natif. Cependant une perte de
'affinité pour le récepteur AP]J a pu étre observé d'un facteur 80 pour le composé
portant le PEGs et 2400 pour le composé portant le PEGe!39. L'introduction d’'un
groupement PEG n’est donc pas la stratégie de choix pour l'obtention d’'une apeline-13

stable et active.

Un PEGe¢ a également été introduit en partie N-terminale du dérivé de l'apeline-17
modifié par des acides aminés non naturels en position 15, 16 et 17 (Figure 33, R =
PEGe). L’introduction de ce PEG a permis de passer a une stabilité plasmatique dans du
plasma humain isolé de 18 h contre 1,2 min pour l'apeline-17 et 1,8 min pour le
composé modifié en partie C-terminale sans le motif PEG. De plus, ce composé présente
une efficacité sur le récepteur APJ (ECso = 6,3 + 1,0 nM) comparable a celui de I'apeline-
17 (ECso = 1,9 + 1,0 nM)14L. Ainsi, dans le cas de 'apeline-17, I'introduction d'un PEG en
partie N-terminale du peptide a permis d’augmenter la stabilité plasmatique de maniére

importante mais également de garder une affinité nanomolaire pour I’AP].

54



Dans le cas de 'apeline-17, l'introduction d’'une chaine palmitoyle ou d’'un PEG permet
d’augmenter le temps de demi-vie plasmatique et de maintenir l'affinité pour le
récepteur. Cependant, ce résultat est également da a la partie modification de la partie
C-terminale. Au vu des limitations des stratégies de stabilisations existantes, nous avons
envisagé, au laboratoire, de développer une nouvelle stratégie alternative. Celle-ci est
basée sur lintroduction d’une chaine fluorocarbonée pour augmenter la stabilité

plasmatique et I'activité de I'apeline.

B. Conception, synthese et développement de fluoro-apelines

1. Contexte de I'étude

a. Utilisation du fluor dans le domaine médical

Le fluor est le neuvieme élément du tableau périodique et le premier de la famille des
halogénes. C’est un petit élément possédant un diameétre de seulement 1,47 A dont le
fort potentiel électroattracteur et la réactivité le rendent unique!42. Le fluor est un
élément tres utilisé en chimie médicinale et il est responsable de 'amélioration de
nombreuses propriétés des molécules organiques. Il permet notamment de moduler la
lipophilie et d’augmenter la stabilité métabolique, deux aspects clés des propriétés
ADME (adsorption, distribution, métabolisation et excrétion)!43. En conséquence de ces
améliorations, I'incorporation d'un ou plusieurs atomes de fluor dans la structure des
molécules en chimie médicinale est devenue commune. A ce jour, 30% des composés sur
le marché comportent au moins un fluort44. De plus, l'isotope radioactif du fluor-19, le
fluor-18, a une demi-vie de 109 minutes, ce qui rend son utilisation possible pour des
études de biodistribution et de pharmacocinétique. En effet, cette demi-vie relativement
longue permet d’imager les petites molécules ou macromolécules dans des modeles in

vivo et permet donc de faciliter 'accés a ces études145.146,

Si quelques atomes de fluor ont déja été intégrés au sein des molécules en chimie
médicinale, l'utilisation de composés perfluorés dans ce domaine reste plus rare. Des
composés perfluorés organiques (Figure 35) ont été utilisés dans le domaine médical
dans le cadre du développement de substituts sanguins et de transporteurs

d'oxygénel47,14—8,l49_
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Figure 35 : Structures des molécules perfluorées utilisées dans le développement de substituts
sanguins.

En effet, les propriétés tensioactives des molécules perfluorées leurs permettent de
s’organiser en émulsions et ainsi de dissoudre des gaz tels que I'oxygene ou le dioxyde
de carbone. Une présence dans l'organisme de plusieurs jours a été mise en évidence
pour ces composés perfluorés avec une excrétion efficace par les poumons, aprés une
prise en charge par le systeme réticulo-endothélial!50. L’injection chez 'Homme pour

des essais cliniques de ces substituts sanguins montre leur absence de toxicité51.

Le suivi cellulaire non invasif en oncologie par IRM du Fluor-19 est un autre domaine
dans lequel les molécules fluorées sont tres utiliséest52. Cette approche est basée sur
I'abondance faible du fluor dans les organes et les tissus. Des cellules dendritiques
prélevées chez des donneurs sains sont marquées par des nano-émulsions contenant
des molécules perfluorées (co-incubation en culture cellulaire)!53. Ces derniéres sont
ensuite administrées chez ’homme et le signal total du fluor par IRM permet de détecter
les tumeurs et ainsi d’utiliser ces nano-émulsions comme outils de diagnostic et de suivi
médicall54. Un essai clinique de phase 1 pour le traitement du cancer du sein est
actuellement en cours (NCT02035085) mettant en avant la compatibilité a nouveau des

molécules perfluorées chez 'Homme.

b. Utilisation de fluoro-peptides dans le domaine médical

Si l'utilisation de molécules fluorées est courante dans le domaine médical, I'utilisation
de chaines fluorocarbonées dans la séquence de peptides (fluoro-peptides) reste rare.
L’utilisation de fluoro-peptides a été reportée dans le domaine des vaccins. Ainsi, la
conjugaison d’'une chaine fluorocarbonée en partie N-terminale de peptides
immunogeénes a permis de développer une formulation vaccinale originale basée sur des
fluoro-peptides qui permet d’augmenter la réponse immunitaire des peptides natifs155.
Cette amélioration de I'immunogénicité des peptides est associée a la précipitation des
fluoro-peptides au niveau du site d’injection (formation d'un dépo6t). Cette précipitation
entraine une augmentation du temps de résidence des fluoro-peptides dans I'organisme,
une prise en charge facilitée par les cellules dendritiques et ainsi une réponse

immunitaire prolongée. Ce vaccin a été testé chez 'Homme dans le cadre d'un essai
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clinique confirmant donc la comptabilité de ces chaines avec une utilisation dans le
domaine médicall5é. De plus, la structure amphiphile de ces composés leur procure des
propriétés d’organisation qui pourraient étre un atout dans le développement de fluoro-
peptides thérapeutiques. En masquant le peptide du systeme de reconnaissance
enzymatique dans l'organisme, la dégradation pourrait ainsi étre retardée et la demi-vie

des peptides augmentée.

L’autre utilisation de fluoro-peptides a été décrite par Novo Nordisk. Des chaines
fluorocarbonées ont été introduites sur la Lys29 de la chaine B de I'insuline par couplage
peptidique (Figure 36). L’objectif de cette étude était d’évaluer l'influence de la présence

des chaines fluorocarbonées sur les propriétés d’assemblage de I'insuline.
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Figure 36 : Structures des fluoro-insulines.

Certaines fluoro-insulines ont montré des affinités pico-molaires pour le récepteur de
I'insuline (IR) mais d’autres ont montré une diminution de laffinité de 50% en
comparaison a l'insuline. Les peptides possédant les meilleures affinités sont ceux qui
possedent les chaines fluorocarbonées les plus longues (CgF17 et CoF19) démontrant que
l'affinité pour le récepteur peut étre maintenu aprés introduction de chaines
fluorocarbonées?!5’. Concernant les propriétés d’assemblage des monomeéres d’insuline,
seule la chaine la plus longue (CoF19) entraine une diminution de I'hélicité. De plus, une
augmentation de la taille des assemblages a été observée avec l'augmentation du
nombre de fluor de la chaine fluorocarbonée. Ainsi lintroduction de chaines
fluorocarbonées a permis d’accéder a de nouveaux types d’auto-assemblages de

I'insuline qui pourraient présenter des activités améliorées.
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Ainsi, les exemples d’utilisation de chaines fluorocarbonées dans le domaine des
peptides sont anecdotiques et le potentiel de ces chaines comme stabilisants
plasmatiques n’a été que tres peu étudié. Les chaines fluorocarbonées ont des propriétés
intrinseques originales: elles sont hydrophobes, oléophobes et biologiquement
inertes!58. Ainsi, au laboratoire, nous avons voulu mettre a profit ces propriétés
particuliéres et étudier I'influence de l'introduction d’'une chaine fluorocarbonée sur la
stabilité plasmatique et I'activité in vivo de peptides ciblant les RCPG. Nous avons choisi

dans un premier temps le peptide apeline-17 afin de valider la stratégie.

2. Résultats préliminaires (These du Dr. Lucie Esteoulle)

a. Principe de la stabilisation plasmatique de l’apeline-17 par

I'introduction d’une chaine fluorocarbonée

i) Conception et synthése de la F8-apeline

La stratégie de stabilisation des peptides développée au laboratoire consiste a
introduire une chaine fluorocarbonée a I'extrémité d'un peptide afin de contraindre le
fluoro-peptide résultant a s’organiser en micelles ou agrégats. Cette organisation doit
conduire a la protection du peptide vis-a-vis d’'une dégradation enzymatique dans

I'organisme (Figure 37).

fluorocarbonée
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Monomére Micelles ou agrégats Fluoro-peptide en interaction
avec son GPCR

Figure 37 : Stratégie de stabilisation des peptides ligands de RCPG par introduction d’une chaine
fluorocarbonée.

Les études des interactions du peptide apeline avec son récepteur ont montré que la
partie C-terminale du peptide, et plus particulierement la phénylalanine en position 17,
était primordiale pour l'activation du récepteur et des voies de signalisations qui en
découlent!59160161 (C’est pourquoi, l'introduction de la chaine fluorocarbonée acide
heptadécafluoro-undécanoique (chaine F8) a été effectuée en partie N-terminale du

peptide apeline-17 (Figure 38).
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Figure 38 : Structure de 'apeline et de la F8-apeline.

Les peptides F8-apeline et apeline ont été synthétisés sur support solide afin d’évaluer

et de comparer leurs propriétés physico-chimiques et pharmacologiques.

ii) Synthese de 'apeline et de la F8-apeline

La premiére synthese chimique des peptides en solution a été reportée en 1901 par
Fischer et Fourneaul62. Néanmoins, c’est 'essor de la synthese peptidique sur support
solide (ou Solid Phase Peptide Synthesis, SPPS), développée au début des années 1960
par Robert Bruce Merrifield et qui lui a valu le Prix Nobel de Chimie en 1984, qui a été
un réel tournant!63. En effet, la SPPS a permis d’accéder a des syntheses rapides en
évitant toute étape de purification intermédiaire et la formation de sous-produits
limitée. Il est ainsi devenu possible d’accéder rapidement a des séquences peptidiques
longues et complexes. Deux stratégies de protections orthogonales peuvent étre
utilisées en SPPS (Fmoc/tBu, Boc/Bz) mais la plus répandue a ce jour est la stratégie
Fmoc/tBu. Elle permet de protéger 'amine de 'acide aminé par un groupement Fmoc et
de protéger les chaines latérales réactives des résidus par un groupement labile en

milieu acide (tel que le t-Bu) (Schéma 1).

Les résines utilisées en SPPS sont formées de polystyrene, de polyéthylene glycol (PEG)
ou de polyamides. L’'espaceur entre ce cceur polymérique et la fonction permettant
I'élongation du peptide peut différer. Les résines polystyrénes sont classiquement
utilisées comme support solide en SPPS alors que les résines a base de PEG sont
principalement utilisées pour les peptides longs et hydrophobes. Plusieurs types de
linkers ont été développés depuis l'essor de la SPPS donnant accés a la synthese de
peptide possédant des fonctions acide carboxylique, carboxamide, ester, alcool ou

encore thioester a I'extrémité C-terminale du peptide164165,

59



~tBu

o Ry
Qr iy o e
0" N ésine
Gro;lliirgenl H o

Deprotection de I'amine \

~tBu
Ri

-tBu
)OL )R;TAchvé
Couplage peptidique O N o

~Bu
¥ w975
. ° N\)LN)\‘TX\O
Y TR T
O PR,

Deprotection et couplages succéssifs ‘ \

X =0ouNH

Schéma 1 : Principe de synthése des peptides sur support solide en stratégie Fmoc/tBu.

L’autre élément essentiel en synthese peptidique est le choix de I'activateur de I'acide
aminé a introduire sur le peptide au cours de I’élongation. Au cours des années, de
nombreux activateurs de fonctions carboxyliques pour la synthése peptidique ont été
développéslss. Parmi ceux-ci, cinq grandes familles d’activateurs sont décrites (Figure

39).

Carbodiimides Sels d’aminium Sels de phosphonium
N N N,
RZ\N’/C// "Ry LN ©: N
XN N
R R 0
0 "Re
R 2 Rj
Ry
PhO ('P? R N*N
|
Sph HSJLN/)\RZ
Dérivés organophosphorés Triazines

Figure 39 : Structure générale des familles principales d’agents de couplages peptidiques.

Ainsi, la synthése de 'apeline-17 (apeline) et de la fluoro-apeline-17 (F8-apeline) a été
réalisée sur support solide a partir d’'une résine fonctionnalisée par un linker de Wang,

selon une stratégie Fmoc/tBu (Schéma 2).
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Conditions et réactifs : (1.) pipéridine 20% / DMF ; (2.) CF3-(CF2)7(CH2)2COOH (3 éq.), HBTU (2,9 éq.), DIEA
(6 éq) / DMF; (3.) FC-COOH (2 éq.), HATU (1,9 éq.), DIEA (4 éq) / DMF; (4)
TFA/Phénol/Thioanisole/Ethanedithiol/H20 (90/3,75/2,5/1,25/2,5); (5) CLHP en phase inverse.

Schéma 2 : Schéma de synthése de I'apeline et de la F8-apeline sur support solide.

Les peptides ainsi synthétisés ont été purifiés par CLHP et lyophilisés. La stabilité
plasmatique et les propriétés pharmacologiques de ces deux peptides ont ensuite été

évaluées.

b. Caractérisation in vitro et in vivo de la F8-apeline

i) Caractérisation de la F8-apeline

Dans un premier temps, les stabilités plasmatiques de la F8-apeline (F8-ap) et de
I'apeline (Ap) dans du plasma humain ont été déterminées. Cette évaluation a montré
que l'apeline avait une stabilité plasmatique de sept minutes tandis que celle de la F8-
apeline a été évaluée a plus de 24 h. Ainsi, I'introduction de la chaine F8 a permis
d’augmenter drastiquement la stabilité plasmatique. Au vu de ce résultat tres

intéressant, l'influence de la présence de la chaine fluorocarbonée sur les propriétés
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pharmacologiques de I'apeline a été évaluée. Ainsi, l'affinité et l'activité fonctionnelle
(inhibition de la production d’APMc, recrutement de la f3-arrestine 2) de la F8-apeline

pour son récepteur ont été déterminées. (Tableau 2).

Affinité Recrutement de
Inhibition de
Peptide t1/2 (min)* récepteur AP] la f3-arrestine 2
I’AMPc Clso (nM)
Ki (nM) CEso (nM)
Ap 7,8+0,8 0,18+ 0,03 1,47 £ 0,56 94 + 27
F8-ap >1440 (80%™**) 0,24 +0,03 10,7+ 4,4 106 + 35

*plasma humain, 5 pM
**pourcentage de peptide restant dans le plasma a 24 h

Tableau 2 : Caractérisations pharmacologiques de l'apeline et de la F8-apeline.

La valeur de l'affinité de la F8-apeline pour le récepteur AP] est proche de celle de
I'apeline. Si les valeurs d’inhibition de la production d’AMPc et de recrutement de la f3-
arrestine different légérement entre la F8-apeline et I'apeline, elles restent de I'ordre du
nanomolaire. Ces résultats montrent donc des propriétés pharmacologiques de la F8-
apeline similaires a I'apeline et que la chaine fluorocarbonée a peu d'impact sur 'affinité
et la fonction du peptide. Suite a ces résultats intéressants, les propriétés pro-

inflammatoires des peptides ont été comparées.
ii) Etude des propriétés pro-inflammatoires

Des études des propriétés pro-inflammatoires du fluoropeptide ont été entreprises sur

des macrophages murins RAW 264,7 (Figure 40).

20000+

100004

300+

TNFalpha (pg.mL™)

1504

PBS Ap F8-ap LPS

Figure 40 : Evaluation du caracteére pro-inflammatoire de I'apeline et de la F8-apeline sur des
cellules RAW 264,7.
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Cette étude met en avant 'absence de propriété pro-inflammatoire de I'apeline et de la
F8-apeline. Ce dernier possede donc une affinité, une efficacité in cellulo et une absence
d’activité pro-inflammatoire comparable a l'apeline tout en ayant une stabilité
plasmatique considérablement augmentée. Afin de valider la stratégie développée,

I'activité hypotensive in vivo chez des rats normotendus a alors été évaluée.

iii) Evaluation de I'activité in vivo

L’évaluation in vivo de I'apeline et de la F8-apeline a été réalisée dans un modele de rats
vigiles normotendus par I'équipe du Dr. Catherine Llorens-Cortes, Collége de France.
L’essai consiste a mesurer l'effet des peptides sur la pression artérielle aprés une

administration intraveineuse de I'apeline et de la F8-apeline a différentes doses (Figure

41).
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= Apeline (400 nmol/kg)
" F8-apeline (15nnol/kg)

A MABP (mmHg)

-60 7

T T 1

0 10 20 30
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Figure 41 : Evaluation in vivo de la diminution de pression artérielle aprés administration de
I'apeline et de la F8-apeline dans un modeéle de rat normotendu.

Une diminution de la pression artérielle a pu étre mesurée pour 'apeline a une dose de
400 nmol/kg. Dans le cas de la F8-apeline, la dose de 15 nmol/kg a été suffisante pour
obtenir une diminution de la pression artérielle trois fois plus intense que celle obtenue
avec I'apeline a la dose de 400 nmol/kg. L’introduction de la chaine F8 a donc permis
d’une part d’augmenter la demi-vie plasmatique (de 7 min a plus de 24h) et d’autre part
d’améliorer considérablement l'effet hypotenseur du peptide d’un facteur 3 a une dose
26 fois inférieure (15 nmol/kg). Ces résultats permettent de valider lintérét
d’'introduire une chaine fluorocarbonée sur un peptide afin d’en augmenter sa stabilité

plasmatique et son efficacité in vivo. Ce concept a été nommé FluoroPep.
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En partant de ces résultats préliminaires prometteurs, nous avons essayé, dans un
premier temps, de comprendre si la présence de la chaine F8 permettait de protéger le
peptide de la coupure enzymatique par I'enzyme ACE-2. Ensuite nous avons voulu
comprendre quelle était I'influence de la longueur de la chaine fluorocarbonée sur la
stabilisation plasmatique. Nous avons ensuite travaillé sur la compréhension du
mécanisme de stabilisation des peptides par la méthode FluoroPep. Enfin, nous avons
évalué les propriétés in vivo de nos composés optimisés. Ces études doivent ainsi
permettre de concevoir et de développer une fluoro-apeline stable, active, spécifique et

biocompatible.

3. Etude de la dégradation enzymatique de la F8-apeline in vitro

Les sites de dégradation enzymatique in vitro et in vivo chez la souris ont été étudiés
pour l'apeline 13167.168, Cette étude a mis en avant plusieurs sites de coupure (Figure 42).
L’enzyme responsable de coupure entre les résidus 12 et 13 (rouge) est I'enzyme
Angiotensine Converting Enzyme-2 (ACE-2). La protéase responsable de la coupure
observée entre les résidus 4 et 5 et, 5 et 6 (bleu) est la neprilysine (NEP)16%. En revanche,

la protéase coupant le peptide entre les résidus 6 et 7 (vert) n’a pas été identifiée.

Pyr-apeline-13

-4NH HaN
HoN 0
2 HN-_\’\__//O )—li?
HN

O=(j4“ H o0 o\}_NH’K o HN"N,

NN { 'NH,J/O NH O '\Fo A om

i N '
S Q ol G SJ N HN—
\L OH T DY

HN. !

Coupure L5-56 Coupure S6-H’ Coupure P12-F13

Figure 42 : Sites de coupure enzymatiques de la pyr-apelin-13 par les enzymes ACE-2 (rouge) et NEP
(bleu).

Dans le cas de l'apeline-17, les coupures du peptide par les enzymes ACE-2 (rouge), NEP
(bleu) et Kallikrein (violet) respectivement entre les résidus 16 et 17, 8 et 9 ainsi que 9

et 10 et enfin 3 et 4 ont été décrites68141 (Figure 43).
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Figure 43 : Sites de coupure enzymatiques de I'apeline-17 par les enzymes ACE-2 (rouge), NEP
(bleu) et Kallikrein (violet).

L’enzyme ACE-2 est une exopeptidase présente in vivo uniquement. En effet, cette
protéase n’est pas circulante mais est attachée aux membranes cellulaires du coté
extracellulaire. Cette enzyme coupe la liaison amide entre la phénylalanine terminale
des isoformes de l'apeline et du résidu proline suivant. Afin de déterminer si
I'introduction de la chaine fluorocarbonée F8 permettait la protection de cette coupure
enzymatique, des études de dégradation en présence de 'enzyme ACE-2 de 'apeline et
de la F8-apeline ont été réalisées (Figure 44). Pour cela, les peptides ont été incubés en
présence de 'enzyme ACE-2 a 25 °C dans un tampon MES. La détection du signal des
deux peptides est effectuée par spectrométrie de masse et les composés sont quantifiés

par intégration des aires sous les courbes obtenues.
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Figure 44 : Evaluation de la stabilité enzymatique de I'apeline et de la F8-apeline en présence de
I'enzyme ACE-2.

Le signal de 'apeline et de la F8-apeline diminuent de maniére similaire sans BSA et en
présence d’ACE-2. En effet, les deux peptides sont dégradés en quelques secondes et

suivent une cinétique trés rapide. Cette étude indique donc que la présence de la chaine
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fluorocarbonée ne permet pas de protéger le fluoro-peptide de la dégradation par ACE-

2.

Nous avons alors cherché a savoir si la liaison a la BSA pouvait permettre de protéger la
F8-apeline de cette dégradation entre les deux résidus terminaux en partie C-terminale.
Le signal de I'apeline et de la F8-apeline en présence de BSA ne diminue pas avec le
temps jusqu’'a 24 h. Nous nous sommes alors demandés si la présence de la BSA
conduisait a une protection des deux peptides ou si elle n’inhibait pas tout simplement
l'activité d’ACE-2. Un peptide modeéle substrat de I'enzyme ACE-2 a alors été incubé en
présence ou non de BSA. Ce peptide modeéle (Figure 45) est un tétrapeptide hydrolysé en
quelques secondes par ACE-2 dans le tampon MES.

oy
NO,
OH
HsCO

Figure 45 : Structure du peptide Mca-Ala-Pro-Lys(Dnp)-OH substrat de I'enzyme ACE-2.

Ce peptide modele a été incubé avec ACE-2 en présence et en absence de BSA (Figure

46).
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Figure 46 : Evaluation de la stabilité enzymatique du peptide substrat de I'enzyme

Comme le montre la figure 45, le tétrapeptide substrat de l'enzyme ACE-2 est
effectivement dégradé en quelques secondes en absence de BSA. En revanche, en
présence de BSA, sa dégradation est beaucoup plus lente indiquant que la présence de

2% de BSA entraine une inhibition de I'activité de 'enzyme ACE-2.

66



Il semble donc que la présence de la chaine F8 sur la F8-apeline ne protege pas ce
dernier de la dégradation enzymatique de la partie C-terminale du peptide par ACE-2. 1l
était intéressant de vérifier ce résultat in vivo, I'enzyme ACE-2 n’étant pas présente dans

le plasma pour des essais in vitro.

4. Influence de la longueur et de la nature de la chaine fluorocarbonée sur

la stabilité plasmatique et la pharmacologie de I'apeline.

a. Contexte de I’étude

L’aspect prometteur et novateur de la méthode de stabilisation plasmatique FluoroPep a
été précédemment montré. La demi-vie plasmatique de plus de 24 h dans le plasma
humain de la F8-apeline a mis en avant I'intérét de cette méthode. Le premier objectif de
ma these est la compréhension du mécanisme de cette stabilisation, afin de développer
une fluoro-apeline active, stable, efficace et biocompatible. En effet, la chaine F8 utilisée
dans le cadre de la méthode FluoroPep fait partie de la famille des chaines
fluorocarbonées longues. De par ses propriétés intrinseques hydrophobes et
oléophobes, la chaine APFO de cette famille de composés (Tableau 2) est trés utilisée
dans l'industrie du textilel70 et agro-alimentairel’!. En effet, ce composé repousse I'eau
mais également les huiles. Cette combinaison est donc intéressante pour le traitement
des surfaces qui sont au contact des aliments. Cela inclut de nombreux objets tels que les
cartons contenant les aliments et les ustensiles de cuisinel72. Cette utilisation massive
des chaines fluorocarbonées a mené a une pollution de l'environnement!’3, et plus
précisément des eaux par celles-cil74175176177, En conséquence, des études de
bioaccumulation de cette chaine chez 'Homme ont été réalisées?’8. Celles-ci mettent en
évidence une absence de métabolisation de cette chaine dans l'organismel’? et une
accumulation de ces composés dans des organes tels que le foie, les organes digestifs et
les reins!80181182  D’autre part, une étude gouvernementale danoise (projet
environnemental 1707, 2015) a montré l'influence de la longueur de la chaine
fluorocarbonée dans ce phénomene de bioaccumulation. En effet, 'augmentation de
I'accumulation est corrélée a une augmentation de la longueur de la chaine. Cette étude
a également montré I'absence de bioaccumulation des chaines plus courtes que la chaine

acide perfluorooctanoique (APFO) (Tableau 3).
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Structure de la
Nom de la chaine Application
chaine

En industrie : dans le traitement de
Chaine APFO rF RFRFRF O

F OH surface
FFFFF FF F

En chimie thérapeutique : dans la
Chaine F8 rF RFRFRF O

F OH stabilisation de peptides
FFFFFFFF

Tableau 3 : Comparaison de la structure de la chaine bioaccumulée APFO et de la chaine F8 utilisée
dans le cadre de la stabilisation plasmatique de peptides.

Afin de s’affranchir de ces problémes de bioaccumulation potentiels de la chaine F8,
nous avons effectué des études de relations structure-activité dans le but de diminuer la
longueur de la chaine fluorocarbonée. La compréhension de la stabilisation de I'apeline
par introduction de la chaine fluorocarbonée F8 est également un axe important de cette

étude.

b. Synthése des dérivés fluoro-apelines

L’introduction de deux chaines fluorocarbonées plus courtes que la chaine F8 (acide
nonafluoroheptanoique (F4) ou acide perfluorononanoique (F6) a été évaluée
(composés 2 et 3 respectivement). Nous avons également envisagé l'incorporation de
ces 2 chaines sur le peptide via une lysine terminale pour former des composés en
forme de pince (Tableau 3, composés 5 et 7). Afin d’introduire a la fois de la solubilité et
flexibilité, un linker polyéthylene glycol (PEG) a été introduit entre la lysine et les

chaines fluorocarbonées (Tableau 3, composés 6 et 8).

Les fluoro-apelines ont été synthétisées sur support solide en utilisant la stratégie
décrite pour la F8-apeline. Les différentes chaines fluorocarbonées (composés 2 a 4) et
motifs fluorocarbonés sous forme de pince (composés 5 a 8) ont été introduites
manuellement apres obtention du peptide précurseur supporté Fmoc-apeline (Schéma
3). Ce peptide précurseur a lui-méme été synthétisé sur support solide assisté par
micro-ondes sur le synthétiseur CEM Liberty Blue. Pour les composés 5 a 8, une lysine
(Fmoc-Lys(Fmoc)-OH), protégée par un groupement Fmoc sur 'amine alpha et 'amine
de la chaine latérale, a été introduite. Un motif PEG; a ensuite été couplé pour les

composés 6 et 8 apres déprotection des deux amines de la lysine introduite
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précédemment. Cela permet d’obtenir la forme de pince. Enfin, pour les composés 5 a 8,
la derniére étape de synthese est l'introduction des deux chaines fluorocarbonées en
présence de HATU. Cet activateur, permettant d’effectuer des couplages plus rapides
que son analogue HBTU, est utilisé lors de I'introduction des chaines fluorocarbonées.
L’introduction des groupements R, correspondant uniquement a une chaine
fluorocarbonée, pour les composés 2 a 4 a donc également été effectuée en présence de
HATU. L’avancement des couplages effectués manuellement ont été suivi par les tests
colorimétriques Kaiser et TNBS. La pureté des composés 2 a 8 ainsi obtenus a été
déterminée a plus de 95% par CLHP a 220 nm. Leur caractérisation a également été
effectuée par spectrométrie de masse. Les temps de rétention, obtenus suite a une
analyse HPLC en phase inverse ainsi que les rendements des composés 2 a 8 ont été

réunis (Tableau 4).
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Conditions et réactifs : (a) pipéridine 20%, DMF ; (b) Fmoc-AA(P)-OH (3 éq.), HBTU (2,9 éq.), DIEA (6 éq.),
DMF; (c) Fmoc-AA(P)-OH du groupement R ou Fc-COOH (3 éq.), HATU (2,9 éq.), DIEA (6 éq.), DMF (d)
TFA/Phénol/Thioanisole/Ethanedithiol/ H20 (90/3,75/2,5/1,25/2,5) ; () CLHP en phase inverse.

Schéma 3 : Syntheése des fluoro-apelines sur support solide.

69



Les rendements isolés des composés 2 a 4 portant une chaine fluorocarbonée linéaire
(17% a 34%) sont inférieurs au rendement du composé 1 (43%). Cela montre que
I'introduction d'une chaine fluorocarbonée entraine une diminution du rendement de
synthese. Concernant les composés 5 a 8, nous observons le méme comportement avec
des rendements de synthese compris entre 19% et 24%, également inférieurs a celui du
composé 1. L'introduction de motifs fluorocarbonés linéaires ou sous la forme d'une

pince entraine donc une diminution des rendements de synthése.

Composé Nom R Rdt (%) tr* (min)
1 Apeline H 43 6.68
2 F4-apeline w 34 8.37
3 F6-apeline i, 17 9.18
4 F8-apeline ES S ON W 28 10.35

FFFFFFFF

5 (F4)K(F4)-apeline S WWYK 19 10,54
SR

(F4-PEG2)K(PEG:- Wwwﬁr
6 % 21 10,44
F4)-apeline SN o
F N o’\g/

RFRFRF

H
PSS
A
F FFFF
© [e]
.

7 (F6)K(F6)-apeline - 22 11,42
(F6-PEG2)-K(PEG- e o aad s &
8 i 24 11,31
F6)-apeline SOSY ON/\/O\/\o/\rNH .
FFFFFF H Is)

*gradient linéaire de 5% a 100% d’acétonitrile en 15 min sur une colonne C18

Tableau 4 : Structures, rendements et temps de rétentions des composés 1 a 8.

L’analyse des temps de rétention montre que globalement, les composés les plus
hydrophobes présentent également les rendements les plus faibles. Ainsi 'hydrophobie
des composés rend la purification par CLHP délicate car il faut isoler le composé attendu

des sous-produits formés. Dans le chapitre 3, nous présenterons une stratégie de
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synthese en solution des fluoropeptides afin de faciliter leur préparation et
caractérisation. Nous avons, suite a cette caractérisation, évalué l'influence de la
modification de la nature et de la longueur du motif fluorocarbonée sur la stabilité

plasmatique des composés 2 a 8.

C. Influence de lalongueur de la chaine et du nombre de chaines
fluorocarbonées sur la stabilité plasmatique de I'apeline
Les stabilités plasmatiques des fluoro-apelines ont été évaluées en incubant les
composés dans du plasma humain a 37°C et des prélévements a différents temps ont été
effectués. Les échantillons ont été analysés et quantifiés par spectrométrie de masse
(SM) afin d’obtenir une courbe de disparition du composé obéissant a une cinétique du
premier ordre. L’exploitation de celle-ci permet de déterminer le temps de demi-vie

plasmatique des composés (Tableau 5).

Composé Nom ti/2 (min)*
1 Apeline 7,8+0,8
2 F4-apeline 65+2,1
3 F6-apeline 342 £ 12
4 F8-apeline >1440 (80%**)
5 (F4)K(F4)-apeline >1440 (54%**)
6 (F4-PEG2)K(PEG2-F4)-apeline >1440 (52%**)
7 (F6)K(F6)-apeline >1440 (59%**)
8 (F6-PEG2)-K(PEG,-F6)-apeline >1440 (75%**)

*plasma humain, 5 uM
**pourcentage de peptide restant apres 24 h d’incubation

Tableau 5 : Temps de demi-vie plasmatique des fluoro-apelines et apeline dans du plasma humain.

La diminution de la longueur de la chaine fluorocarbonée pour les composés 2 (ti2 = 65
+ 2,1 min) et 3 (ti)2 = 342 = 12 min) entraine une perte importante de la stabilité
plasmatique en comparaison au composé 4 (ti/2 = > 24 h). Le remplacement de la chaine
F8 par une chaine plus courte n’est donc pas une alternative viable pour le

développement d’une fluoro-apeline biocompatible et stable.
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Nous avons ensuite réalisé les mesures de stabilité plasmatique pour les quatre
composés portant un motif fluorocarboné sous forme de pince. Ces quatre structures
originales présentent une stabilité plasmatique supérieure a 24 h. La nature de la chaine
incluse dans le motif fluorocarboné (chaine F4 pour les composés 5 et 6 et chaine F6
pour les composés 7 et 8) influe donc peu sur la stabilité plasmatique. En effet, le
pourcentage de peptide restant pour les peptides présentant des pinces avec des
chaines F6 (67% en moyenne) est supérieur aux peptides possédant des pinces avec des
chaines F4 (53% en moyenne). Enfin, pour les composés 7 et 8, une différence dans le
pourcentage de peptide restant apres 24 h d’incubation a pu étre observée. La présence
du PEG n’a pas d’influence pour le composé 6 en comparaison avec le composé 5. En
revanche pour la pince possédant des chaines F6 et le PEG (composé 8 - 75%), le
pourcentage de peptide restant est supérieur a son analogue sans PEG (composé 7 -

59%).

Ainsi, en introduisant des motifs fluorocarbonés via une pince, nous avons réussi a
atteindre une stabilité plasmatique similaire au composé 4. Cet objectif atteint, nous
avons évalué les propriétés pharmacologiques de nos composés présentant les
meilleures stabilités plasmatiques afin d’étudier I'influence du motif pince sur l'affinité

et 'activité fonctionnelle des peptides pour le récepteur APJ.

d. Caractérisations ~ pharmacologiques des fluoro-apelines
stabilisées

La caractérisation pharmacologique de ces composés porte sur trois criteres: leur
capacité a se lier a leur récepteur, a inhiber la production d’APMc et a recruter la 3-
arrestine 2 (Tableau 6). Ces deux derniers critéres sont des propriétés intrinseques du
peptide apeline qui, en inhibant la production d’AMPc par recrutement de la protéine
Gag, entraine un effet diurétique!!4. En revanche, le couplage a la 3-arrestine 2 entraine
'effet hypotenseur!83. Ces travaux de caractérisation des fluoro-apelines modifiées ont

été effectués en collaboration avec I'équipe du Dr. Catherine Llorens-Cortes.
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Affinité pour le récepteur Inhibition de '’AMPc Recrutement de la 3-

Composé
de I'apeline Ki (nM) Clso (nM) arrestine 2 CEso (nM)
1 0,18+ 0,03 1,47 £ 0,6 94 + 27
4 0,24 £ 0,03 10,7 + 4,4 106 + 35
5 0,40 £ 1,09 13,2+13 113 + 33
6 0,34 £ 0,09 18,577 89 21
7 0,58 +1,34 40 +£17 433 +90
8 0,24 £ 0,05 111+ 30 163 + 23

Tableau 6 : Evaluations pharmacologiques des fluoro-apelines optimisées.

La liaison au récepteur AP] a été évaluée par un test de radio-liaison. Le peptide apeline-
13 radioactif, marqué a l'iode-123 sur le résidu Glul, et dont l'affinité pour le récepteur
AP] est de 0.35 + 0.08 nM184, a été incubé avec des membranes (provenant de cellules
CHO) exprimant le récepteur APJ. Une diminution du signal radioactif (déplacement de
I'apeline-13 radioactive) a été mesurée lorsque les cellules sont incubées en compétition
avec les fluoro-apelines synthétisées. Concernant l'inhibition de la production d’AMPc,
une production d’APMc maximale a été induite par incubation des cellules CHO
exprimant le récepteur AP] en présence de forskoline. Les fluoro-apelines ont ensuite
été ajoutées au milieu pour mesurer une diminution de la production d’AMPc. Enfin, le
recrutement de la f3-arrestine 2 a été mesuré par BRET aprés incubation des fluoro-

apelines sur des cellules HEK exprimant le récepteur APJ.

Ainsi, comme le montre le tableau 5, les composés 5 a 8 présentent des affinités pour le
récepteur AP] subnanomolaires proches de I'apeline native (composé 1). La
modification du peptide en partie N-terminale par ces structures en forme de pince

n’'influence donc pas sur la liaison de ces fluoro-peptides au récepteur AP]J.

Les composés 5 a 7 (Clso comprise entre 13 + 13 nM et 40 + 17 nM) ont des propriétés
d’inhibition de '’AMPc proche du composé 4 (Clso = 10,7 + 4,4 nM). Par contre, le
composé 8 présente une perte importante de cette propriété (Clso = 111 *+ 30). Ainsi, les

composés 5 a 7 voient leurs capacités a inhiber la production d’APMc maintenues.

Nous avons enfin évalué l'influence de la chaine fluorocarbonée sur la capacité des
fluoropeptides a induire le recrutement de la 3-arrestine-2. Le composé 1 présente une
CEsode 94 + 27 nM. En comparaison a cette valeur, le composé 7 présente une perte de
la capacité a recruter la f3-arrestine 2 (CEso = 433 + 90 nM). Cependant, les composés 5

et 6 présentent une faculté a recruter la f3-arrestine 2 proches du composé 1. Les
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composés 5 et 6 sous forme de pince fluorocarbonée F4 sont ainsi des alternatives
prometteuses au composé 4. Il a également été intéressant d’observer que le composé 8
maintient sa capacité a recruter la f3-arrestine-2. Ce peptide pourrait donc
potentiellement étre un nouveau ligand biaisé du récepteur AP] permettant d’activer
sélectivement le recrutement des protéines arrestines sans recruter les protéines G. Cela
permettrait d’avoir un effet hypotenseur sans avoir I'effet sur la diurése (couplage Gag).
Ces criteres pharmacologiques confirmés, des études de toxicités cellulaires sur des

lignées humaines ont été menées pour les composés 5 et 6.

5. Evaluation de la toxicité des fluoro-apelines optimisées

a. Etude de la viabilité cellulaire

La viabilité cellulaire suite a une incubation avec les composés 1, 4, 5 et 6 a été évaluée
sur des lignées cellulaires humaines HEK 293, Caco-2 et HEP-G2. Pour cela, une mesure
de viabilité cellulaire suite a un test WST1, apres 44 h d’incubation avec les fluoro-

peptides choisis a 30 pM, a été effectuée (Tableau 7).

Composé Viabilité cellulaire (%)

HEK 293 CACO-2 HEP-G2

1 90 +8 100+ 16 1006
4 60+7 100 +10 100+ 8
5 351 100 +13 100+9
6 91+11 100+ 13 100+ 13

Tableau 7 : Viabilité cellulaire des composés 1,4, 5 et 6 a 30 uM.

Les résultats de viabilité cellulaire des lignées Caco-2 et HEP-G2 montrent une absence
de toxicité de tous les composés évalués. Néanmoins, des viabilités significativement
différentes entre les composés sont observées pour la lignée HEK 293. La viabilité du
composé 1 sur cette lignée est de 90 + 8%. Ce méme pourcentage de viabilité cellulaire
est retrouvé pour la molécule 6 n’induisant donc pas de toxicité. En revanche, la
molécule 4 (60 = 7% de viabilité) mais surtout la molécule 5 (35 + 1% de viabilité)
présentent une toxicité supérieure sur la lignée HEK 293. Ainsi le fluoro-peptide le plus
stable, efficace et biocompatible est le composé 6 possédant une pince fluorocarbonée

composée de PEG et deux chaines F4. Aprés avoir mesuré la cytotoxicité des composés,
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nous avons décidé d’évaluer les interactions cellulaires non spécifiques des composés 1,

4 et 6 ainsi que leur pouvoir hémolytique.

b. Etude des interactions cellulaires non spécifiques

La stratégie d’étude des interactions non spécifiques avec les membranes cellulaires est
basée sur I'observation d’une interaction des fluoro-peptides avec les membranes. Pour
faciliter cette étude et la visualisation de ces interactions, nous avons con¢u et

développé des sondes fluorescentes dérivées des fluoro-apelines 4 et 6.

i) Principe de la synthese des sondes fluorescentes

Les sondes ont été préparées en utilisant une méthode développée au laboratoirel8s.
Cette approche consiste a introduire le fluorophore en solution par une réaction
d’acylation chimiosélective entre un fluorophore activé par un ester de N-
hydroxysuccinimide et un hydrazinopeptide totalement déprotégé, dans des conditions
douces compatible avec I'intégrité chimique du fluorophore. En se plagant a pH = 5,4, il
est possible de faire réagir le fluorophore sélectivement sur I'hydrazine, dont le pKa est
de 5.4, en évitant toute acylation sur 'amine de la chaine latérale de la lysines. En effet, a
ce pH, 'amine de la lysine, dont le pKa est de 10,5, est protonée et ne peut donc pas

réagir avec le fluorophore.
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Schéma 4 : Principe de I'acylation chimiosélective pour la synthése de peptides fluorescents.

Les hydrazinopeptides dérivés des composés 1, 2, 4, et 6 ont été synthétisés sur support
solide. Pour faciliter leur synthése, nous avons préparé un acide aminé original

contenant déja la fonction hydrazino au niveau de la chaine latérale d’une lysine.

ii) Synthese de 'acide aminé hydrazine

La stratégie de synthése de cet acide aminé modifié (Schéma 5) a été développée au sein

du laboratoire?8s,
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Fmoc-Lys(Boc)-OH 9, Rdt = 92% 10, Rdt = 100% 11, Rdt =76% 12, Rdt = 86%

Conditions et réactifs : (a) alcool benzylique (1,2 éq.), DCC (1,2 éq.), DMAP (0,1 éq.), DCM, 0°C, 2h puis t.a. 3
h; (b) HCl 4N/Dioxane, 30 min, t.a.; (c) Acide tri-Boc-hydrazinoacétique (1 éq.), PyBOP (1,2 éq), DIEA (6 éq.),
DMF, 1 h, ta.; Hz, Pd/C (10% m/m), MeOH, 30 min, t.a.

Schéma 5 : Synthése de l'acide aminé protégé 12.

La fonction acide de l'acide aminé commercial Fmoc-Lys(Boc)-OH est tout d’abord
protégée par une fonction benzyle avec un rendement de 92%. Puis 'amine de cet
intermédiaire 9 est déprotégée en milieu acide afin d’obtenir le composé 10 avec un
rendement quantitatif. Le couplage de l'acide tri-boc-hydrazinoacétique est ensuite
effectué pour obtenir le composé 11 avec un rendement de 76%. Enfin une déprotection
de la fonction acide permet d’obtenir le composé final 12 avec un rendement de 86%.
L’acide aminé 12 a donc été obtenu avec un rendement global de 60%. Cet acide aminé
ainsi synthétisé va étre incorporé au sein de la séquence de I'apeline afin d’accéder aux

hydrazinopeptides.

iii) Synthese des hydrazinopeptides

L’acide aminé 12 est couplé sur support solide au sein de la séquence peptidique de
I'apeline afin d’obtenir des fluoro-hydrazinopeptides (Schéma 6). Apres élongation du
peptide apeline sur support solide assistée par micro-ondes sur un synthétiseur CEM
Liberty Blue, 'acide aminé 12 est introduit manuellement en partie N-terminale du
peptide supporté en utilisant comme agents de couplage HBTU/HOBt. Le couplage est
controlé par le test colorimétrique Kaiser et TNBS. Aprés déprotection de I'amine
terminale, les différents groupements R fluorocarbonés (composés 14 et 15) et lipidés
(composé 17) ont été introduits en utilisant HATU comme agent de couplage. Pour le
composé 13, une acylation a été effectuée en présence d’anhydride acétique et pour le
composé 16, le résidu Fmoc-Lys(Fmoc)-OH puis le PEG: et enfin les chaines F4 ont été
successivement introduits. (Schéma 5). Le composé 17 possédant une chaine
hydrocarbonée a été synthétisé. Cela nous permettra de comparer les propriétés de
liaison non spécifiques de nos fluoro-peptides avec le lipo-peptide. Aprés coupure des

peptides de la résine en milieu acide et purification du brut par CLHP, les composés 13 a
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17 ont été obtenus avec une pureté supérieure a 95%. Leur identité a été confirmée par

analyse par spectrométrie de masse.
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Conditions et réactifs : (a) pipéridine 20% / DMF, 2x10 min; (b) Composé 13 (3 éq.), HBTU (2,9 éq.), HOBt
(2,9 éq.) DIEA (6 éq.) / DMF, 40 min; (c) Fmoc-AA(P)-OH du groupement R ou chaine fluorocarbonée ou
chaine lipidée (3 éq.), HATU (2,9 éq.), DIEA (6 éq.) / DMF, 40 min; (d) anhydride acétique/DIEA/DCM
10/5/85, 10 min; (e) TFA/Phénol/Thioanisole/Ethanedithiol/H20 (90/3,75/2,5/1,25/2,5), 3 h ; (f) CLHP en
phase inverse.

Schéma 6 : Synthése des hydrazinopeptides R-K(hdz)-apelines 13 a 17.
Les temps de rétention, obtenus suite a une analyse CLHP en phase inverse, ainsi que les
rendements des composés 13 a 17 ont été réunis (Tableau 8). Les hydrazinopeptides

acétylé 13, fluorocarbonés 14, 15 et 16 ainsi que ’hydrazinopeptide lipidé 17 ont ainsi

été obtenus avec des rendements isolés de 14% a 23%.
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Composé Nom R Rdt (%) tr* (min)

13 Ac-K(hdz)-apeline P 23 6.94
rFRF o
14 F4-K(hdz)-apeline S 14 8.37
15 F8-K(hdz)-apeline SUAAAE I, 16 10,19
(F4-PEG)K(PEGz- oo ooy
16 ° 0 14 10,42
F4)-K(hdz)-apeline RS .

FWNNO\/\O/\[(NH
FFFF H o

o

17 L15-K(hdz)-apeline A A A A A A 17 11,17

*

*gradient linéaire de 5% a 100% d’acétonitrile en 15 min sur une colonne C18

Tableau 8 : Rendements et temps de rétention des hydrazinopeptides 13 a 17.

L’ensemble des composés possédant une chaine fluorocarbonée ou lipidée (composés
14 a 17 - 14% a 17%) ont des rendements plus faibles que le composé 13 acétylé
(23%). Les temps de rétention des composés 13 a 16 suivent la méme tendance que les
composés 1, 2, 4 et 6. Le composé 17 portant une chaine lipidée présente un temps de
rétention de 11,17 min. Ce composé posséde donc le temps de rétention le plus élevé
indiquant une augmentation de ’hydrophobie avec I'introduction de la chaine lipidée en
comparaison avec la chaine fluorocarbonée F8 ou la pince. Les composés ainsi obtenus
ont été mis en présence du fluorophore DY647 pour obtenir les sondes fluorescentes

souhaitées.

i) Synthese des sondes fluorescentes

Les sondes fluorescentes ont été obtenues par une réaction d’acylation chimiosélective
en solution entre les hydrazinopeptides préparés précédemment et le DY647 activé sous
la forme d'un ester de N-hydroxysuccinimide (Schéma 7). L’avancement de la réaction a
été controlé par CLHP. Apres 1 h a température ambiante, la conversion est
généralement complete. Les sondes fluorescentes sont alors isolées par CLHP

préparative en phase inverse et caractérisées par CL-SM.
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Schéma 7 : Acylation chimio-sélective des hydrazino-peptides pour former les sondes fluorescentes
18a22.

La pureté des composés 18 a 22 ainsi obtenus a été déterminée a plus de 95% par CLHP
et leur identité a été confirmée par spectrométrie de masse. Les temps de rétention,
obtenus suite a une analyse CLHP en phase inverse ainsi que les rendements des

composés 18 a 22 ont été réunis (Tableau 9).

Composé Nom Rdt (%) tr* (min)
18 Ac- K(hdz(DY647))-apeline 82 8,31
19 F4-K(hdz(DY647))-apeline 89 9,74
20 F8-K(hdz(DY647))-apeline 80 10,77
21 (F4-PEG2)K(PEG,-F4)-K(hdz(DY647))-apeline 92 10,71
22 L15-K(hdz(DY647))-apeline 92 11,57

* gradient linéaire de 5% a 100% d’acétonitrile en 15 min sur une colonne C18

Tableau 9 : Caractérisation chimique des sondes fluorescentes 18 a 22.

Les rendements des acylations chimio-sélectives sont comparables pour I'ensemble des
composés. En effet, malgré les différents groupements R, les rendements pour les sondes
18 4 22 sont compris entre 80 et 92%, montrant l'efficacité de la méthode développée.
Les temps de rétention eux suivent la méme tendance que celle observée
précédemment. En effet, une augmentation est observée avec l'augmentation de la
longueur de la chaine fluorocarbonée. De plus, les composés 20 et 21 présentent un
temps de rétention similaire. Enfin, le composé possédant le temps de rétention le plus
élevé est le composé lipidé 22, montrant que le lipopeptide est plus hydrophobe que les
fluoropeptides. L’'obtention de ces sondes a permis d’évaluer leurs propriétés de liaisons

non spécifiques aux membranes.
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ii) Evaluation de la liaison non spécifique aux

membranes cellulaires

Les propriétés de liaison non spécifique aux membranes cellulaires des sondes 18 et 20
a 22 ont été évaluées par microscopie confocale. Pour cela, des cellules HEK 293
n’exprimant aucun récepteur a leur surface ont été incubées en présence des trois
sondes fluorescentes. Les cellules ont été marquées au Hoechst, un colorant de ’ADN,
afin de délimiter le noyau. Les cellules ainsi traitées ont été incubées avec les sondes

fluorescentes a 50 nM et ont été observées en microscopie confocale (Figure 47).
Figure 47 : Etude des interactions non spécifiques avec les membranes cellulaires par microscopie

confocale sur des cellules HEK 293 dont le noyau est marqué au Hoechst (bleu) et incubés avec les
sondes fluorescentes (rouge) 18 (A), 20 (B), et 21 (C) et 22 (D) a 50 uM.

La sonde 18 (Figure 47A) dérivée de I'apeline native ne montre aucune interaction non
spécifique avec les membranes cellulaires. En effet, le signal fluorescent de la sonde (en
rouge) est totalement absent de I'image A. La sonde 20 (Figure 47B), présente une faible
liaison non spécifique aux membranes cellulaires alors qu’aucune interaction n’est
observable avec la sonde 21 (Figure 47C). Enfin, la sonde 22 (Figure 47D) présente une
forte interaction non spécifique aux membranes cellulaires. Ces résultats montrent que
le composé possédant la pince (composé 21) n’induit pas d’interactions avec la
membrane plasmique contrairement au composé 20 (chaine F8) qui montre une liaison
a la membrane. Cette liaison est cependant bien inférieure a celle observée avec le
composé lipidé 22. L’utilisation de fluoro-peptides en alternative aux lipopeptides est

donc un avantage important en termes de liaison non spécifique aux membranes
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cellulaires. Le composé biocompatible 6, duquel dérive la sonde fluorescente 21, portant
cette pince fluorocarbonée semble donc présenter des avantages vis-a-vis de la liaison
non spécifique aux membranes, comparé au composé 4, dont dérive la sonde

fluorescente 20.

Apres avoir mis en évidence I'absence de liaison non spécifique a la membrane du

composé pince, il était intéressant d’étudier son pouvoir hémolytique.

C. Evaluation du pouvoir hémolytique

Les médicaments peptidiques sont souvent injectés par voie intraveineuse. Il est donc
intéressant d’évaluer l'interaction de ceux-ci avec les globules rouges présents dans le
sang. Nous avons donc déterminé le pouvoir hémolytique des fluoro-apelines sur des
globules rouges humains. Pour cela, les globules rouges ont été isolés du sang total
humain et incubés en présence des composés 1, 4 et 6 a des concentrations croissantes
jusqu’a 60 uM. Apres lecture des plaques d’incubation a une longueur d’onde de 550nm,

le pourcentage d’hémolyse a été déterminé (Figure 48).

Pouvoir hémolytique des fluoro-apelines dans le PBS

100
80
g 60 — C ¢ 1
2 omposé
X 40 = Composé 4
20 — Composé 6
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0 20 40 60
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Figure 48 : Evaluation du pouvoir hémolytique des composés 1, 4 et 6 dans le PBS sur des globules
rouges humains.

Ces résultats ont mis en avant le pouvoir hémolytique du composé 4 (F8-apeline) en
comparaison aux composés 1 (apeline native), 6 ((F4-PEG2)K(PEGz-F4)-apeline) et au
triton (utilisé comme composé hémolytique de référence). En effet, une lyse de 5% des
globules rouges a 30 uM et de 18% a 60 uM est observée pour le composé 4. Ainsi, ces
résultats confirment les avantages de l'utilisation du composé 6 en alternative

biocompatible au composé 4.

Les propriétés pharmacocinétiques et pharmacodynamiques d’'un composé peuvent

également étre affectées par la liaison aux cellules du sang et plus précisément les
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érythrocytes. C’'est pourquoi cette liaison a été caractérisée pour les composés

optimisés.

6. Evaluation des propriétés de liaison aux érythrocytes

Si la liaison a I'albumine est rapidement caractérisée pour les composés thérapeutiques,
la liaison aux érythrocytes est souvent négligée. Il est cependant important de la
mesurer car elle peut entrainer une modification des parametres ADME in vivo. Une
forte liaison aux globules rouges (GR) peut donner lieu a une incompréhension des
paramétres obtenus lors des études pharmacocinétiques. Une évaluation de la liaison

aux érythrocytes des dérivés de 'apeline intéressants a donc été réalisée.

Ainsi, la liaison des composés 4 et 6 aux érythrocytes a été déterminée (Tableau 10). Un
composé décrit pour se lier fortement aux érythrocytes (le Méthazolamide) ainsi qu'un
composé se liant trés peu aux érythrocytes (le Vérapamile) ont été également évalués
afin d’obtenir des controles sur cette étude. Le composé 2 n’a malheureusement pas pu
étre évalué en raison du temps d’incubation de 1 h. En effet, le temps de demi-vie de
quelques minutes de l'apeline a empéché d’étudier sa liaison aux érythrocytes. Le
coefficient de partage sanguin calculé représente le rapport de la concentration
retrouvée dans le compartiment cellulaire des érythrocytes divisé par la concentration
retrouvée dans le compartiment plasmatique. Ainsi, plus le rapport est élevé, plus la

liaison aux érythrocytes est élevée.

Cette étude a mis en avant une faible liaison aux érythrocytes du composé 4 (rapport
inférieur a 1) et une liaison moyenne (rapport proche de 1) pour le composé 6. Cela
indique que la présence de la chaine F8 induit une liaison aux érythrocytes moyenne

alors que la pince n’induit pas de liaison.

Composé Nom Coefficient de partage sanguin
4 F8-apeline 0.9+ 0.3
6 (F4-PEG2)K(PEG.-F4)-apeline 0.1+0.1
- Verapamile 0.2+ 0.1
- Metahzolamide 29 +4

Tableau 10 : Coefficient de partage sanguin des composés 4 et 6.
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Dans le cas des dérivés de I'apeline, une liaison importante aux érythrocytes n’a donc

pas été observée. Cependant la présence de la chaine F8 semble augmenter cette liaison.

Apres ces études de toxicité, et avant I'évaluation in vivo des fluoro-apelines, nous avons
souhaité étudié le mécanisme menant a la stabilisation plasmatique des fluoro-apelines

4 et6.

7. Etude du mécanisme de stabilisation des fluoro-apelines

Nous avons d’abord fait I'hypothése que les fluoro-apelines 4 et 6 étaient capables de
s’organiser en micelles en solution, pouvant induire une protection du peptide vis-a-vis

de la dégradation enzymatique par encombrement stérique.

a. Etude de l'organisation en micelles ou agrégats des fluoro-

apelines

Les propriétés d’organisation des chaines fluorocarbonées ont mené dans un premier
temps a I'étude de 'organisation des fluoro-peptides en solution aqueuse. Ces propriétés
ont été étudiées par fluorescence. Pour cela, le rouge du Nil, un fluorophore
solvatochrome, capable de changer de propriétés spectrales selon la polarité de son
environnement, a été utilisé186, Notre essai est donc basé sur le solvatochromisme du
rouge du Nil qui présentera des propriétés de fluorescence modifiées lorsqu’il sera en
solution en présence des fluoro-peptides sous forme de monomeres ou piégé au sein de
micelles (Figure 49). Ces études d’organisations ont été effectuées dans les solvants et

tampons utilisés lors des expériences in vitro et in vivo : I'eau, le PBS et le NaCl 0,9%.

xS~ Lx z%\/

* = Chaine fluorocarbonée
—~ Peptide
* Fluorophore rouge du Nil

Monomeéres Micelles ou agrégats

Figure 49 : Principe de I'étude de la formation de micelles ou agrégats.

Les mesures de fluorescence ont mis en avant I'absence d’organisation des molécules 1
(apeline) et 6 (pince F6) dans les tampons cités ci-dessus jusqu’a une concentration de 1

mM. La molécule 4 (chaine linéaire F8) en revanche s’organise en solution a une
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concentration de 100 pM (concentration micellaire critique). En effet, on observe un

déplacement important de 'émission de fluorescence dans le bleu cette concentration.

Dans le cas des fluoro-apelines, les études de stabilité plasmatiques ont été effectuées a
une concentration de 5 uM. La stabilité de la molécule 4 n’est donc pas totalement
imputable a une organisation puisque la CMC est plus élevée que la concentration a
laquelle I'étude a été menée. Dans le cas de la molécule 6, présentant également une
stabilité plasmatique supérieure a 24h, I'absence d’organisation du peptide semble
confirmer qu’un autre mécanisme est responsable de la stabilité des fluoro-peptides 4 et
6. Ainsi nous avons émis une autre hypothése qui serait la liaison des fluoro-peptides

al’'albumine.

b. Etude de la liaison a I'albumine par anisotropie de fluorescence

La liaison a I'albumine est une des méthodes utilisées dans le domaine des peptides
médicaments pour augmenter la stabilité plasmatique des peptides. Pour démontrer
une corrélation éventuelle entre la stabilité plasmatique des fluoropeptides et leur
liaison a I'albumine, nous avons décidé d’évaluer l'affinité des composés 18 a 21 pour

cette protéine

En effet, nous avons montré dans la premiere partie que la stabilité de ces composés
était corrélée a la longueur de la chaine fluorocarbonée. Pour mesurer les constantes
d’affinités de ces peptides avec I'albumine, nous avons décidé de développer un essai
rapide basé sur la mesure de 'anisotropie de fluorescence. Cette méthode est basée sur
le changement de vitesse de rotation du fluorophore DY647 dans I'espace, qui modifie la
polarisation de la lumiére, en fonction de 'encombrement stérique. En effet, lorsque les
fluoro-peptides sont sous forme de monomeéres libres, le fluorophore a une vitesse de
rotation élevée qui polarise peu la lumiere. Au contraire, cette vitesse de rotation est
fortement diminuée lorsque le fluoro-peptide fluorescent est dans un environnement
encombré, tel que lors d’'une liaison a une protéine (Figure 50). Cette différence de
polarisation permet de déterminer des constantes de dissociation des fluoro-peptides a

I’albumine.
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Figure 50 : Principe de I'étude de la liaison aux protéines plasmatiques des fluoro-peptides par
anisotropie de fluorescence.

Ainsi nous avons utilisé les peptides fluorescents 18 a 21 dérivés des composés 1, 2, 4
et 6. Les sondes fluorescentes ont été mises en présence de différentes concentrations

en albumine (Figure 51).
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Figure 51 : Anisotropies normalisées en fonction de la concentration en BSA des composés 18 a 21.

Les constantes de dissociations a la BSA pour chaque sonde étudiée ont pu étre

déterminées (Tableau 11).

Composé Nom Kqliaison a la BSA (uM) t1/2 (min)
18 Ac- K(hdz(DY647))-apeline >500 7,8+0,8
19 F4-K(hdz(DY647))-apeline 79,6 +13,9 65+2,1
20 F8-K(hdz(DY647))-apeline 2,60+0,19 > 1440 (80)

(F4-PEG2)K(PEG:-F4)-
21 10,5+ 1,41 > 1440 (52)
K(hdz(DY647))-apeline

*plasma de souris, 5 uM
**pourcentage de peptide restant dans le plasma a 24 h

Tableau 11 : Détermination des Kd de liaison a I'albumine des sondes fluorescentes 18 a 21 par
anisotropie de fluorescence.
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Ces résultats d’anisotropie de fluorescence mettent en avant une tres faible liaison du
composé 18 : Kq supérieur a 500 uM. Par contre, les composés 20 et 21 présentent une
constante de dissociation a I'albumine de 2,60 + 0,19 uM et 10,5 + 1,4 uM. Ces constantes
de dissociation, de I'ordre de la dizaine de micro-molaire, montrent la capacité des
composés 4 et 6 a se lier a 'albumine. Ainsi, la liaison a I'albumine semble étre le

mécanisme menant a la stabilisation des fluoro-apelines.

Afin de caractériser cette liaison, les fractions liées a la BSA a la concentration de 100 pM

ont été mesurées pour les composés 18, 20 et 21 (Tableau 12).

Composé Concentration en BSA (uM) Fb (%)
18 8,06
20 100 uM 97,1
21 88,4

Tableau 12 : Fraction liée a I'albumine bovine des composés 18, 20 et 21.

Cette étude a montré la faible fraction liée (8,06%) du composé 18 confirmant la faible
liaison de celui-ci a la BSA (Kd > 500 uM). Nous avons également pu confirmer que les
composés 20 et 21 se liaient a la BSA puisqu’ils présentent des fractions liées
respectives de 97,1% et 88,4%. De plus nous avons pu corréler I'augmentation de la
fraction liée avec I'augmentation de I'affinité pour la BSA. La liaison a la BSA semble

donc bien étre le mécanisme de protection des fluoro-apelines.

Afin de confirmer que le mécanisme est bien celui-ci, la synthese d’une fluoro-apeline
fluorescente présentant une faible stabilité dans le plasma a été entreprise. En effet, si
notre hypothése est correcte, ce composé devrait présenter une moins bonne capacité a
se lier a 'albumine. Ainsi, la synthese du composé 19 (dérivé fluorescent du composé 2)
a été réalisée afin de comparer les constantes de dissociation avec des composés plus
stables dans le plasma (composés 4 et 6). Cette synthese a été réalisée en suivant la
méme stratégie que décrite précédemment par une réaction d’acylation chimiosélective.
Une fois obtenu, la capacité de liaison du composé 19 a I'albumine a été mesurée par
anisotropie de fluorescence. Ainsi, la constante de dissociation de la molécule 19 est dix
fois plus élevée que celles des composés 20 et 21 (Kd = 79 pM vs 2.6 et 10.5 pM

respectivement) montrant ainsi une capacité a se lier a I'albumine plus faible.
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Ce résultat confirme que les peptides présentant une stabilité plasmatique plus faible
ont également une capacité de liaison a I'albumine moindre. Nous avons de la sorte pu
montrer une tres bonne liaison a 'albumine des composés 20 et 21, une liaison plus
faible pour le composé 19 et enfin une liaison encore plus faible pour le composé 18.
Nous avons donc pu corréler la stabilité plasmatique croissante avec la capacité a se lier

al'albumine (Figure 52).

Capacité de Ac-K(DY647)-apeline F4-K(DY647)-apeline F8-K(DY647)-apeline (F4-PEG,)K(PEG,F4)-K-(DY647)-apeline
Liaison a la BSA Composé 18 <  Composé 19 < Composé 20 =~ Composé 21
ty, Apeline F4-apeline < F8-apeline (F4-PEG,),-K- apeline
. < =~
plasmatique Composé 1 Composé 2 Composé 4 Composé 6

Figure 52 : Corrélation entre les propriétés de liaison a I'albumine et la stabilité plasmatique des
fluoro-apelines.

En conclusion, nous avons pu montrer que le mécanisme responsable de la stabilisation
plasmatique des fluoro-apelines est bien une liaison a I'albumine. Afin d’approfondir la
compréhension du mécanisme, des études de cristallographie du complexe fluoro-
apeline/albumine ont été effectuées afin de déterminer précisément le site de liaison du

peptide et éventuellement permettre une optimisation de la liaison.

a. Etudes par cristallographie de la liaison a I'albumine des fluoro-
apelines modifiées.

L’obtention de structures cristallographiques de complexes ligand/récepteur a été un
développement important dans le domaine de la chimie médicinale. Par ce biais, les
interactions des molécules synthétisées avec leurs cibles ont pu étre caractérisées187.188,
L’interaction des fluoro-peptides avec les protéines plasmatiques, nullement étudiée
jusque-la, pourrait ainsi étre caractérisée. L’albumine de sérum humain (HSA) est
connue pour se lier a des médicaments et plusieurs sites de liaison a I'albumine ont ainsi

été décrits (Figure 53).
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Figure 53 : Structure de la HSA et identifications des sites de liaison aux médicaments et ligands les
plus fréquents18s,

Dans le but de confirmer la liaison des fluoro-peptides avec 'albumine de sérum humain
(HSA) et de caractériser celle-ci, des co-cristallisations des composés 4 et 6 avec la HSA
ont été réalisées par I'équipe du Dr. Birch (IGBMC). Pour cela, cinq équivalents de fluoro-
peptides ont été incubés en présence de HSA. Aprés une série d’optimisations, les
cristallisations ont permis d’obtenir des cristaux de résolution inférieure a 2,8 A
permettant ainsi d’obtenir des diffractions exploitables. Nous avons ainsi pu obtenir des
images de diffraction aux rayons X permettant d’identifier I'interaction des fluoro-

peptides 4 et 6 avec la HSA (Figure 54).

Composé 4 Composé 6

Figure 54 Structures cristallographiques des complexes fluoro-apelines 4 et 6 avec I'albumine
humaine.
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Les images obtenues mettent en avant I'insertion complete de la chaine F8 du composé
4 avec le site de liaison 2 de la HSA. Les mémes conditions de cristallisation ont permis
de visualiser le composé 6 lié a l'albumine par une seule des deux chalnes
fluorocarbonées présentes sur ce composé sur le méme site de liaison (Figure 24). La
poche de liaison est la méme quelle que soit la nature de la partie fluorocarbonée des
fluoropeptides 4 et 6. D’autre part, seule une poche de liaison semble occupée par le
fluoro-peptide. En effet, I'excés de fluoro-peptides lors de la cristallisation n’influe pas
sur la liaison a cette unique cavité de 'albumine mettant en avant la liaison spécifique
des fluoro-peptides a ce site. Ainsi les fluoro-peptides 4 et 6 se lient au méme site de la

HSA que l'ibuprofene et le propofol.

Nous avons donc pu montrer pour la premiere fois par cristallographie la liaison des
fluoro-peptides a la HSA et déterminer la poche de liaison impliquée dans cette liaison.
Nous avons donc réussi a déterminer le mécanisme de stabilisation des fluoro-peptides.
Cet objectif atteint, nous avons souhaité évaluer les propriétés in vivo de notre fluoro-

peptide stable et biocompatible in vivo.

8. Evaluation biologique de la fluoro-apeline optimisée

L’effet hypotenseur de la fluoro-apeline 4 a été précédemment évalué in vivo chez des
rats vigiles normotendus. Cette étude a mis en avant une augmentation de leffet
hypotenseur prononcé a la dose de 15 nmol/kg aprés une administration intraveineuse.
Les propriétés hypotensives du composé 6 ont été évaluées dans le méme modele

(Figure 55).
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Figure 55: Evaluation in vivo de la diminution de pression artérielle aprés administration
intraveineuse des composés 4 (rouge) et 6 (vert) dans un modéle de rat normotendu.
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Les résultats confirment I'effet hypotenseur du composé 4 observé lors des expériences
précédentes a la dose de 15 nmol/kg. En revanche, a la méme dose, le composé 6
n’entraine aucune diminution de la pression artérielle. Au vu de l'efficacité du composé
6 in vitro et de sa stabilité dans le plasma de souris ex vivo, ces résultats étaient
surprenants. Nous avons donc évalué I'effet hypotenseur a la dose plus élevée de 150
nmol/kg. A nouveau, aucun effet de ce composé n’a pu étre observé in vivo. Afin de

comprendre ces résultats, des études pharmacocinétiques ont alors été entreprises.

9. Etudes pharmacocinétiques des fluoro-apeline optimisées.

Différents aspects in vivo tels que le temps de demi-vie plasmatique, la clairance et la
distribution peuvent étre déterminés par des études de pharmacocinétiques. Ces
caractéristiques sont importantes pour comprendre et adapter les études d’activité in
vivo avec les composés en question. Les composés 1, 4 et 6 ont été injectés par voie
intraveineuse a la dose de 300 nmol/kg (Figure 56). Les composés sont dosés a

différents temps dans le sang et quantifiés par spectrométrie de masse.
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Figure 56 : Evolution de la concentration plasmatique des composés 1, 4 et 6 chez la souris aprés
administration intraveineuse a 300 nmol/kg.

Ces études de pharmacocinétique indiquent une disparition rapide des composés 1 et 6
en comparaison de celle du composé 4. Afin de pouvoir comparer différents parametres
pharmacocinétiques pour ces trois composés, les temps de demi-vie, les clairances ainsi

que les volumes de distribution ont été réunis (Tableau 13).

Parameétres pharmacocinétiques Composé 1 Composé4 Composé 6
t1/2 (min) 0,22 + 0,05 21430 1,7+0,2
Clairance (mL/min/kg) 163 + 74 542 13+1
Volume distribution (mL/kg) 52 + 36 142 +£ 70 32+ 7

Tableau 13 : Paramétres pharmacocinétiques du composé 1, 4 et 6.

Le temps de demi-vie in vivo du composé 1 est de quelques secondes (0,22 + 0,05 min)
expliquant la nécessité de stabiliser I'apeline. L’introduction de la chaine F8 pour le
composé 4 et de la pince portant des PEG et des chaines F4 pour le composé 6 ont
permis d’augmenter cette demi-vie respectivement jusqu'a 21 + 3,0 min et 1,7 £+ 0,2
min. Ainsi la chaine F8 permet d’augmenter le temps de demi-vie d'un facteur 100 et la
pince a permis de 'améliorer d’un facteur 9. Cette différence de temps de demi-vie entre
le composé 4 et 6 peut expliquer I'absence d’effet hypotenseur pour le composé 6. En
effet, si celui-ci est totalement dégradé en quelques minutes, il ne peut atteindre sa cible

biologique et exercer son activité.

La comparaison des clairances entre les trois composés indique que l'apeline est tres
vite éliminée de l'organisme (163 + 74 mL/min/kg) alors que les composés 4 et 6

présentent des clairances faibles et comparables (respectivement 5 + 2 mL/min/kg et
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13 + 1 mL/min/kg). Cela indique que la chaine F8 tout comme la pince permettent de

diminuer la clairance fortement.

Une forte distribution dans les tissus peut également expliquer une disparition si rapide
du produit du compartiment plasmatique. La comparaison des volumes de distribution
des composés 1 (52 + 36 mL/kg), 4 (142 + 70 mL/kg) et 6 (32 + 7 mL/kg) indique que
seul le composé possédant la chaine F8 se distribue fortement dans les tissus. En effet, le
volume sanguin chez la souris est de 70 mL/kg. Un volume de distribution supérieur a
cette valeur indique une forte distribution dans les tissus. Ainsi la présence de la chaine
F8 induit une forte distribution que la pince du composé 6 n’induit pas. La clairance et la
distribution ne peuvent donc pas expliquer la disparition rapide du composé 6 du
compartiment plasmatique. Enfin, la liaison aux érythrocytes de ce composé est faible.
L’hypothese la plus probable serait donc que le composé 6 présente des sites de
reconnaissances enzymatiques spécifiques d’enzymes présentes in vivo uniquement

telle que 'enzyme ACE-2 et soit ainsi rapidement dégradée.

C. Conclusion du chapitre 1

Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés a I'apeline-17, un peptide de 17 acides
aminés, ligand du récepteur AP] et présentant un intérét dans divers domaines
thérapeutiques tels que le traitement des maladies cardiovasculaires ou du diabéte. Ce
peptide a été choisi pour effectuer la preuve de concept pour la stratégie FluoroPep.
Cette derniére est basée sur I'introduction d'une chaine fluorocarbonée sur le peptide.
Ainsi, l'introduction de la chaine fluorocarbonée F8 a l'extrémité N-terminale de
I'apeline a permis d’augmenter sa stabilité plasmatique de quelques minutes a plus de
24 h dans le plasma de souris in vitro. Les propriétés pharmacologiques de la F8-apeline
sont proches du peptide natif mais son activité hypotensive chez le rat normotendu est
trois fois meilleure que 'apeline a une dose 26 fois plus faible (15 nmol/kg). Ainsi la F8-

apeline présente une stabilité et une activité in vivo tres supérieures a 'apeline.

Cependant, la chaine fluorocarbonée F8 utilisée dans le cadre de la stratégie FluoroPep a
une structure chimique proche de la chaine PFOA (de la famille des chaines
fluorocarbonées longues). Cette chaine est utilisée massivement dans l'industrie lourde
et est par conséquent accumulée dans I'environnement et chez 'Homme (contamination
par les eaux). Dans le but de s’affranchir de potentiels problemes de bioaccumulation,
nous avons décidé d’entreprendre la conception, la synthése et I'évaluation d'une

alternative biocompatible a la F8-apeline.
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Dans un premier temps, nous avons donc cherché a diminuer la longueur de la chaine
fluorocarbonée. Nous avons donc entrepris une étude de I'influence de la longueur de la
chaine fluorocarbonée sur la stabilité et la pharmacologie de 'apeline. Nous avons ainsi
pu montrer que la diminution de la longueur de la chaine entrainait une diminution
importante de la stabilité plasmatique. Nous avons alors décidé d’introduire deux
chaines plus courtes (composés pince) au sein du méme peptide (avec et sans espaceur
PEG:) afin de déterminer si la présence de deux chaines permettait de pallier cette perte
de stabilité. Ces composés sous forme de pinces ont montré une stabilité supérieure a 24
h dans le plasma de souris in vitro. Nous avons donc évalué les propriétés
pharmacologiques de ces composés. Cette étude a permis de sélectionner le composé
(F4-PEG2)K(PEG2-F4)-apeline qui présente des propriétés pharmacologiques
comparables a celles de la F8-apeline. L’évaluation de sa toxicité sur les lignées
humaines HEK 293, Caco-2, HEP-G2 et sur les globules rouges a mis en évidence une
absence de cytotoxicité méme a des concentrations de 60 uM alors que la F8-apeline
entraine la mort de 18% des cellules a la méme concentration. Afin d’évaluer les
interactions non spécifiques du composé pince aux membranes cellulaires, nous avons
congu et synthétisé des dérivés fluorescents originaux obtenus par une méthode
d’acylation chimiosélective. Ces outils ont permis de montrer que le dérivé pince ne
présentait aucune interaction avec la membrane plasmique de cellules a 50 nM,
contrairement au dérivé F8-apline et surtout a la lipo-apeline (apeline fonctionnalisée
par une chaine lipidée palmitoyle généralement utilisée pour augmenter la stabilité
enzymatique des peptides). Ces résultats ont ainsi pu mettre en avant 'intérét d’utiliser
une chaine fluorocarbonée en remplacement de la chaine lipidée. Le composé (F4-
PEG2)K(PEG2-F4)-apeline n’est pas cytotoxique, ne se lie pas de fagon non spécifique aux
membranes plasmiques des cellules et n’est pas hémolytique vis-a-vis des globules
rouges jusqu’a 60 pM. Ainsi, nous avons développé une alternative au composé F8-

apeline stable, actif in vitro et biocompatible.

Dans un second temps, nous avons cherché a comprendre le mécanisme de stabilisation
induit par la chaine F8 et le motif pince (F4-PEG2)K(PEG2-F4) en utilisant les sondes
fluorescentes préparées par acylation chimiosélective. Ces sondes nous ont permis
notamment de mesurer leur capacité a interagir avec I'albumine en déterminant des
constantes de dissociations par anisotropie de fluorescence. Nous avons ainsi pu
montrer que 'augmentation de la longueur de la chaine fluorocarbonée s’accompagnait
d’'une augmentation de l'affinité pour la BSA. Ainsi, le composé pince (Kp = 10,2 + 1,41

uM) présente une affinité plus faible que la F8-apeline (Kp =2,60 + 0,19 pM) mais

93



cependant bien meilleure que celle de I'apeline (Kp > 500 pM). Ces résultats ont donc
montré que le mécanisme de stabilisation plasmatique de la méthode FluoroPep passait
probablement par une liaison a I'albumine. Afin de confirmer ce résultat, des essais de
co-cristallisation de la F8-apeline et de la (F4-PEG2)K(PEG2-F4)-apeline en présence
d’albumine humaine ont été entrepris. Les structures cristallographiques obtenues ont
montré une insertion compléte de la chaine fluorocarbonée F8 dans le site de liaison 2
de I'albumine humaine. En revanche, seule une insertion partielle d’'une unique chaine
fluorocarbonée de la pince a pu étre observée. Cette insertion partielle peut expliquer
notamment la constante de dissociation a 'albumine plus élevée pour le composé pince.
Ainsi nous avons pu confirmer que la liaison a l'albumine était le mécanisme de

stabilisation des fluoro-apelines.

Suite a ces résultats, nous avons dans un troisiéme temps évalué les propriétés
hypotensives in vivo du composé optimisé. Malheureusement, la mesure de la
diminution de la pression artérielle chez le rat normotendu a montré une absence
d’activité du composé (F4-PEG2)K(PEG2-F4)-apeline aux doses de 15 nmol/kg et de 150
nmol/kg. Ces résultats surprenants, compte tenu de la stabilité plasmatique élevée in
vitro et des propriétés pharmacologiques proches de la F8-apeline, nous ont conduits a

effectuer des études de pharmacocinétique.

Nous avons donc dans un dernier temps entrepris des études pharmacocinétiques sur
I'apeline, la F8-apeline et la (F4-PEG2)K(PEG2-F4)-apeline. Ces études ont montré une
disparition rapide du compartiment plasmatique pour l'apeline (ti,2= 0,22 + 0,05 min)
et le composé pince (ti2= 1,7 + 0,2 min). La F8-apeline présente quant a elle un temps
de demi-vie de 21 minutes. La forte clairance permet d’expliquer cette disparition
rapide pour l'apeline native. La forte distribution du composé F8-apeline permet
d’expliquer le temps de demi-vie amélioré pour ce composé. En revanche, aucun
paramétre pharmacocinétique ne permet d’expliquer le faible temps de demi-vie du
composé (F4-PEG2)K(PEG2-F4)-apeline. En effet, la clairance tout comme le volume de
distribution de ce composé sont faibles. Ainsi il est possible que le composé soit dégradé
rapidement par des enzymes présentes dans le sang circulant et/ou des tissus et
absentes dans le plasma in vitro, dans lequel le composé pince présente une stabilité de

plus de 24 h.

Pour mieux comprendre le devenir du composé pince, il serait a présent intéressant
d’'identifier et de quantifier les métabolites qui se forment et les comparer a ceux
obtenus pour I'apeline et la F8-apeline. Cela permettrait ainsi de détecter les sites de

coupure in vivo du peptide et éventuellement de stabiliser ces positions en modifiant la
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nature des acides aminés impliqués. En parallele, I'optimisation rationnelle basée sur la
structure cristallographique, de la partie s’insérant dans la poche de liaison de
I'albumine humaine pourrait étre réalisée en s’appuyant sur la modélisation

moléculaire.
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CHAPITRE 2 - EXTENSION DU CONCEPT
FLUOROPEP A D’AUTRES PEPTIDES CIBLANT
LES RCPG : EXEMPLE DE LA SPEXINE

A. Le systeme GalR/spexine et son intérét thérapeutique
1. Les récepteurs couplés aux protéines G de la galanine (GalR)

Le premier récepteur couplé aux protéines G de la galanine a été découvert en 1993 par
I'équipe du Pr. Tatemoto!%0 et a été nommé GalR1 (Galanine Receptor 1). Ce récepteur
doit son nom a son ligand endogeéne, la galanine, qui est un peptide de 29 acides aminés
(30 chez 'Homme191) et dont la structure a été déterminée en 1983192, L’équipe du Dr.
Smith a découvert, en 1997193 puis en 199819, deux récepteurs de la galanine possédant
des structures différentes de GalR1 nommés respectivement GalR2 et GalR31951%. Ces
trois récepteurs font partie de la classe A des RCPG et possédent donc des structures
similaires et notamment trois domaines distincts: extracellulaires, intracellulaires et
transmembranaires. Néanmoins, les sites de liaison de ces 3 récepteurs sont différents
et affectent la liaison a leur ligand (Figure 57). La distribution des récepteurs de la
galanine est dans les tissus du systeme nerveux central et périphériquel?7.198. Leur
présence dans des tissus périphériques a également pu étre identifiée notamment dans
les tissus cardiaques, du systéme digestif et de la peaul?. L’'implication de ces trois RCPG
a été décrite et étudiée notamment dans le cadre de l'anxiétéz00 et la
neurodégénérescence2l. De plus, les divers rdles de ces récepteurs dans des
mécanismes physiologiques périphériques ont été mis en avant (Tableau 14) et rendent

leurs études intéressantes dans un cadre thérapeutique.
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Figure 57 : Résidus clés du domaine de liaison au ligand des récepteurs GalR1, GalR2 et GalR3202,

Récepteur Effet des agonistes Effet des antagonistes
-Réduction de la libération
d’acétylcholine dans les neurones
-Anxiolytique, Antidépresseur
cardiaques (bradycardies)
-Amélioration des troubles de
-Effet anti-nociceptif dans les
GalR1 la mémoire
douleurs neuropathiques
-Facilite I'apprentissage
-Traitement de maladies du tractus
gastro-intestinal (reflux, dyspepsie)
-Effet anti-convulsif
-Effet neuro-protecteur dans les
maladies neurodégénératives
GalR2 -
-Anxiolytique, Antidépresseur
-Anti-convulsant
-Anxiolytique, Antidépresseur
-Inhibiteur de la production -Réduit la prise d'alcool
GalR3

d’ocytocine

-Diminue la sévérité des

pancréatites aigues

Tableau 14 : Mécanismes physiologiques impliquant les récepteurs GalR1, GalR2 et GalR32%3,
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En conséquence de cet intérét thérapeutique, différentes petites molécules et peptides
ligands de ces récepteurs ont été développés. Parmi les molécules développées203, le
peptide M617 est un agoniste présentant une haute sélectivité pour GalR1 (Ki = 0,23
nM) en comparaison a son affinité pour GalR2 (K; = 5,7 nM) et GalR3 (K; = 49 nM)204, Le
peptide M1153 est lui plus sélectif du récepteur GalR2 (K; = 4,98 nM) que des récepteurs
GalR1 (Ki = 1890 nM) et GalR3 (K; = 230 nM)205. Cependant, a ce jour, aucun agoniste
sélectif du récepteur GalR3 n’a été décrit. En revanche, il existe des antagonistes décrits
pour chacun des récepteurs. Le peptide M32 a été décrit comme antagoniste sélectif du
récepteur GalR1 avec une affinité (Ki) de 0.18 + 0.16 nM (Kj,carz = 2.18 + 0.48 nM et
Kicairz = 8.22 + 0.11 nM)?206, La molécule M871 est un antagoniste sélectif du récepteur
GalR2 avec une affinité de 13 nM (Kj,car1 = 420 nM et Kj,gairs = > 10000 nM)204, Enfin, la
molécule SNAP 398299 est un antagoniste sélectif de GalR3 avec une affinité de 5,3 nM
(Kicairt = > 1000 nM et Kj,garz = > 1000 nM)207. Ainsi des modulateurs de l'activité des
récepteurs de la galanine existent. Les agonistes cités ci-dessus des récepteurs de la
galanine ont cependant été développés avant 2012. Un nouveau ligand peptidique des

récepteurs de la galanine, la spexine, a depuis été découvert.

2. Le peptide spexine

La spexine (spx), également appelée Neuropeptide Q, est un neuropeptide hormone
découvert en 2007 par une méthode de criblage bio-informatique du génome humain208,
Ce peptide, constitué de 14 acides aminés, montre une homologie de séquence
significative avec le peptide galanine. Deux peptides spexines, spexine 1 et spexine 2,
présentant une forte homologie de séquence (Figure 58) ont été découverts mais seule
la spexine 1 est présente chez 'Homme20. C’est ainsi qu'en 2014, le peptide spexine a
été désorphanisé en montrant une activation des récepteurs GalR2 et GalR3209 et faisant
donc de lui un agoniste de ces récepteurs. En revanche, aucune activation du récepteur
GalR1 n’a pu étre montrée par le peptide spexine28. Tres rapidement, son étude a été
entreprise principalement dans le domaine du diabéte211.212 et de 'obésité213214, En effet,
une co-localisation de la spexine avec I'insuline a été montrée lors de la découverte de ce
peptide dans les cellules § des ilots de Langerhans chez 'Homme et le cochon?!4.
D’autres travaux mettent en avant la fonction de la spexine dans la régulation de

I’humeur?1s et de la nociception?1é,
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SPX2

SPX1

Figure 58 : Homologies de séquences des spexines 1 et 2 retrouvés chez ’'Homme (Hu), le Lézard
Anole (An), le Poulet (Ch), le Xenopus (Xe), le Cceelacanthe (Coel), le Poisson Zébre (Zf), le Médaka
(Md), 'Epinoche (St) et le Tétrodon (To)?%.

Le peptide spexine semble donc étre impliqué dans de nombreuses fonctions
biologiques (Figure 32). De par le potentiel de la spexine dans ces nombreux axes
thérapeutiques, il est intéressant de travailler sur le développement d'une spexine

comme outil thérapeutique.

Métabolisme
Diminution stockage des acides gras dans le foie
Diminution prise de calories et de poids
Augmentation oxydation des lipides
Diminution concentration de spx chez les cas

Tractus gastro-interstinal obeses Systéme Nerveux
Augmentation contraction gastrique Nociception
Augmentation mobilité de I'intestin Controle de I'appétit
Augmentation de 'expulsion du colon Dépression
Anxiété

Diminution concentration de la spx chez
les cas constipés

Fonctions de la

spexine (spx)

Endocrinien
Augmentation de la libération stéroides Cardiovasculaire et rénal
surrénales Augmentation de la pression artérielle
Diminution de la prolifération cellulaire Diminution du rythme cardiaque
dans le cortexsurrénales Homéostasie du glucose Diminution de la diurése
Diminution de la concentration de LH Augmentation de la tolérance au glucose et Augmentation de lexcrétion de sodium
dans la glande pituitaire meilleure résistance al'insuline chezles cas

diabétique (type 2)
Diminution de la concentration de spexin chez les
diabétiques de type 2
Corrélation entre les concentrations
plasmatiques de spx avec celles de I'insuline et
du glucagon

Figure 59 : Implications de la spexine dans différents axes thérapeutiques?17.

3. Le systeme GalR / spexine

Si l'activation des récepteurs GalR2 et GalR3 par la spexine a été démontrée, le

mécanisme d’activation ainsi que les aspects moléculaires de ces activations restent
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encore inconnus. Afin de mieux comprendre les résidus essentiels a l'interaction, une
étude de relation structure-activité (RSA) a été menée sur ce peptide210. La spexine
présente une capacité a activer les récepteurs GalR2 avec une ECso = 49,7 £ 5,9 nM et
GalR3 avec une ECso = 112,2 * 14,5 nM. Les peptides galanine et spexine n’ont donc pas

des sélectivités similaires vis-a-vis des récepteurs de la galanine (Figure 60).

GAL SPX

Altération du signal
d’internalisation

l du récepteur

INHIBITIION  ACTIVATION INHIBITION

Figure 60 : Activation des signalisations intracellulaires des récepteurs de la galanine par les
peptides galanine (GAL) et spexine (SPX)?15.

Cette étude de RSA a mise en avant, par le biais d’'un D-scan (étude de I'influence de la
configuration des acides aminés sur I'activation du récepteur) 'importance majeure de
trois résidus pour I'activation des récepteurs GalR2 et GalR3 (Figure 61). Ces études ont
montré que la thréonine, la tyrosine et la leucine sont indispensables pour le maintien
de l'activation des récepteurs GalR2 et GalR3. La modification de ces résidus entraine
une incapacité des composés modifiés a activer ces deux récepteurs (ECsp non

mesurables).

~ *NH
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HO:HO:HOEHO:\rHO:\(HO Ho:j/\

07 NH,

N w T P Q A M L Y L K G A Q

Perte importante de I'activation des récepteurs
Perte moyenne de 'activation des récepteurs

Perte faible de I'activation des récepteurs

Figure 61 : Identification des résidus importants de la spexine sur 'activation de GalR2 et GalR3.
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Nous pouvons noter que ces résidus essentiels a I'activation du récepteur sont communs
avec la séquence de la galanine (Figure 62). Les résidus 6, 12 et 14 induisent une perte
moyenne de l'activité avec des ECso comprises entre 77 et 1230 nM pour GalR2 et des
ECso comprises entre 316 et 1412 nM pour GalR3. Enfin, les résidus 2 et 4 induisent une
perte faible de cette propriété d’activation des récepteurs GalR2 (ECso comprises entre
97 et 100 nM) et GalR3 (ECso comprises entre 112 et 138 nM). Ainsi, les premieres

données sur 'importance structurale de la spexine ont été obtenues.

Gal (Hu): GWTLNS AGYLL GPH
Spx (Hu):NWTPQAMLYLKGAQ

Figure 62 : Comparaison des séquences de la galanine humaine (Gal (Hu)) et de la spexine humaine
(Spx (Hu))et résidus communs (rose)?%.

Comme explicité précédemment, le systeme GalR / spexine a montré un role important
dans de nombreuses pathologies du systéme nerveux central comme des organes
périphériques. Les propriétés de la spexine ont été étudiées dans le domaine du
métabolisme218219 et de I'axe diabete/obésité220.221, Cependant, son importance dans le
domaine de la modulation de la nociception et de la douleur reste a approfondir. En
effet, peu d’études portent sur lactivité de la spexine dans ces aires
thérapeutiques?16222223 et le potentiel de la spexine dans ce domaine reste a étre

exploré.

Ainsi, dans le but de développer des outils thérapeutiques dérivés de la spexine, une
évaluation de sa stabilité plasmatique est indispensable. En ce sens, I'activité de la
spexine et de ses dérivés (modifiés en partie N-Terminale) sur GalR2 dans du sérum
humain a été mesurée?10. La demi-vie de I'activité de la spexine dans ce modéle est de 2
h. Cette étude met en avant l'augmentation de cette demi-vie en introduisant un
groupement fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) (ti/2 = 2,9 h) ou une fonction actétyle en
partie N-Terminale du peptide (ti/2 = 4,9 h) sans perte d’activité sur GalR2. Elle montre
également que la modification des résidus 1, 2 et 4 par des acides aminés D permet
d’augmenter cette activité dans le sérum (entre 6 h et 8,8 h)210. De par ces résultats
encourageants, le développement d'une spexine stable et active semble étre prometteur.
C’est pour cela que nous avons choisi ce peptide, encore peu étudié, pour étendre le

concept FluoroPep mis au point au laboratoire précédemment.
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B. Conception, synthese et évaluation biologique de fluoro-

spexines

4. Résultats préliminaires (These du Dr. Lucie Esteoulle)
a. Stabilisation de la spexine par introduction d’une chaine
fluorocarbonée

La conception et la synthése de la fluoro-spexine ont été entrepris afin d’étendre le
concept FluoroPep. Ces travaux ont mis en avant l'intérét d’introduire la chaine
fluorocarbonée F8 en partie N-terminale du peptide. Ainsi, la F8-spexine (Figure 63) a
été synthétisée sur support solide en stratégie Fmoc/tBu. L’utilisation d’'une résine Rink
Amide a été nécessaire pour la spexine et ses dérivés afin d’obtenir une fonction

carboxamide a I'’extrémité C-terminale.
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Figure 63 : Structure de la F8-spexine.

L’efficacité fonctionnelle sur le récepteur GalR2 (ECso obtenues aprés dosage du calcium
intracellulaire) a été évaluée au sein de I'équipe du Dr. Fréderic Simonin par Valérie
Utard (ESBS, Illkirch). Cette activité fonctionnelle a été mesurée sur le récepteur GalR2
en raison de l'efficacité supérieure de la spexine sur ce récepteur en comparaison avec le

récepteur GalR3. La stabilité plasmatique a également été évaluée (Tableau 15).

Peptide Rdt (%) ECso GalR2 (nM) t1/2 (min)*
Spx 31 95+13 56+5
F8-spx 16 6,2+0,9 432+ 6

*plasma de souris, 0,25 uM

Tableau 15 : Caractérisation de la spexine et du fluoro-peptide F8-spexine.

Ainsi, la F8-spexine a montré une activité fonctionnelle 15 fois supérieure a celle de la

spexine native. Il est possible que la présence de la chaine fluorocarbonée entraine une
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meilleure liaison du peptide au récepteur. Cette amélioration importante de l'activité
fonctionnelle a été accompagnée d’'une augmentation de la stabilité plasmatique d’'un
facteur 7. Ainsi la présence de la chaine fluorocarbonée a permis d’améliorer a la fois
I'activité fonctionnelle et la stabilité plasmatique. Ces résultats tres prometteurs ont

mené a une évaluation de l'activité in vivo de ce composé.

b. Evaluation in vivo de la F8-spexine (administration

intracérébroventriculaire)

L’activité in vivo de la spexine et de la F8-spexine a été évaluée dans un modele de souris
inflammatoires au sein du laboratoire du Dr. Fréderic Simonin par le Dr. Glenn-Marie Le
Coz (Figure 64). Pour cela, leur activité apres administration intracérébroventriculaire,
a été évaluée chez des souris naives. Le temps de retrait de la queue de I'eau a 47 °C a
été mesuré afin de déterminer la réponse analgésique induite par les peptides
administrés. Ces résultats intéressants ont mis en avant un effet analgésique de la
spexine a 10 nmol/kg. La F8-spexine a un effet similaire mais a une dose 10 fois
inférieure de 1 nmol/kg. Ainsi la présence de la chaine F8 permet également une

augmentation importante de |'effet analgésique in vivo.

16 16

15 1 Spx 15 F8-spx

e 3
£ nmol/kg i

13 I 0,1 nmol/kg 13 ’I ¥ 0,01 nmol/kg

Temps de retrait de la
queue de I'eau (s)

Temps (min)

Figure 64 : Effet analgésique de la spexine et F8-spexine aprés administration
intracérébroventriculaire.

L’introduction de la chaine fluorocarbonée F8 dans la séquence de la spexine a donc
permis a la fois d’augmenter la stabilité plasmatique du peptide et son activité
fonctionnelle in vitro et in vivo en comparaison avec la spexine. Nous nous sommes alors
demandés si la spexine et ses dérivés fluorocarbonés présentaient également un effet

analgésique apres une administration périphérique.
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C. Evaluation in vivo de la F8-spexine (administration

intrapéritonéale)

L’activité centrale intéressante des fluoro-spexines, apres administration
intracérébroventriculaire, nous a conduits a évaluer leur potentielle activité en
périphérie (Figure 65). Pour cela, leur activité apres administration intrapéritonéale sur
un modele de douleur inflammatoire a été mesurée. L’inflammation est provoquée par
une injection de CFA (Freund's Complete Adjuvant). Ce mélange lipidique induit une
réponse immunitaire et induit une inflammation généralisée. Le temps de retrait de la
queue de I'eau a 47°C a été mesuré afin de déterminer la réponse analgésique induite

par les peptides administrés.

*  Spx 11,6 pmol/kg

124 F8-spx 9,1 umol/kg
¥ F8-spx 0,91 umol/kg
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Figure 65 : Effet analgésique de la spexine (Spx) et F8-spexine (F8-spx) aprés administration
intrapéritonéale.

Pour avoir un temps de retrait de la queue de 'eau de 6 secondes, la dose de spexine
nécessaire est de 11,6 umol/kg. Le méme résultat est obtenu pour la F8-spexine mais a
une dose de 0,91 pmol/kg. Ainsi l'effet analgésique suite a une administration
intrapéritonéale de la F8-spexine est similaire a la spexine a des doses 10 a 100 fois
moindres que celle-ci. Ces résultats in vivo ont donc montré le potentiel analgésique de
la F8-spexine apres administration de la molécule en périphérie. Suite a 'obtention de
ces résultats trés intéressants nous avons décidé de travailler sur différents axes autour

de la spexine.

Dans un premier temps, nous avons souhaité comprendre quel était le réle de la chaine
dans la stabilité plasmatique observée. En effet, cette derniére est augmentée mais ne
permet pas d’obtenir une stabilité plasmatique supérieure a 24 h comme dans le cas de

I'apeline. Ainsi il est possible que le mécanisme de stabilisation ne soit pas la liaison a
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I'albumine. Nous avons donc pensé que la chaine F8 pouvait protéger le peptide de
certaines enzymes. Nous avons donc dans un premier temps effectué des études
d’identifications de métabolites de la spexine et de la F8-spexine. Nos objectifs suivants
sont d’étudier l'influence de la longueur et du nombre de chaines fluorocarbonées sur la
stabilité plasmatique et l'activité du peptide. Ensuite, nous nous intéresserons au
développement d’une fluoro-spexine plus soluble afin d’améliorer les rendements de
synthese, de faciliter les études pharmacologiques et biologiques. Enfin, les composés
optimisés les plus prometteurs seront évalués in vivo dans un modele de douleur

inflammatoire.

5. Analyse des métabolites de la spexine et F8-spexine dans le plasma de

souris

La spexine est un peptide encore peu étudié. Si ses fonctions biologiques commencent a
étre de plus en plus comprises et décrites, son devenir dans l'organisme I'est peu. Nous
nous sommes intéressés a la formation des métabolites de la spexine dans le plasma de
souris. Cette étude a deux objectifs. Le premier est de comprendre quels sont les sites de
coupures de la spexine dans le plasma. Le deuxieme est de comprendre si, pour la F8-
spexine, l'introduction de la chaine fluorocarbonée induit une protection partielle ou
totale du peptide vis-a-vis de la dégradation enzymatique. Les métabolites de la spexine
n’ayant jamais été décrits, une premiére incubation de celle-ci dans le plasma de souris a
une concentration élevée de 25 pM a été réalisée. La détection des composés a été
réalisée par spectrométrie de masse. Les résultats de cette expérience nous ont montré
que plusieurs métabolites étaient formés dans le plasma (Figure 66). Une analyse plus
précise avec une méthode d’analyse spécifique (mode de quantification en LC-MS) a
chaque composé potentiellement présent dans le plasma a ensuite été effectuée a la
concentration de 0,25 pM (Figure 67). Par cette méthode d’identification précise, nous
avons pu confirmer que les métabolites N11K, N10L, N9Y, N8L et N7M sont formés dans
le plasma de souris. Les résultats de cette étude indiquent également que chaque

métabolite formé possede des cinétiques d’apparition et de disparition différentes.
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Figure 66 : Structures des métabolites de la spexine observés dans le plasma de souris a 25 uM.

Le deuxieme objectif de cette analyse de métabolites était de comprendre le role de la
chaine fluorocarbonée F8 dans I'augmentation de la stabilité plasmatique et notamment
si la présence de la chaine permettait de protéger certains sites de coupure identifiés

avec la spexine.
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Figure 67: Formation au cours du temps des métabolites dérivés de la spexine dans le plasma de
souris a 0,25 uM.

La F8-spexine a été incubée dans du plasma de souris. Les métabolites recherchés pour
ce composé sont des analogues fluorocarbonés des métabolites détectés pour la

spexine : F8-N11K, F8-N10L, F8-N9Y, F8-N8L et F8-N7M (Figure 68). La détection a été
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réalisée par spectrométrie de masse avec une méthode d’analyse non quantitative.
L’analyse initiale de la formation de métabolites a partir de la F8-spexine a montré la
détection de masses correspondantes aux métabolites F8-N10L, F8-N9Y, F8-N8L, F8-
NIM. Le seul composé attendu qui n’a pas été détecté par spectrométrie de masse a la
concentration de 0,25 pM est le métabolite F8-N11K. A cette concentration, une
cinétique d’apparition et de disparition des métabolites n’a pas été possible. En effet, le
signal observé est continuellement croissant jusqu’a 24 h. Deux hypotheses pourraient
expliquer cette observation. Soit les métabolites formés présentent une stabilité de
plusieurs jours dans le plasma et ils se forment continuellement. Soit des molécules
plasmatiques possédant des masses similaires aux métabolites cherchés sont détectés

avec cette méthode non spécifique.
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Figure 68 : Formation des métabolites dérivés de la F8-spexine dans le plasma de souris a 0,25 uM.

Afin de comprendre ces résultats, des échantillons a 0,25 pM ont été lyophilisés puis
repris dans un volume faible permettant de les concentrer et ainsi d’augmenter le signal.
Les résultats obtenus ayant été similaires aux précédents (Figure 41), une incubation de
la F8-spexine a 25 uM dans le plasma pendant 24 h a été effectuée. Cette étude a
confirmé la présence des métabolites suivants dans le plasma : F8-N8L et F8-N7M. Ainsi
les composés qui ont pu étre observés dans le plasma sont les métabolites les plus
courts. La présence de la chaine fluorocarbonée F8 en partie N-terminale pourrait donc
protéger les sites de coupure K11-G12, L10-K11 et Y9-L10. Le signal observé
précédemment est donc probablement une détection non spécifique. Afin de confirmer
cette hypothese, la synthése de tous les métabolites dérivés de la F8-spexine devra étre

effectuée et une analyse quantitative devra étre réalisée.

En parallele de cette étude, nous avons initié la synthese de nouveaux dérivés

fluorocarbonés de la spexine. L’objectif est d'une part de comprendre l'influence de la
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longueur de la chaine fluorocarbonée sur la stabilité et I'efficacité de la spexine. D’autre

part nous souhaitions développer une fluoro-spexine stable, active et biocompatible.

6. Développement de dérivés de la spexine stables, actifs et biocompatibles

Dans le but de développer une fluoro-spexine biocompatible, la synthése puis les
évaluations pharmacologiques de différents dérivés de la spexine ont été entreprises.

Plusieurs longueurs de chaines ainsi que des motifs pinces ont été évalués.

a. Synthése des dérivés de la spexine

L’évaluation d’'une chaine plus courte que dans le chapitre précédent a été entreprise
(composé 24). En effet, 'augmentation de la stabilité plasmatique n’était pas aussi
drastique avec l'introduction de la chaine fluorocarbonée F8 sur le peptide spexine (ti,2
de 56 min a 432 min) en comparaison au peptide apeline (de 7 min a plus de 24 h). La
diminution de la longueur de la chaine fluorocarbonée pourrait ne pas avoir d’'impact
aussi important que sur le peptide apeline. La spexine et ses dérivés ont été synthétisés

sur support solide. La résine utilisée est la Rink Amide (Schéma 8).

Pour cette série de composés, différentes chaines fluorocarbonées (composés 24 a 27),
motifs fluorocarbonés sous forme de pinces (composés 28 et 29) et également 2 chaines
hydrocarbonées (composés 30 et 31) ont été introduits manuellement apres obtention
du peptide précurseur Fmoc-spexine supporté (Schéma 8). Ce peptide précurseur a lui-
méme été synthétisé par SPPS assistée par micro-ondes sur un synthétiseur CEM Liberty
Blue. Pour les composés 28 et 29, un résidu Fmoc-Lys(Fmoc)-OH a été introduit. Cela
permet d’obtenir la forme de pince. Pour les composés 28 et 29, la derniére étape de
synthese est 'introduction de deux chaines fluorocarbonées en présence de HATU. Pour
les composés 24 a 27 et 30, la derniére étape de synthése est I'introduction d’'une chaine

fluorocarbonée ou lipidée en présence de HATU.
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Conditions et réactifs : (a) 20% pipéridine dans DMF, 2x10 min; (b) Fmoc-AA(P)-OH du groupement R (3
éq.), HBTU (2,9 éq.), DIEA (6 éq.); (d) Chaine fluorocarbonée ou lipidée (3 éq.), HATU (2,9 éq.), DIEA (6 éq.);
(d) TFA/Phenol/Thioanisole/Ethanedithiol/H20 (82,5/5/5/2,5/5), 2 h 30; (e) CLHP en phase inverse.

Schéma 8 : Synthéses des composés 23 a 30.

Apres coupure des peptides de la résine en milieu acide et purification du brut par

CLHP, les composés 23 a 30 ont été obtenus avec une pureté supérieure a 95%. Leur

identité a été confirmée par analyse par spectrométrie de masse. Les temps de rétention

ainsi que les rendements des composés 23 a 30 ont été réunis dans le Tableau 16.
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Composé Nom R Rdt (%)  tr(min)**

23 Spx H 31 3,98
24 F1-spx e, 26 4,46
25 F4-spx Phel A 23 5,06
26 F6-spx W 21 5,48
27 F8-spx UL, 16 5,85

FFFFFFFF

RFRF

28 (F4)K(F4)-spx 1\* 15 5,85

29 (F6)K(F6)-spx 17 6,63

o
30 LlO-SpX \/\/\/\/\)J\* 26 5,45
** gradient linéaire de 5% a 100% d’acétonitrile en 7 min sur une colonne C18

Tableau 16 : Structures, rendements et temps de rétentions des composés 23 a 30.

Les rendements de synthése des composés portant un groupement R en partie N-
terminale du peptide (composés 24 a 30) sont compris entre 16% et 26% et sont donc
plus faibles que pour le peptide natif 23 (31%). De plus, nous pouvons observer que
I'augmentation de la longueur de la chaine fluorocarbonée entraine une diminution du
rendement. En effet, le peptide possédant la chaine la plus courte (composé 24) a un
rendement de 26% et est le plus proche du composé 22 (31%). Les composés 25 (23%),
26 (23%), 27 (16%) ont une chaine fluorocarbonée de plus en plus longue et des
rendements décroissants. Les composés 28 et 29, possédant une pince fluorocarbonée,
présentent eux des rendements respectifs de 15% et 17% approchant ceux du composé
27 (16%). Ainsi lI'introduction des motifs pince n’entraine pas une difficulté de synthese
supplémentaire en comparaison avec 'introduction de la chaine F8 sur la spexine. Enfin,
le composé 30 possédant la chaine hydrocarbonée L10, analogue hydrocarboné de la
chaine F8, présente un rendement de 26% supérieur au composé 27 (16%).
L’introduction de cette chaine hydrocarbonée permet donc d’obtenir un rendement
similaire a celui du composé 24 (26%) possédant la chaine fluorocarbonée la plus

courte. Ainsi l'introduction de la chaine hydrocarbonée de longueur équivalente a la
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chaine F8 permet d’obtenir de meilleurs rendements de synthese que ceux obtenus pour

cette chaine fluorocarbonée.

Concernant les temps de rétention, les composés 24 a 27 ont des temps de rétention
croissants. Nous pouvons donc observer une augmentation du temps de rétention (4,46
min, 5,06 min, 5,48 min, 5,85 min) avec 'augmentation de la longueur de la chaine
fluorocarbonée (F1, F4, F6, F8). Le composé 28, possédant un motif pince constitué de
chaines F4 présente un temps de rétention similaire au composé 27. En revanche,
I'introduction de la pince possédant des chaines F6 (composé 29) entraine, en
comparaison avec la pince possédant des chaines F4, une augmentation du temps de
rétention de 5,85 min a 6,63 min. Ainsi le remplacement des chaines F4 (composé 28)
par les chaines F6 dans le motif pince entraine une réelle augmentation du temps de

rétention et donc de ’hydrophobie du peptide.

Suite a la synthese et la caractérisation de ces composés, leurs activités fonctionnelles et
leurs stabilités plasmatiques ont été évaluées. Nous pourrons ainsi comprendre quelle
est 'influence de la nature du groupement R introduit sur les activités fonctionnelles et

les stabilités plasmatiques des dérivés de la spexine.

1. Etude de I'influence de la longueur de la chaine et du nombre de chaines

fluorocarbonées sur l'activité fonctionnelle et la stabilité plasmatique

i) Evaluations des activités fonctionnelles

L’activité fonctionnelle sur le récepteur GalR2 a été évaluée comme précédemment pour
les composés 23 a 30 par Valérie Utard (Tableau 17). Les résultats de I'évaluation
fonctionnelle des fluoro-spexines ont montré que pour le composé 24, l'activation du
récepteur est similaire a la spexine (88 + 28 nM). La longueur de la chaine F1 n’est donc
pas suffisante pour améliorer I'activité fonctionnelle. En revanche pour le composé 25,
I'ECs0 est améliorée (14,3 + 2,7 nM). La chaine fluorocarbonée F4 est donc la longueur de
chaine minimale pour améliorer I'efficacité in vitro de la spexine. Concernant les autres
fluoro-spexines linéaires 26 et 27, I'efficacité est comparable et respectivement de 5,5 *
2,4 nM et 6,2 £ 0,9 nM. Nous avons donc pu trouver un composé portant une chaine

fluorocarbonée plus courte que la F8 et possédant une efficacité in vitro similaire.
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Spexine

R -NH-N-W-T-P-Q-A-M-L-Y-L-K-G-A-Q-NH:

Composé Nom ECso GalR2 (nM) ti/2 (min)*
23 Spx 95 +13 565
24 F1-spx 88 + 28 52+2
25 F4-spx 14,327 168 + 48
26 F6-spx 55+2,4 342+ 6
27 F8-spx 6,2+0,9 432+ 6
28 (F4)K(F4)-spx 22+6,0 239 +22
29 (F6)K(F6)-spx 10,3+3,4 > 1440 (55%**)
30 L10-spx 6,7 £ 3,6 3647

*plasma de souris, 0,25 uM
**pourcentage de peptide restant dans le plasma apres 24 h

Tableau 17 : Activité fonctionnelle in vitro et temps de demi-vie plasmatiques de la spexine et des
fluoro-spexines.

Le composé 30 et son homologue fluorocarboné (composé 27) présentent une activité
fonctionnelle similaire. Ainsi, parmi les composés linéaires, il serait intéressant
d’évaluer les stabilités plasmatiques pour les composés 25 a 27 et 30. L’évaluation du
composé 24 en stabilité plasmatique a également été réalisée afin de le comparer au
composé 25. Concernant les composés sous forme de pinces 28 et 29, ils présentent des
ECso comparables (respectivement 22 + 6,0 nM et 10,3 + 3,4 nM). De plus, ces valeurs
sont proches de celle du composé 27. Ces deux composés seront donc également
évalués en stabilité plasmatique. Pour toutes ces raisons, nous avons décidé d’évaluer

les stabilités plasmatiques des composés 23 a 30.

ii) Evaluations des stabilités plasmatiques

Les premiers essais de stabilité plasmatique ont été effectués a 5 uM, concentration
classiquement utilisée sur la plateforme TechMed ou les expériences ont été réalisées.
Les résultats de ces évaluations de stabilité plasmatique pour les composés 24 a 30
n’étaient pas exploitables. En effet, l'aspect des courbes de diminution des
concentrations au cours du temps étaient biphasiques avec d’abord une diminution
rapide de la concentration en fonction du temps, suivie d’'une phase beaucoup plus lente
pour laquelle le composé semblait quasiment stable. Ce type de courbe, est

113



classiquement observé lors d’études pharmacocinétiques in vivo du fait de la
décroissance rapide de la concentration lors de la phase de distribution, suivie par une
diminution plus lente correspondant a la phase d’élimination. Ce type de courbe suit un
modele bicompartimental qui ne peut étre observé dans le plasma (unique
compartiment de I'incubation). Ces résultats peuvent s’expliquer par une hétérogénéité
du milieu d’incubation. Nous avons alors émis I'hypothese d’une précipitation des
fluoro-spexines dans le plasma. En effet, 'incorporation d'une ou plusieurs chaines
fluorocarbonées (intrinséquement hydrophobes) induit une augmentation importante

de I'hydrophobie.

Afin d’étudier cette hypothese, des stabilités plasmatiques ont été effectuées a plusieurs
concentrations pour le composé 26 (Figure 69). Les courbes aux concentrations les plus
élevées (5 uM et 25 pM) mettent en avant deux cinétiques de dégradations distinctes. La
diminution de la concentration a 1 pM permet de se rapprocher d’une cinétique de
dégradation de premier ordre avec une allure quasiment mono-exponentielle. Ce

e

phénoméne est donc corrélé a la concentration de fluoro-spexines incubées dans le

plasma.
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Figure 69 : Stabilités plasmatiques du composé 26 a différentes concentrations dans le plasma de
souris.
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Ainsi nous avons pu confirmer qu’a des concentrations supérieures a 1 pM, les fluoro-
spexines s’organisent ou s’agregent dans le plasma. Par conséquent, toutes les stabilités
plasmatiques pour les dérivés de la spexine ont été effectuées a 0,25 pM. A cette
concentration, la décroissance est de nouveau mono-exponentielle et les temps de demi-

vie ont pu étre déterminés pour les fluoro-spexines (Tableau 17).

La stabilité des composés 23 et 24 sont similaires indiquant que l'introduction de la
chaine F1 n’est pas suffisante pour induire une augmentation de la stabilité dans le
plasma. Les composés 24 a 27 présentent une longueur de chaine fluorocarbonée
croissante ainsi qu'un temps de demi-vie plasmatique croissant (52 + 2 min a 432 + 6
min). L’augmentation de la longueur de la chaine fluorocarbonée peut donc étre corrélée
a 'augmentation du temps de demi-vie. Cependant, la différence entre les temps de
demi-vie des composés 26 (342 * 6 min) et 27 (432 +* 6 min) indique que

I'augmentation de la stabilité plasmatique n’est pas linéaire.

Pour les composés sous forme de pince, la comparaison des peptides 28 et 29 indique
que la longueur de la chaine fluorocarbonée introduite au niveau de la pince est
primordiale pour la stabilité plasmatique. En effet, le passage des chaines F4 (239 + 22
min) aux chaines F6 (> 1440 min) induit une augmentation drastique du temps de demi-
vie. Enfin, le composé 30 (364 * 7 min) présente une stabilité plasmatique plus faible
que son analogue fluorocarboné (432 + 6 min) mais proche du composé 26 (342 = 6
min). Ainsi, les composés 26, 27, 29 et 30 présentent la combinaison d’une activité
fonctionnelle et d'une stabilité plasmatique améliorée. IIs ont donc été choisis pour des

études de toxicité (pouvoir hémolytique et de liaison aux érythrocytes).

Cependant, 'ensemble des études réalisées (analyse des rendements, des temps de
rétention et difficultés lors de I'évaluation de la stabilité plasmatique) mettent en avant
le caractére hydrophobe marqué de ces composés. Afin d’améliorer ce critére,
I'introduction d’'un motif solubilisant a été envisagé. En effet, cela permettrait de faciliter
les synthéses mais surtout de rendre les composés compatibles avec des études in vivo
(solubilité, homogénéité lors des administrations, études pharmacocinétiques)

nécessaires pour le développement de composés thérapeutiques.

2. Conception d’une fluoro-spexine hydrosoluble

Les rendements de synthése faibles obtenus avec le composé 27 (F8-spexine) ont été

imputés au caractére hydrophobe de la spexine et exacerbée par l'introduction de la
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chaine fluorocarbonée F8. La faible solubilité de la F8-spexine (12 = 3 pM) rend
également difficile ses évaluations in vitro et in vivo. Afin de déterminer si la diminution
de la taille de la chaine fluorocarbonée a une influence sur la solubilité, celle-ci a été
mesurée pour le composé 26 (F6-spexine) a été mesurée. La solubilité de ce composé
est de 12 = 3 pM. La diminution de la longueur de la chaine n’a donc pas permis
d’augmenter la solubilité. Aussi, afin d’améliorer les rendements de synthése de ce
dérivé et augmenter sa solubilité aqueuse, il a été envisagé l'introduction d’un linker
peptidique solubilisant (arginine-glycine-arginine, RGR) entre la chaine fluorocarbonée
et le peptide. Ainsi, la F8-RGR-spexine a été synthétisée sur support solide comme
précédemment décrit pour la F8-spexine. Comme le montre le Tableau 18, le peptide a
été obtenu avec un rendement isolé de 27%, un rendement proche de celui de la spexine
native (31%) et supérieur a celui de la F8-spexine (16%). D’autre part, comme attendu,
la solubilité du composé a été améliorée d’'un facteur 40 (469 = 115 uM). Ainsi
I'introduction du linker RGR a permis d’augmenter le rendement de synthése ainsi que

la solubilité.

Peptide Rdt (%)  ECso GalR2 (nM)  ti2 (min)*  Solubilité (uM)
Spx 31 95+13 56+5 >1000
F8-spx 16 6,2+0,9 432+ 6 12 =3
F8-RGR-spx 27 15,6 + 2,7 384 12 469 = 115

*plasma de souris, 0,25 pM

Tableau 18 : Comparaison des peptides spexine, F8-spexine et F8-RGR-spexine.

Apres avoir amélioré la synthése et la solubilité, il fallait vérifier l'influence de
I'introduction du linker RGR sur l'activité fonctionnelle du peptide et également sa

stabilité dans le plasma.

L’activité fonctionnelle sur le récepteur GalR2 de la F8-RGR-spexine (15,6 + 2,7 nM) a
montré une activité meilleure que la spexine native (95 * 13 nM) et proche de la F8-
spexine (6,2 + 0,9 nM). Pour le composé F8-RGR-spexine, I'amélioration importante de
'activité fonctionnelle par rapport a la spexine a été accompagnée d'une augmentation
de la stabilité plasmatique (ti/2= 384 + 12 vs 56 + 5 min). Il est intéressant de noter que
cette stabilité est légérement inférieure (48 min) a celle de la F8-spexine. Ainsi
I'introduction du motif RGR a permis d’augmenter les rendements de synthése, la
solubilité aqueuse du fluoro-peptide. L’activité fonctionnelle et la stabilité plasmatique
de la F8-RGR-spexine sont proches de celles mesurées pour la F8-spexine.
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Ces résultats tres positifs suite a cette optimisation nous ont menés a étudier I'influence
de la longueur et du nombre de chaines fluorocarbonés pour les dérivés de la RGR-

spexine.

3. Développement de dérivés de la RGR-spexine stables, actifs et

biocompatibles

a. Synthése des dérivés de la RGR-spexine

Les dérivés de la RGR-spexine ont été synthétisés sur support solide comme les dérivés
de la spexine précédemment décrits. L’objectif de cette étude est d’obtenir des dérivés
plus solubles que la spexine afin de faciliter leurs syntheses, purifications et évaluations
pharmacologiques in vitro et in vivo. Comme le montre la figure 70, les groupements R
introduits sur les dérivés de la RGR-spexine sont les mémes que pour la spexine a
I'exception des composés 37, 39 et 41. En effet, des pinces portant des PEG (composés
38 et 40) ainsi que la chaine hydrocarbonée L15 (composé 41) ont été évaluées.
L’introduction des motifs PEG, doit permettre d’améliorer encore la solubilité du
composé tout en apportant de la flexibilité au niveau de la chaine fluorocarbonée et ainsi
faciliter les interactions avec 'albumine.
Ao
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Figure 70: Structure des composés 31 a 41.

La synthése sur support solide du peptide précurseur Fmoc-RGR-spexine a été réalisée a
partir d'une résine Rink Amide sur un synthétiseur CEM Liberty Blue assistée par micro-
ondes. Pour les composés 37 et 39, une lysine (Fmoc-Lys(Fmoc)-OH) a été introduite.
Cela permet d’obtenir la forme de pince. Un motif PEG; a ensuite été couplé pour les
composés 37 et 39 aprés déprotection des deux amines (alpha et epsilon) de la lysine
introduite précédemment. Enfin, la derniére étape de synthése est l'introduction des
deux chaines fluorocarbonées en présence de HATU. L’introduction des groupements R,
correspondant uniquement a une chaine fluorocarbonée ou lipidée, pour les composés
32 a 35, 40 et 41, a été effectuée en présence de I'agent de couplage HATU également.

L’avancement des couplages effectués manuellement a été suivi par les tests
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colorimétriques Kaiser et TNBS. Aprés coupure des peptides de la résine en milieu acide
et purification du brut par CLHP, les composés 31 a 41 ont été obtenus avec une pureté
supérieure a 95%. Leur identité a été confirmée par analyse par spectrométrie de masse.
Les temps de rétention ainsi que les rendements des composés 31 a 41 ont été réunis

dans le Tableau 19.

Spexine

R -NH-R-G-R-N-W-T-P-Q-A-M-L-Y-L-K-G-A-Q-NH:

Composé Nom R Rdt (%) tr(min)**
22 Spx : il 3,98
31 H-RGR-spx H 37 3,69
32 F1-RGR-spx e, 34 3,88
33 F4-RGR-spx E O 38 4,26
34 F6-RGR-spx i, 36 4,55
35 F8-RGR-spx ES S ON W 27 4,85

FFFFFFFF

RFRF

36 (F4)K(F4)-RGR-spx WWYK 45 4,87

(F4-PEG)K(PEG,-F4)- WN“W
37 % 42 4,85
RGR-spx NP .

E N/\/O\/\O/\n,NH
FFFF H o

RFRFRF

38 (F6)K(F6)-RGR-spx H\* 38 5,46

RFRFRF

FWNH
e

F FFFF o}

e f RFRF o

(F6-PEG,)-K(PEG2-F6)- 7 7% 7% % N/\’o\/\o/IN

39 o i 44 5,43
RGR-spx e S
40 L10-RGR-spx o 26 4,85
\/\/\/\/\)’\*
41 L15-RGR-spx PO UUS 24 4,99

*

** gradient linéaire de 5% a 100% d’acétonitrile en 7 min sur une colonne C18

Tableau 19 : Structures, rendements et temps de rétentions des composés 31 a 41.
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Les rendements de synthese de ces composés ont été obtenus en considérant le
chargement de la résine Rink Amide utilisée a 0,42 mmol/g. Enfin, les temps de
rétention, qui refletent I'hydrophobie relative des composés entre eux, ont été
déterminés par CLHP avec un gradient d’acétonitrile dans I'’eau. Ainsi, plus le temps de
rétention est faible, moins la proportion en acétonitrile pour éluer le composé est

importante et donc moins le composé est hydrophobe.

Les rendements de synthese de ces composés sont compris entre 26 % et 45 %. Les
rendements les plus faibles (entre 24 et 26 %) sont observés pour les composés 35, 40
et 41. Ces composés sont ceux portant la chaine fluorocarbonée la plus longue et les
deux chaines hydrocarbonées. Ces rendements peuvent étre expliqués par la nature
hydrophobe des chaines F8 et hydrocarbonées. Ces chaines peuvent s’agréger et rendre
la purification plus difficile et aboutir ainsi a des rendements plus faibles. Il est a noter
que les rendements de synthese obtenus pour les composés possédant un motif pince
sont supérieurs a celui obtenu pour la spexine. Cela montre 'efficacité de I'introduction
du linker solubilisant pour I'obtention de ces dérivés avec de bons rendements malgré

leur caractere hydrophobe.

Nous pouvons observer que, comme attendu, I'introduction du motif RGR (composé 31)
induit une diminution du temps de rétention en comparaison a la spexine (composé 23),
confirmant le role du linker dans I'augmentation de I'hydrophilie du peptide. Nous avons
également pu observer que les motifs fluorocarbonés sous forme de pinces portant des
chaines fluorocarbonées F4 (composés 36; tr = 4,87 min et 37; tr = 4,85 min)
présentaient des temps de rétention proches du composé 35 (tr = 4,85 min) portant la
chaine F8. En revanche, la présence des motifs pinces portant des chaines
fluorocarbonées F6 (composés 38; tr = 5,46 min et 39; tr = 5,43 min) entraine une
augmentation du temps de rétention en comparaison au composé 35. Ces résultats
montrent que la présence des pinces portant des chaines fluorocarbonées F4 n’entraine
pas une augmentation de 'hydrophobie de la molécule en comparaison au composé
portant la chaine F8. A I'inverse, les pinces portant des chaines fluorocarbonées F6 sont

plus hydrophobes que le composé modifié par la chaine F8.

Une fois les composés synthétisés et caractérisés, leur activité fonctionnelle et leur

stabilité plasmatique ont été évaluées.

b. Etude de l'influence de la longueur de la chaine et du nombre de

chaines fluorocarbonées sur la spexine
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i) Evaluation de l'activité fonctionnelle des dérivés

fluoro-RGR-spexines

Comme précédemment décrit, 'activité fonctionnelle est déterminée par la mesure de la
production d’ions Ca?* intracellulaire (Tableau 20) par Valérie Utard. Cette réponse
représente la capacité du composé testé a activer le récepteur GalR2 et a induire la

réponse biologique associée.

Composé Nom ECso GalR2 (nM)  ti/2 (min)*
23 Spx 95+13 56+5
31 H-RGR-spx 407 £ 136 4+0,8
32 F1-RGR-spx 278 + 15 9,8+0,3
33 F4-RGR-spx 65 +3 12+0,4
34 F6-RGR-spx 13+2 65+ 4
35 F8-RGR-spx 15,6 +2,7 384 +12
36 (F4)K(F4-RGR-spx 67 +14 179 %10
37 (F4-PEG2)K(PEG2-F4)-RGR-spx 283 +61 -

38 (F6)K(F6)-RGR-spx 10+ 3 1215+ 18
39 (F6-PEG2)K(PEG2-F6)-RGR-spx 72 %2 5341
40 L10-RGR-spx 17,4+ 2,5 392
41 L15-RGR-spx 21329 -

*plasma de souris, 0,25 uM

Tableau 20: Activité fonctionnelle et temps de demi-vie plasmatique des composés 31 a 41.

L’évaluation de l'activité fonctionnelle des fluoro-RGR-spexines a montré une activité
meilleure que la spexine pour les composés 33 a 36, 38 et 40. La chaine courte
(composés 32) ne permet pas d’obtenir une efficacité similaire a la spexine (278 nM
contre 95 nM, respectivement), au minimum, la chaine F4 (composé 33) est nécessaire
pour maintenir cette activité fonctionnelle comme dans le cas des dérivés ne possédant
pas le linker solubilisant. L’analogue hydrocarboné du composé 35 (composé 40) a
également été évalué. Son ECsg est similaire a celle mesurée pour le composé 35 (17 nM
vs 15 nM). Ce résultat montre que la présence des fluors n’est pas essentielle pour

améliorer 'activité du peptide. En revanche, l'introduction d’'une chaine hydrocarbonée
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plus longue telle qu'un groupement palmitoyle (C16) sur le peptide (composé 41)
entraine une diminution de I'ECso (213 nM). L’introduction de la chaine L15 n’est donc

pas compatible avec une amélioration de I'efficacité in vitro.

Concernant les fluoro-RGR-spexines sous forme de pince, le composé 38 avec 2 chaines
F6 présente une meilleure ECso que le composé 36 avec 2 chaines F4 (10 nM vs 67 nM).
Par contre, I'introduction d’'un motif PEG; entre la chaine fluorocarbonée et le peptide
(composés 37 et 39) entraine une diminution de lefficacité des peptides en

comparaison avec leurs analogues sans PEG d’'un facteur 4 et 7, respectivement.

En conclusion de cette étude, nous avons pu montrer que pour maintenir une activité
similaire a la spexine, il fallait introduire au minimum la chaine F4 et que pour les
composés sous forme de pince, la présence du motif PEG n’est pas favorable a une
efficacité optimale. Ainsi, les composés 34, 35 et 38, dont les ECso respectives sont de 13
nM, 15 nM et 10 nM, présentent une meilleure efficacité que la spexine (95 nM). A ce
stade, nous avons donc réussi a augmenter la solubilité d’'une part tout en maintenant
une efficacité meilleure que la spexine. Suite a I'étude de l'activité fonctionnelle, la
stabilité plasmatique des composés présentant une ECso similaire ou meilleure que celle

de la spexine a été évaluée.

ii) Evaluations des stabilités plasmatiques

La stabilité plasmatique des composés optimisés a été évaluée dans le plasma de souris
a 0,25 pM. La disparition du composé au cours du temps a été mesurée par
spectrométrie de masse. Pour les composés modifiés par une seule chaine
fluorocarbonée, les résultats (Tableau 15) montrent que les dérivés ayant une chaine
fluorocarbonée de longueur inférieure a la chaine F8 (peptides 31 a 34) ont une stabilité
plasmatique équivalente ou inférieure a celle mesurée pour la spexine. Pour les
composés 32 a 33, le temps de demi-vie mesuré est méme inférieur a celui de la spexine.
Pour expliquer ce résultat, nous avons fait I'hypothése que des sites de coupures
enzymatiques supplémentaires étaient présents avec notamment l'introduction du motif
solubilisant RGR. Afin de confirmer cette hypothése, une étude de la dégradation des

composés 33 a 35, présentant une différence de stabilité plasmatique significative, a été

menée.

Le composé 33 possédant une chaine fluorocarbonée et présentant une stabilité faible

(ti2 = 12 min) a dans un premier temps été incubé dans le plasma de souris afin de
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déterminer quels étaient les sites de coupure enzymatique principaux (Figure 71).

L’analyse LC-MS de cette incubation a montré que le métabolite principal formé était la

spexine.
HoN NH HN NH, NH,
H\N? TH Oy -NH2 s OH )
NH
RN H\'HJ)L"OHOEHOEHO&HO N
o o H, O ron \T/ \T/ :L
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Figure 71 : Site de clivage principal de la F4-RGR-spexine (compos 33) é dans le plasma de souris.

Les incubations des composés 34 et 35, plus stables (ti;z = 65 et 384 min,
respectivement), ont été ensuite réalisées afin de comparer les cinétiques d’apparitions
de la spexine lors de la dégradation plasmatique des peptides précurseurs. L’analyse en
masse de cette incubation a également mis en avant la formation de la spexine.
Cependant les vitesses d’apparition et de disparition de ce métabolite sont différentes
selon les composés et peuvent étre corrélés avec les temps de demi-vie décroissants des
composés 35, 34 et 33 (Figure 72). Le composé 35, possédant le temps de demi-vie le

plus long présente, en effet, le signal d’apparition de la spexine le plus faible.

14000

12000

©
= 10000
g .
2 8000 Spx (composé 33)
% 6000 — Spx (composé 34)
G .
g 4000 — Spx (composé 35)
c
= 2000

0

0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Temps (min)

Figure 72 : Formation de la spexine a partir des fluoro-RGR-spexines 33 a 35 dans le plasma de
souris.

Ces résultats tendent a montrer qu’il est nécessaire d’introduire une chaine F8 en partie
N-terminale du peptide pour protéger le site de coupure R-N du linker. La mesure du
temps de demi-vie des dérivés pinces montrent que I'introduction d’'une seconde chaine
fluorocarbonée permet d’améliorer la stabilité du peptide et de protéger le site de
coupure R-N du linker. En effet, pour le composé 36, l'introduction d’'une deuxieme

chaine F4 conduit a une amélioration d’un facteur 15 de la stabilité plasmatique. La
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méme tendance est observée avec les composés 38 et 39 pour lesquels I'ajout d’'une
deuxiéme chaine F6 permet une augmentation du temps de demi-vie d'un facteur 18.
Par contre, I'introduction d’'un motif PEG, entre les chaines F6 de la pince et le peptide
entraine une perte d'un facteur 2 de la stabilité en comparaison au composé 38. La
présence du motif PEG, favorise donc la dégradation enzymatique du peptide. La
meilleure stabilité est obtenue pour le dérivé pince F6 sans PEG (peptide 38) qui
présente un temps de demi-vie de 1215 * 18 min soit une amélioration d'un facteur 22

par rapport a la spexine native.

Ainsi, 'unique fluoro-RGR-spexine possédant des chaines fluorocarbonées plus courtes
que la chaine F8 permettant d’allier une stabilité plasmatique élevée et une activité
fonctionnelle meilleure que la spexine est le composé 38. Ce composé a donc été
sélectionné pour évaluer son efficacité in vivo. Cependant, avant d’effectuer cette
évaluation, nous avons décidé d’entreprendre des études de toxicité telles que

I’évaluation du pouvoir hémolytique et de la capacité de liaison aux érythrocytes.

4. Evaluation du pouvoir hémolytique

Le pouvoir hémolytique de certains dérivés de la spexine a été évalué. Pour cette étude,
un composé des catégories suivantes a été choisi: fluoro-RGR-spexine, fluoro-spexine,
lipo-spexine. Afin d’avoir des composés ayant une structure proche, nous avons choisi

les composés 27,30 et 35 (Tableau 21).

Composé Nom
23 Spx
27 F8-spx
30 L10-spx
35 F8-RGR-spx

Tableau 21 : Formation de la spexine a partir des fluoro-RGR-spexines 33 a 35 dans le plasma de
souris.

L’évaluation du pouvoir hémolytique (Figure 73) des composés sélectionnés a mis en
avant les propriétés d’hémolyse importantes du composé 30 (L10-spexine) des 3,75 uM
et une hémolyse des GR du composé 27 a partir de 15 uM. Par contre, la spexine
(composé 23) et F8-RGR-spexine (composé 35) n’induisent aucune hémolyse jusqu’a 60

uM. 11 est possible que la chaine lipidée se lie fortement aux membranes cellulaires
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induisant ainsi une déstabilisation de la membrane et donc potentiellement une rupture

de celle-ci.

Pouvoir hémolytique dans le PBS
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Figure 73 : Evaluation des propriétés hémolytiques des composés 23, 27, 35 et 30 dans le PBS.

L’utilisation d’'une chaine fluorocarbonée en comparaison de la chaine hydrocarbonée
est donc un avantage vis-a-vis du pouvoir hémolytique. Par conséquent le composé 30
présentant une capacité hémolytique a de faibles concentrations a été éliminé des
composés a évaluer in vivo. La comparaison des capacités hémolytiques des composés
27 et 35 indique que la présence du motif RGR (composé 35) induit une diminution de
I'hémolyse. Il est donc possible que I'hydrophobie du composé 27 supérieure en

comparaison au composé 35 soit responsable de cette propriété hémolytique.

La mesure de l'activité hémolytique a été menée dans un tampon ne contenant pas
d’albumine. Nous nous sommes alors demandé si, en présence d’albumine, le pouvoir
hémolytique des composés était modifié. Afin d’évaluer l'influence de la BSA sur ce
critere, les expériences ont été réalisées a nouveau en présence de 1% de BSA. Ainsi,
nous avons constaté qu’en présence de BSA (Figure 74), les composés 23 et 35 ne
présentaient toujours aucun caractere hémolytique. Pour les composés 27 et 30, qui
sans albumine présentaient un caractere hémolytique respectivement a partir de 15 et
3,75 pM, aucune hémolyse n’a pu étre observée jusqu’a 60 pM en présence de BSA. Cela
met en avant une protection des GR vis-a-vis de ’hémolyse. Ces résultats tendent a
montrer que les composés 27 et 30 se lient a 'albumine en induisant par conséquent
une protection des GR. En effet, si ces composés se lient a la BSA, ils ne sont plus
disponibles pour lyser les cellules du sang. Ainsi de fagon indirecte, nous avons pu
mettre en avant une interaction des composés 27 et 30 avec la BSA. La mise en évidence
de cette interaction est importante car I'albumine est la protéine la plus représentée
dans le plasma. Cette liaison a I'albumine et aux autres protéines plasmatiques a un effet
sur la durée d’action d'une substance pharmacologique.
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Figure 74 : Evaluation des propriétés hémolytiques des composés 23, 27, 35 et 30 dans le PBS / 1%
BSA.

Les propriétés pharmacocinétiques et pharmacodynamiques d’'un composé peuvent
également étre affectées par la liaison aux cellules du sang et plus précisément les
érythrocytes. C'est pourquoi cette liaison a été caractérisée pour l'ensemble des

composés optimisés.

5. Evaluation des propriétés de liaison aux érythrocytes

L’accumulation potentielle de composés dans les érythrocytes doit étre mesurée car elle
peut entrainer une hématotoxicité. De plus, une forte liaison aux globules rouges (GR)
peut donner lieu a une mauvaise interprétation des données obtenues lors d’études
pharmacocinétiques, généralement obtenues par la mesure de concentrations
plasmatiques. Une évaluation de la liaison aux érythrocytes des dérivés de la spexine
intéressants pour une évaluation de l'activité in vivo a été réalisée. Ainsi, la liaison des
composés 23, 26, 27, 29 et 38 aux érythrocytes a été déterminée (Tableau 22). Un
composé décrit pour se lier fortement aux érythrocytes (le Méthazolamide) ainsi qu’'un
composé se liant trés peu aux érythrocytes (le Vérapamile) ont été également évalués
afin d’obtenir des contrdles sur cette étude. Le coefficient de partage sanguin calculé
représente le rapport de la concentration retrouvée dans le compartiment cellulaire des
érythrocytes divisé par la concentration retrouvée dans le compartiment plasmatique.
Ainsi, plus le rapport est élevé, plus la liaison aux érythrocytes est élevée. Cette étude a
mis en avant une faible liaison aux érythrocytes des composés 34 et 37 (rapport
inférieur a 1). Nous pouvons remarquer que ces composés présentant les plus faibles
liaisons aux érythrocytes sont les composés possédant le motif solubilisant RGR. La

spexine (composé 22) et le composé 25 montrent, eux, une liaison moyenne aux
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érythrocytes avec un coefficient de partage sanguin proche de 1. Ce résultat indique que

I'introduction de la chaine F6 sur la spexine n’induit pas une liaison aux érythrocytes

spécifique.
Composé Nom Coefficient de partage sanguin  Solubilité (uM)
23 Spx 1.4+ 0.2 >1000
26 F6-spx 1.4+ 0.6 7+2
27 F8-spx 20+ 2 12 £3
29 (F6)K(F6)-spx 10,3+ 3,4 <10 uM
35 F8-RGR-spx 0.7+ 0.3 469 £ 115
38 (F6)K(F6)-RGR-spx 0.6 £ 0.1 -
- Verapamile 0.2+ 0.1 -
- Methazolamide 29 +4 -

Tableau 22 : Coefficient de partage sanguin des composés 23, 26, 27, 29, 35 et 38.

Nous avons alors pu constater que les composés qui se lient le plus fortement aux
érythrocytes sont les plus hydrophobes. Les composés 27 et 29 se lient fortement aux
érythrocytes avec un coefficient de partage sanguin supérieur a 10. Ces résultats
indiquent que ces deux composés se lient 10 fois (composé 29) et 20 fois (composé 27)
plus aux érythrocytes qu’ils ne sont présents en solution dans le compartiment
plasmatique. Il est cependant intéressant de noter que dans le cas de I'apeline, le peptide
F8-apeline (composé 4) ne se lie pas intensément aux érythrocytes (0.9 + 0.3). Cela
indique que la présence de la chaine F8 n’est pas responsable a elle seule de la liaison
aux érythrocytes importante du composé 27. La nature du peptide influe donc
également sur cette liaison. L’utilisation des érythrocytes comme moyen de transport224
des composés dans le sang ou encore comme moyen d’administration225226 de composés
bioactifs est décrite. Cependant, cette liaison doit étre caractérisée et maitrisée. La
liaison non spécifique aux érythrocytes peut, elle, engendrer des problémes de
biodisponibilité et ainsi influer sur I'accumulation dans certains compartiments et par
conséquent sur l'activité biologique. En effet, la dose administrée n’est plus la dose
disponible si les composés sont fortement liés aux érythrocytes. Il est donc important de
retenir cette propriété des composés 27 et 29 lors des expériences de

pharmacocinétiques.
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Apres ces différentes propriétés in vitro caractérisées, nous avons décidé d’évaluer les

propriétés in vivo des fluoro-peptides optimisés 26, 29 et 38.

6. Evaluation de l'activité biologique in vivo des fluoro-RGR-spexines et

fluoro-spexines optimisées dans un modéle douleur

L’activité biologique de la fluoro-RGR-spexine 38 ainsi que des fluoro-spexines 26 et 29
ont été évaluées dans un modéle murin de douleur aprés administration par voie
intrapéritonéale (Figure 75). Ces composés optimisés ont été choisis car ils présentent
une efficacité et une stabilité ex vivo intéressantes ainsi que des chaines plus courtes que
la chaine F8 et donc moins susceptibles d’étre bioaccumulées. Afin de pouvoir comparer
les résultats des composés optimisés 26, 29 et 38, le composé 27 a été administré
comme référence. Les souris ont été, au préalable, traitées avec du CFA afin d’induire
une inflammation. La mesure de I'effet analgésique des composés évalués en mesurant
le temps que mettent les souris a retirer la queue de I'eau préalablement chauffée a
47°C. Trois doses ont été évaluées pour ces quatre composés. Le temps de retrait de la
queue de 'eau a été représenté en fonction du temps. Le CFA a été injecté 3 jours avant
les composés pour que la douleur inflammatoire se développe a son maximum. Les
composés ont été administrés aux différentes doses a J3 aprés mesure du temps de
retrait de la queue de I'eau des souris sous inflammation (CFA ]3). Ces expériences ont
été effectuées par le Dr. Glenn-Marie Le Coz au sein du laboratoire du Dr. Frédéric
Simonin. Des mesures ont été effectuées a différents temps le jour de 'injection (30 min,
1h,2h,3h 4h,6h, 8h)etles jours suivants (J4 et ]5). Pour chaque composé, les
courbes de doses réponses ainsi que les aires sous la courbe des activités sur 'ensemble
de la période de mesure (AUC totale) sont indiquées. Afin de faciliter la comparaison des

AUC totales, elles ont également été réunies dans le Tableau 23.
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Figure 75 : Evaluation de l'activité in vivo des composés 26 (orange), 27 (gris), 29 (bleu) et 38
(vert) et AUC (aires sous la courbe) des quatre composés a chaque dose, de la référence a 0,9
umol/kg (gris) et des animaux traités au CFA uniquement (rouge) dans un modéle de douleur
inflammatoire aprés administration intrapéritonéale.
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AUC totale moyenne (u.a.)

Composé Nom
0,3 pumol/kg 0,9 umol/kg 2,7 uymol/kg
26 F6-spx 7 34 30
27 F8-spx 14 37 26
29 (F6)K(F6)-spx 14 27 27
38 (F6)K(F6)-RGR-spx 5 32 26

Tableau 23: Moyennes des AUC totales de l'efficacité in vivo des composés 26, 27, 29 et 38.

Globalement nous pouvons observer que les composés optimisés 26, 29 et 38
présentent des effets analgésiques comparables en termes de puissance et de durée. Ces
paramétres sont d’ailleurs comparables au composé de référence 27. Le pic d’analgésie
est observé a 3 h apres I'administration des quatre composés. De plus, nous pouvons
observer que le retour a l'hyperalgésie basale (groupes d’animaux traités au CFA

uniquement) est observé apres 2 jours pour I'ensemble des composés.

A la dose de 0,3 pmol/kg, les composés 26 (7 u.a.) et 38 (5 u.a.) montrent des AUC
totales comparables et plus faibles que les composés 27 (14 u.a.) et 29 (14 u.a.). Ainsi a
la dose la plus faible, les composés 27 et 29 semblent plus efficaces que les composés 26

et 38.

Afin de déterminer si la différence de puissance observée est dépendante de la dose,
nous I'avons augmentée a 0,9 pmol/kg. A cette dose, les quatre composés présentent des
puissances plus élevées qu’a la dose de 0,3 pmol/kg. A 0,9 pmol/kg, l'intensité des
réponses analgésiques sont similaires pour les quatre composés en prenant en compte
I'erreur statistique (27 u.a. < AUC < 37 u.a, Tableau 24). Les composés 26, 27, 29 et 38
présentent également une cinétique d’analgésie similaire. Nous avons donc encore

augmenté la concentration administrée aux animaux.

A la dose de 2,7 pumol/kg, les quatre composés évalués présentent des efficacités
similaires. En revanche, nous pouvons observer une diminution globale de 'efficacité de
tous les composés (26 u.a. < AUC < 30 u.a) en comparaison a la dose de 0,9 umol/kg (27
u.a. < AUC < 37 u.a). De plus, a cette dose la cinétique d’analgésie pour les composés 26,
27 et 38 est différente en comparaison aux doses de 0,3 umol/kg et 0,9 pmol/kg. Cela
indique une modification de I'efficacité des fluoro-peptides 26, 27 et 38 a la dose la plus
élevée. Seul le composé 29 présente une cinétique d’analgésie similaire aux trois doses

évaluées.
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Composé Nom ECso GalR2 (nM) ti/2 (min)*

26 F6-spx 5,5 + 2,4 342+ 6

27 F8-spx 6,2+ 0,9 432+6

29 (F6)K(F6)-spx 10,3 3,4 > 1440 (55%**)
38 (F6)K(F6)-RGR-spx 10 + 3 1215+ 18

*plasma de souris, 0,25 uM
**pourcentage de peptide restant dans le plasma apres 24 h

Tableau 24: Caractérisation in vitro des composés 26, 27, 29 et 38.

Ces résultats indiquent donc que, a la dose la plus faible, les composés 27 et 29 sont plus
actifs que les composés 26 et 38. Cependant l'activité fonctionnelle in vitro vis a vis du
récepteur GalR2 des quatre composés est similaire (tableau 20). Cette différence
d’efficacité analgésique des composés entre eux pourrait s'expliquer par une différence
d'activité de ces composés vis a vis du récepteur GalR3. En effet, la spexine est
également tres active sur le récepteur GalR3 qui pourrait également étre impliqué dans
la modulation de la nociception. Par conséquent, si les activités fonctionnelles des
composés 27 et 29 sont plus faibles pour le récepteur GalR3 que les composés 26 et 38,
les différences de puissances a 0,3 pmol/kg pourraient étre expliquées. Aux doses plus
élevées, une saturation des deux récepteurs GalR2 et GalR3 pourrait expliquer 'activité
comparable des quatre composés. La mesure in vitro de la capacité d’activation du
récepteur GalR3 des composés 26, 27, 29 et 38 pourrait donc étre effectuée pour

expliquer cette observation.

L’augmentation de la dose permet de retrouver une activité in vivo comparable des
quatre composés (0,9 pmol/kg). Cela indique que la différence de stabilité plasmatique
observée in vitro n’influe pas sur l'efficacité des produits in vivo. En effet, les composés
29 et 38 présentent une stabilité plasmatique proche de 24 h. Une activité prolongée de
ces deux composés aurait donc été attendue in vivo. Les résultats indiquent pourtant une
cinétique similaire des trois composés. Il est donc possible que le mode d’administration
induise une diffusion lente dans la circulation sanguine empéchant ainsi de voir les
conséquences de cette différence de stabilité plasmatique. L’autre option est la

formation rapide de métabolites qui sont tout aussi actifs que le composé de départ

En revanche, a la dose la plus élevée de 2,7 pmol/kg, les quatre composés présentent
globalement une diminution de I'efficacité in vivo. Il est possible que cette observation
soit corrélée a un probleme lors de l'injection: adsorption des fluoro-peptides aux

plastiques (seringue notamment). Afin d’essayer de répondre a ces questions et de
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mieux comprendre |'effet maximal observé a 3 h ainsi que l'effet prolongé sur plusieurs
jours pour l'ensemble des composés, des études pharmacocinétiques ont été

entreprises.

7. Etudes pharmacocinétiques

Les études pharmacocinétiques permettent de déterminer dans un modele in vivo
différents aspects tels que: le temps de demi-vie plasmatique, la clairance et la
distribution. Afin de déterminer ces caractéristiques, le composé est dosé a différents
temps dans le sang et quantifié par spectrométrie de masse. Les propriétés analgésiques
des composés 26, 27, 29 et 38 étaient comparables aux doses de 0,9 pmol/kg. Dans le
but de corréler I'efficacité des composés dans un modeéle de douleur inflammatoire chez
la souris et les propriétés de pharmacocinétiques, le composé de référence 27 a dans un
premier temps été évalué (Figure 76). L’évolution de la concentration plasmatique chez
la souris a 4,5 pmol/kg a été déterminée pour ce composé (Figure 76). La concentration
au temps 0 min a été indiquée a une concentration nulle en raison du mode
d’administration. En effet, une administration intrapéritonéale implique, contrairement
a une administration intraveineuse, une concentration de composé nulle dans le plasma

al'injection.
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Figure 76 : Evolution de la concentration plasmatique du composé 27 chez la souris apreés une
administration intra-péritonéale a 4,5 umol / kg.

Cette étude a permis de déterminer les parametres pharmacocinétiques du composé 27
(Tableau 25). Le temps de demi-vie plasmatique du composé 27 in vivo est de 101 + 7
min avec une concentration maximale (Cmax) de 0,2 pM atteinte des 30 min (tmax). Ces
résultats conduiraient a une activité maximale de ce composé a 30 min avec une
diminution progressive de l'effet jusqu’a une disparition complete du composé de la

circulation sanguine. Cependant, l'effet analgésique maximal observé a 2 h de ce
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composé indique une activité du fluoro-peptide plus longue que le temps de demi-vie. Il
est donc possible qu'un métabolite issu du composé 27, et dont le temps de demi-vie est

significativement supérieur a celui-ci, soit responsable de I'activité observée.

Parametres pharmacocinétiques du composé 27

t1/2 (min) 101+ 7
Clairance (mL/min/kg) 115+ 21
Volume distribution (mL/kg) 16810 + 4192
Cmax (LM) 0,2
tmax (min) 30

Tableau 25 : Paramétres pharmacocinétiques du composé 27.

Concernant les autres parametres de pharmacocinétique, la valeur de la clairance (115
+ 21 mL/min/kg) est tres élevée. En effet, une clairance élevée chez la souris
correspond a une valeur de 70 mL/min/kg. Le composé serait donc éliminé rapidement
de l'organisme. Enfin, I'analyse du volume de distribution indique également une
distribution trés importante du composé dans les tissus. En effet, un volume de
distribution élevé correspond a un volume supérieur au volume sanguin de 'animal. Le
volume sanguin moyen d’une souris est de 70 mL/kg. Pour le composé 27, le volume de
distribution obtenu est de 16810 + 4192 mL/kg. Le composé se distribuerait donc

massivement dans les tissus.

Globalement ces résultats indiquent que le composé 27 est éliminé trés rapidement de
I'organisme et distribué fortement dans les tissus. Ces observations contradictoires avec
I'effet analgésique prolongé observé peuvent étre expliqués par la forte liaison aux
érythrocytes que présente ce composé (coefficient de partage sanguin 20 + 2). En effet,
si le composé est fortement lié aux cellules sanguines, celui-ci ne sera pas retrouvé dans
le compartiment plasmatique lors des analyses de spectrométrie de masse. Ainsi, la
caractérisation in vitro nous a permis de comprendre les résultats des études
pharmacocinétiques étudiées. En effet, sans le coefficient de partage sanguin, des
conclusions erronées telles qu'une élimination et une distribution dans les tissus tres
importantes, auraient pu étre tirées. Seul le parametre du temps de demi-vie ne peut
actuellement étre corrélé avec l'activité in vivo observée. Afin de comprendre si un

métabolite peut étre responsable de l'effet analgésique prolongé observé, il est
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important d’entreprendre leur synthése et leur quantification in vitro et in vivo. Ce

travail est en cours au laboratoire.

C. Conclusion du Chapitre 2

Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés a la spexine, un peptide découvert en
2014, ligand des récepteurs GalR2 et GalR3 et présentant un intérét dans divers
domaines thérapeutiques. Ce peptide de 14 acides aminés et de nature hydrophobe a été
choisi pour ses propriétés analgésiques peu étudiées. La stratégie de stabilisation
FluoroPep a été appliquée a ce peptide et le fluoro-peptide F8-spexine a été synthétisé.
Le temps de demi-vie de ce fluoro-peptide est de 432 min. La stabilité plasmatique de la
spexine a donc été augmentée d'un facteur 8. Ce peptide a également montré une
efficacité in vivo sur un modele de douleur inflammatoire de 10 a 100 fois meilleure que
pour la spexine. Au vu de ces résultats extrémement prometteurs, nous avons décidé de
travailler sur des dérivés de la spexine fluorocarbonés stables, solubles, actifs et

biocompatibles.

Pour cela nous avons dans un premier temps étudié l'influence de la longueur de la
chaine fluorocarbonée et du nombre de chaines sur I'activité fonctionnelle des peptides
vis-a-vis de GalR2, leur stabilité plasmatique et leur toxicité. Ainsi nous avons pu
montrer la longueur de chaine fluorocarbonée minimale nécessaire pour obtenir une
amélioration de l'activité fonctionnelle est la chaine F4. Les composés sous forme de
pince ainsi que le composé présentant une chaine hydrocarbonée (L10) ont montré des
activités fonctionnelles améliorées et proches de la F8-spexine. Nous avons alors évalué
les stabilités plasmatiques de tous les composés. Cette étude a montré que la stabilité
plasmatique augmentait avec la longueur de la chaine fluorocarbonée. La chaine L10
permet également de stabiliser la spexine de maniére similaire a la chaine F6. Pour les
composés sous forme de pince, seul la pince possédant des chaines F6 présente une
stabilité plasmatique optimale. Trois composés ont donc montré des propriétés
intéressantes : F6-spexine, (F6)K(F6)-spexine et L10-spexine. Nous avons ensuite évalué
la toxicité des composés qui a mis en avant le pouvoir hémolytique de la L10-spexine. Ce
composé a donc été éliminé pour I'étude in vivo. Nous avons donc retenu deux composés
actifs, stables et biocompatibles pour des évaluations in vivo : la F6-spexine (composé

25) etla (F6)K(F6)-spexine (composé 29).
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Dans un deuxiéme temps, nous avons cherché a améliorer la solubilité des fluoro-
spexines afin de faciliter leur synthese et purification mais également leur évaluation in
vitro et leur biodisponibilité in vivo. Pour cela, le motif RGR solubilisant a été introduit
afin d’augmenter le rendement de synthese et la solubilité des fluoro-peptides. Pour les
dérivés portant le motif RGR, les rendements de synthese sont similaires a celui de la
spexine alors que ceux-ci sont plus faibles pour la série de composés sans linker. D’autre
part la solubilité de la F8-spexine et de la F8-RGR-spexine a été mesurée et nous avons
observé une augmentation d'un facteur 8 de la solubilité pour le composé avec linker.
Nous avons pu montrer que lintroduction du RGR a donc permis d’'une part
d’augmenter le rendement de synthese mais également la solubilité. La présence de ce
linker solubilisant est donc justifiée dans le cas de la spexine. Suite a la synthese de ces
composés, les stabilités plasmatiques ainsi que les évaluations fonctionnelles in vitro ont
été mesurées. L’activité fonctionnelle de plusieurs composés étaient intéressantes mais
seul le composé pince (F6)K(F6)-RGR-spexine a montré une activité fonctionnelle
améliorée et une stabilité plasmatique optimale. De plus, ces études ont mis en avant
I'apparition d’un site de clivage sur cette série de composés en raison de l'introduction
du tri-peptide RGR. Ainsi seul le peptide (F6)K(F6)-RGR-spexine (composé 37) a été

choisi pour des études in vivo.

Dans un troisiéme temps, les dérivés optimisés (F6-spexine, (F6)K(F6)-spexine et
(F6)K(F6)-RGR-spexine) ont été évalués in vivo sur le modele de douleur inflammatoire.
L’effet analgésique de ces trois nouveaux composés est similaire au composé de
référence (F8-spexine) avec une efficacité maximale a 3 h a 0,9 pmol/kg. Ainsi nous
avons développé trois composés alternatifs a la F8-spexine présentant des chaines

fluorocarbonées plus courtes que la chaine F8.

Enfin, afin de mieux comprendre la relation entre I'activité in vivo des fluoro-spexines et
leur devenir dans l'organisme, la pharmacocinétique du composé de référence F8-
spexine (composé 27), a été évaluée chez la souris. Ces résultats ont mis en avant une
demi-vie plasmatique in vivo de 101 min. Ces résultats n’ont pas pu étre corrélés avec
'activité maximale observée a 3 h. Ainsi un autre phénomene explique I'effet maximal
décalé. L’étude de la liaison des dérivés de la spexine aux érythrocytes a montré que le
composé 27 était le seul a se lier 20 fois plus aux cellules du sang qu’a étre sous forme
circulante dans le compartiment plasmatique (coefficient de partage sanguin = 20 + 2).
Il est donc possible qu'une quantité importante du composé 27 soit liée aux cellules du
sang et, en conséquence, ne soit pas retrouvé dans le plasma suite aux prélevements lors

de I'étude pharmacocinétique. L’autre hypothese est que 'un des métabolites de ce
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fluoro-peptide soit actif et que ce soit son activité qui soit maximale a 3 h. Afin d’évaluer
cette hypothése la synthese des métabolites du composé 27 ainsi que leurs

quantifications in vivo doit étre effectuée.

A présent, afin de conclure que les composés 26, 29 et 38 sont de réelles alternatives au
composé 27, de sélectivité sur les récepteurs GalR2 et GalR3 devront étre effectuées.
Cela permettra de confirmer que lintroduction des motifs portant des chaines
fluorocarbonées plus courtes n’influe pas sur la sélectivité des composés vis-a-vis du
récepteur. Si les fluoro-peptides optimisés lors de cette thése ont une sélectivité sur
GalR2 et GalR3 comme la spexine et la F8-spexine, des études complémentaires devront
étre réalisées pour déterminer l'activation de quel récepteur est responsable de l'effet
analgésique. En complément des études in vivo réalisées, la caractérisation en

pharmacocinétique des trois composés optimisés évalués in vivo doit étre effectuée.

De plus, la stabilité plasmatique des composés synthétisés varie en fonction de la
longueur de la chaine fluorocarbonée ainsi que le motif pince introduit. Cette variation
est cependant moins importante que ce qui a pu étre observé avec les peptides dérivés
de l'apeline. A la différence de I'apeline, I'hydrophobie de la spexine et de ses dérivés n’a
pas permis d’utiliser des sondes fluorescentes pour déterminer l'affinité de ces
composés pour l'albumine par anisotropie de fluorescence. Si les résultats de
I'expérience de pouvoir hémolytique en présence de BSA laissent penser qu’une liaison a
I'albumine est possible, elle reste a prouver. Afin de comprendre le mécanisme de
stabilisation plasmatique des dérivés de la spexine, il est important d’effectuer des
expériences complémentaires. L’albumine présente des tryptophanes dans sa structure
et ceux qui sont a la surface de la structure émettent une fluorescence caractéristique.
Des expériences d’extinction de fluorescence du tryptophane en présence de dérivés de
la spexine pourraient étre réalisées227.228, Cela permettrait de confirmer une liaison et

potentiellement déterminer une constante de liaison a I'albumine.
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CHAPITRE 3 - CONCEPTION D’UN TRIPEPTIDE
FLUOROCARBONE (TPF¢) AFIN
D’AUGMENTER LA STABILITE PLASMATIQUE
DE PEPTIDES ET PERMETTRE LA SYNTHESE
DES FLUORO-PEPTIDES PAR
BIOCONJUGAISON

A. Contexte de I’étude

1. Introduction

La synthése de fluoro-peptides a précédemment été effectuée sur support solide. Cette
approche est la plus rapide puisqu’elle permet d’introduire la chaine ou le motif
fluorocarboné directement sur le peptide et n’avoir ainsi qu’une unique étape de
coupure et purification. En revanche, cette méthode n’est applicable qu’aux peptides
courts et peu hydrophobes. La synthese de fluoro-protéines par exemple ne peut étre
envisagée qu’en solution car l'introduction d'une chaine fluorocarbonée sur support
solide entraine une précipitation de la fluoro-protéine rendant la purification
impossible. De plus, la synthése de fluoro-peptides de nature hydrophobe entraine une
diminution des rendements de synthese en raison des purifications difficiles (séparation
du fluoro-peptide des sous-produits également fluorocarbonés). Nous avons pu
observer les limitations de la synthése sur support solide pour la synthese des fluoro-
peptides, notamment avec la F8-spexine (Chapitre 2, tableau 18), peptide plus
hydrophobe que l'apeline par exemple. L’objectif de I'étude présentée dans ce chapitre
est de concevoir un tripeptide fluorocarboné (TPFc), capable de se lier a I'albumine et
qui pourrait étre conjugué en solution a un peptide ou une protéine afin d’augmenter

leur solubilité et leur stabilité dans le plasma.

2. Stratégies utilisées
La stratégie de synthése des fluoro-peptides en solution est basée sur une réaction de

bioconjugaison entre un peptide, pré-purifié et totalement déprotégé, et un TPFc. Parmi

les différentes méthodes de bioconjugaison existantes229230231 nous avons choisi
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d’utiliser la réaction de cycloaddition 1,3 catalysée par le cuivre entre un alcyne et un
azoture (Figure 77).

TPFc

Fc-AA-AAyAAg}—= Ny Peptide ou protéine |

Bioconjugaison en solution

N

=N
Fc- AA1 'AAz'AA3 \ ’L

\{ Peptide ou protéine }

Figure 77 : Stratégie de synthése des fluoro-peptides en solution.

Afin de concevoir un TPFc capable de se lier a I'albumine, nous allons mettre a profit
I'essai d’anisotropie de fluorescence développé dans le chapitre 1 qui permet de
mesurer la liaison d'un fluoro-peptide fluorescent a I'albumine. Ainsi, cet essai va
permettre d’évaluer rapidement l'influence de la nature du TPFc sur les propriétés de

liaison a I'’albumine.

Le TPFc comporte 1) une chaine fluorocarbonée (Fc); 2) un tripeptide (TP) possédant
des acides aminés chargés qui va permettre d’augmenter la solubilité dans I'’eau du TPFc
tout en contribuant a la liaison de celui-ci a I'albumine ; 3) une fonction alcyne pour
permettre au TPFc de réagir en solution avec les peptides et/ou protéines. Ainsi, cette
stratégie pourrait permettre de développer un TPFc « universel », original et brevetable

capable d’augmenter la stabilité des peptides/protéines quelque soit leur nature.

Pour atteindre notre objectif, nous avons dans un premier temps développé un modele
TPFc fluorescent qui va nous permettre de quantifier la liaison du TPFc a I'albumine et
ainsi optimiser ses propriétés, en jouant notamment sur la nature des acides aminés du
tripeptide. Un heptapeptide acylé fluorescent capable de se lier a l'albumine a
récemment été décrit dans la littérature232. La capacité de ce peptide a se lier a
I'albumine a été mesurée par anisotropie de fluorescence. Nous pourrons de la méme

maniére évaluer la capacité de nos TPFc fluorescents a se lier a 'albumine.

Une fois cette séquence définie, la réactivité du TPFc sera évaluée en présence du
peptide spexine. Pour cela, le TPFc sera introduit par réaction de click en solution. Enfin
les propriétés physico-chimiques du TPFc-spexine ainsi que 'activité fonctionnelle du
dérivé seront évaluées. Enfin, en parallele de cette étude, la synthese d’'un acide aminé
neutre a pH physiologique sera développé.
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B. Conception et synthese de TPFc fluorocarbonés

hydrosolubles cationiques et anioniques

1. Mise en place d’'un modéle fluorescent

Afin de faciliter le développement de ce TPFc et d’évaluer ses propriétés de liaison a
I'albumine, 1'azido-peptide a dans un premier temps été remplacé par un modeéle

fluorescent (Figure 78).

Fc- AA-AA>-AA3 = N3~[ Motif fluorescent J

\ Bioconjugaison en solution

N—_

~N
Fo- AA-AA-AA (|

\[ Motif fluorescent J

Figure 78 : Utilisation d’'un motif fluorescent en remplacement du peptide.

Le tripeptide solubilisant RGR ayant précédemment montré ses capacités de
solubilisation, nous avons décidé de concevoir nos premiers TPFc avec ce motif. Le TPFc
possede également une partie fluorocarbonée. Nous avons décidé d’évaluer des chaines
fluorocarbonées de longueur différente (F8 et F4) ainsi qu'un dérivé tripeptidique
controle sans Fc comportant un acétyle a la place. Concernant le motif fluorescent, il
comporte un fluorophore (la lissamine rhodamine B) et un espaceur dont la fonction est
d’éloigner le fluorophore du TPFc tout en augmentant sa solubilité aqueuse. Ce
fluorophore a été choisi car il est peu couteux et compatible avec 'anisotropie de
fluorescence. Nous avons choisi d’utiliser un espaceur PEGylé pour augmenter la

solubilité aqueuse du fluorophore (Figure 79).

Fc ou Ac - RGR = NS{ Espaceur - Lissamine }

Espaceur = m o~~~o~"

Fc=

Figure 79 : Optimisation du TPFc et du motif fluorescent.
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La synthése de ces trois composés a donc été entreprise afin d’évaluer leur capacité a se

lier a 'albumine.

2. Optimisation des propriétés de liaison du TPFc fluorescent

L’objectif de cette étude est de trouver le Fc permettant une liaison optimale a

I’albumine.

a. Stratégie de synthese sur support solide des TPFc fluorescents

La stratégie de synthese des 3 TPFc fluorescents (Figure 46) est décrite dans le schéma
9. Les dérivés fluorescents ont été synthétisés sur support solide a partir d'une résine
SPOrT, développée précédemment au laboratoire233 et permettant I'obtention d’une

fonction alcyne en partie C-terminale d’un peptide (Schéma 9).

Résine SPOrT

o o”
H + o N, (a \/@\ o NH n Deprotectlons et
?@0" g 0 —— O S W Irr s
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o o~
(c) Deprotection H)L
(e) Acetylation AC—AAI—AA—AAG—NH N 0
° o / // (Ij 0
FmOC7AA1—AArAA3—N+H)‘J/\/©\ 0 (9) Cycloadditoion avec Ny-PEGa-NH,
z 9 o

\ o o~
(c) Deprotection FC*AN—AAzfAAg—NrHLN/j@\ yo)
(f) Couplage /// CI, o

o o~ o
R 7AA1—AA27AA3—NH_)LN/\/©\ leJ R —AAw*AAz—AAS—NH)LN/j@\ (i) Coupure de la resine
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/—N’ﬁ) 0 O/O (h) Couplage avec la Lissamine 0
Lo
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jo]

NHfO
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e ) R —AA—AA—AA—NH I
N
S

AN 42, R =Ac, AAjAAAA; =

R-G-R
43, R = F4, AAJAAAA; = R-G-R
44, R = F8, AAjJAAAA; = R-G-R

Conditions et réactifs : (a) NaBHsCN (10 eq.), MeOH/H20/ CH3COOH (80/19/1), 60°C, 6h; (b) Fmoc-Gly-OH
(4 éq.), PyBOP (3,9 éq.), DIEA (12 éq.), DMF, ta., 16h; (c) 20% pipéridine dans DMF, 2x10 min; (d) Fmoc-
AA(P)-OH (3 éq.), HATU (2,9 éq.), DIEA, (12 éq.), 40 min; (e) anhydride acétique (10 éq.), DIEA (10 éq.),
DMF, 30 min; (f) Fc-COOH (3 éq.), HATU (2,9 éq.), DIEA (12 éq.), 40 min; (g) Cul (3 éq.), N3-PEG3-NH:z ( 2,5
éq.), 20% pipéridine dans DMF, 5 h; (h) Composé 45 (2,5 éq,), DIEA (12 éq.), DCM; (e)
TFA/Phénol/Thioanisole/Ethandithiol/H20 (82,5/5/5/2,5/5), 2h30; (f) CLHP en phase inverse.

Schéma 9 : Synthése sur support solide des dérivés fluorescents 42 a 44.
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La charge de la résine SPOrT a été évaluée par un dosage UV de 'adduit dibenzofluvene
formé lors de la déprotection du groupement Fmoc. La synthése des composés 42 a 44 a

ensuite été entreprise sur cette résine.

Ainsi, les trois acides aminés choisis AA1, AA; et AAz sont couplés successivement sur
support solide en utilisant une stratégie Fmoc/tBu et les activations réalisées en
présence de HATU, qui s’est avéré supérieur a 'HBTU, pour le couplage des résidus
arginine. Ensuite, 'acétylation en présence d’anhydride acétique ou, l'introduction des
chaines fluorocarbonées en présence de HATU ont été réalisées. Puis, la cycloaddition
1,3-dipolaire sur support solide entre la fonction azido du N3-PEGs-NH; et I'alcyne du
TPFc a été entreprise en présence du cuivre (Cul) et de pipéridine. Enfin le couplage du
peptide sur support entre 'amine libre de 'espaceur PEG3; et le chlorure de sulfonyle de
la lissamine rhodamine B a été réalisé sur support également (Schéma 10). La coupure
des composés de la résine a été réalisée en présence du mélange K. Les composés 42 a
44 ont ensuite été isolés par CLHP avec une pureté supérieure a 95 % et caractérisés par
spectrométrie de masse. Les rendements de syntheses ont été calculés par rapport a la
charge de la résine précédemment déterminé et les temps de rétention ont été obtenus

en phase inverse (Tableau 26).

Composé Nom Rdt (%) tr*
42 Ac-RGR-(PEGs3)-Lissamine 19 9,88
43 F4-RGR-(PEGs3)-Lissamine 24 11,58
44 F8-RGR-(PEG3)-Lissamine 12 13,45

* gradient linéaire de 5% a 100% d’acétonitrile en 15 min sur une colonne C18

Tableau 26 : Rendements et temps de rétention des composés 42 a 44.

Les rendements des composés 42 (19%) et 43 (24%) sont proches indiquant que
I'introduction de la chaine fluorocarbonée F4 (composé 43) ne rend pas la synthése ou
la purification plus difficile. Seul le composé 44 présente un rendement de synthese plus
faible (12%). L'introduction de la chaine F8 entraine donc une diminution du rendement
de synthése du modeéle fluorescent. Enfin, la corrélation entre I'augmentation de la
longueur de la chaine fluorocarbonée et I'augmentation des temps de rétentions

observés pour les peptides apeline et spexine est retrouvée ici.

Afin de disposer d'un contrdle dans les essais d’anisotropie de fluorescence avec
I'albumine, nous avons également préparé le composé fluorescent 46 ne comportant
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que le fluorophore et I'espaceur PEGz azoture (Schéma 10). Ainsi le dérivé 46 est
synthétisé en solution en 2 étapes a partir de la lissamine rhodamine B commerciale.
Cette derniére est tout d’abord activée sous la forme de chlorure de sulfonyle en
présence de chlorure d’oxalyle dans un mélange DMF/DCM avec un rendement de 89%.
Le composé activé est ensuite couplé avec le N3-PEG3-NH; en présence de Et3N et de

DMAP dans le dichlorométhane conduisant au composé 46 attendu.

45, Rdt = 89% 46, Rdt = 74%

Conditions et réactifs : (a) (COCl)2 (5 éq.), DCM/DMF (99,5/0,05), -10°C/25°C, 18 h; (b) NEts (3 éq.), DMAP
(0,1 éq.), DCM/DMF (50/50), t.a,, 16 h.

Schéma 10 : Synthése du composé 46234,

L’étape de purification de 46 a été difficile en raison de la présence du motif PEGs. Ce
composé a d’abord été purifié par CLHP mais il s’est avéré que la méthode de choix était
la purification sur silice traitée avec de la triéthylamine. Dans ces conditions, le composé

a été isolé avec un bon rendement de 74%.

Une fois les 3 TPFc fluorescents 42, 43 et 44 ainsi que le contrble 46 préparés, leur

capacité a se lier a 'albumine a été évaluée.

b. Evaluation des propriétés de liaison a I'albumine des modéles

fluorescents

La capacité de liaison a I'albumine bovine (BSA) des 4 dérivés préparés précédemment a
été évaluée par anisotropie de fluorescence (Figure 80). Les anisotropies en fonction de

la concentration en BSA des composés 42 a 45 et 46 ont été déterminées (Figure 81).

bl NN

Peptide in solution N . Peptide bound
=> Low polarization Peptide => High polarization

Fluorophore Lissamine

Figure 80 : Evaluation des modéles fluorescents par anisotropie de fluorescence.

142



® Composé 42
100,0 -

Composé 43

0
o
o

Composé 44
Composé 46

3 a
o o
=} ©

Normalized anisotropy (%)
S
o
-

-20,0 T T T T T 1
0,001 0,010 0,100 1,000 10,000 100,000 1000,000

Bovine albumin (pM)

Figure 81 : Anisotropies normalisées en fonction de la concentration en BSA des composés 42 a 44
et 46.

Les constantes de dissociation (Kq) des composés 42 a 44 et 46 ont été déterminées

(Tableau 27). Cette constante indique I'affinité des composés a 'albumine.

Composé Nom Kd BSA (uM)
42 Ac-RGR-(PEG3)-Liss 3531 £ 126
43 F4-RGR-(PEG3)-Liss 68 +3
44 F8-RGR-(PEG3)-Liss 3,5+£0,7
46 (PEGs)-Liss 545 +43

Tableau 27 : Affinité des composés 42 a 44 et 46 pour la BSA.

Le composé 42, ne possédant pas de chaine fluorocarbonée, présente une constante de
dissociation de 3531 + 126 uM. Les composés 43 et 44, possédant respectivement les
chaines fluorocarbonées F4 et F8, présentent des constantes de dissociation bien plus
faibles. En effet les composés 43 et 44 présentent respectivement des constantes de
dissociation de 68 * 3 pM et 3,6 £ 0,7 puM. Ces valeurs indiquent d’une part que
l'augmentation de la longueur de la chaine fluorocarbonée permet d’augmenter I'affinité
pour la BSA. D’autre part, ces résultats montrent que la présence d’une chaine
fluorocarbonée (composés 43 et 44) entraine une augmentation importante de I'affinité
pour la BSA en comparaison avec le composé 42. Ainsi, en utilisant cet essai de
fluorescence, nous avons pu conclure que la présence de la chaine fluorocarbonée F8
était nécessaire pour que le tripeptide fluorescent se lie a 'albumine. Nous avons donc
conservé cette chaine pour la suite de 1'étude. De plus, nous avons pu valider que le

fluorophore utilisé présentait une affinité faible sans la présence du tripeptide et de la
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chaine F8 comme le montre la mesure de la liaison du composé 46 a la BSA (545 * 43
uM). La partie espaceur et le fluorophore permettent d’obtenir des constantes de
dissociation a la BSA exploitables pour notre étude. En effet, ce modéle nous permet de
discriminer les composés présentant une bonne affinité pour la BSA (composé 44), une
affinité moyenne (composé 43) et une affinité faible (composé 42). Apres avoir validé
I'essai d’anisotropie pour la mesure de 'affinité des dérivés fluorescents a I'albumine,

nous avons cherché a optimiser la partie tripeptidique des TPFc.

C. Optimisation de l'affinité du TPFc pour 'albumine en jouant sur
la nature du tripeptide.

i) Synthese des modéles fluorescents PEGylés,
cationiques et anioniques

Suite aux résultats précédents encourageants, l'influence de la nature peptidique du
TPFc sur son affinité a la BSA a été étudiée. Pour cela la synthese de composés possédant
des PEGs, des acides aminés cationiques (arginine et lysine) et anioniques (acides
glutamique et aspartique) a la place des arginines du tripeptide RGR a été réalisée
(Figure 82). En effet, ces motifs sont connus pour améliorer la solubilité des
composés235236.237,.238239 D’autre part, l'albumine posséde des poches de liaison
hydrophobes mais également des résidus cationiques en surface240. Il était donc
intéressant d’introduire des acides aminés anioniques dans le tripeptide comme l'acide
aspartique ou glutamique240.241, Les résultats précédents ont montré que des résidus
anioniques combinés avec la chaine F8 pouvaient également conduire a une liaison du
TPFc a 'albumine. Nous avons donc envisagé l'utilisation de résidus arginine (comme
précédemment) et lysine. L’acide aminé central choisi est la tyrosine afin d’'une part de
favoriser des interactions hydrophobes avec I'albumine. D’autre part cet acide aminé
permet d’avoir un chromophore dans sa structure pour pouvoir suivre plus facilement le
TPFc par CLHP lors des réactions de bioconjugaison. Enfin il était intéressant d’inclure a
la place du tripeptide une simple chaine pégylée (composés 47 et 48) neutre qui

apporte uniquement de la solubilité au TPFc.

le)
I 47, AAAALAA, = PEG,

48, AA,AALAA, = (PEGy),
49, AA|AALAA, = R-Y-R
50, AA;AALAA, = E-Y-E
51, AAJAAAA, = R-Y-E
52, AAJAAAA, = E-Y-R
o 53, AAjAAAA; = D-Y-D

F NH—, - - 1 W\ s A7V 2P
KKK AA{-AA, AAS_——Q\/N\/O\/\O/\/O\/\NHG\\O o 54, AAJAALAA; = K-Y-K

F o
T RFRFRF Nen R

Figure 82 : Structure des composés 47 a 54.

144



La synthese des composés 47 a 54 (Figure 82) a été réalisée comme précédemment
(Schéma 9) sur support solide. Les composés 55 a 62 ont été obtenus avec une pureté
CLHP supérieure a 95% et leur identité a été confirmée par analyse par spectrométrie
de masse. Afin de confirmer la nécessité d’avoir un tripeptide, les composés possédant
une (composé 47) ou deux (composé 48) chaines pégylées ont également été préparés.
Les rendements ainsi que les temps de rétention des composés 47 a 54 ont été réunis

(Tableau 28).

Composé Nom AAi-AA>-AA3 Rdt (%) tr™
44 F8-RGR-(PEGs3)-Liss R-G-R 12 5,87
47 F8-PEG:-(PEGs)-Liss PEG: 25 7,52
48 F8-(PEGz)2-(PEGs)-Liss PEG2-NH-CO-PEG: 22 7,33
49 F8-RYR-(PEGs)-Liss R-Y-R 8 5,76
50 F8-EYE-(PEGs)-Liss E-Y-E 9 6,99
51 F8-RYE-(PEGs)-Liss R-Y-E 17 6,20
52 F8-EYR-(PEG3)-Liss E-Y-R 21 6,22
53 F8-DYD-(PEGs)-Liss D-Y-D 10 7,06
54 F8-KYK-(PEGs3)-Liss K-Y-K 12 5,58

** gradient linéaire de 5% a 100% d’acétonitrile en 7 min sur une colonne C18

Tableau 28 : Rendements et temps de rétention des composés 44 et 47 a 52.

Les rendements de synthese de ces deux composés sont proches du composé 44
possédant le tripeptide RGR. Cependant, une augmentation significative du temps de
rétention est observée pour les composés 47 et 48 en comparaison du composé 44. Cela
met en avant l'intérét du tripeptide quant a ’hydrophilie apportée par les acides aminés
notamment celle des arginines. Nous avons ensuite entrepris la synthése de composés
possédant tous une tyrosine (Y) en remplacement de la glycine (G) centrale du
tripeptide RGR (composés 49 a 54). Nous avons tout d’abord synthétisé le composé 49,
analogue du composé 44, possédant le tripeptide RYR. Le rendement de synthése du
composé 49 (8%) et du composé 44 (12%) sont proches. La méme observation a pu étre
effectuée pour les temps de rétention de ces deux composés (5,87 min pour le composé
44 et 5,76 min pour le composé 49). Nous avons ensuite entrepris la synthese du
composé 50 possédant un tripeptide anionique constitué d’acides glutamiques (E) : EYE.

Le rendement de synthese de ce composé (9%) est similaire au composé 49 (8%)
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indiquant que le remplacement des arginines (R) par des acides glutamiques (E) n’a pas

d’'influence sur la synthése chimique de ce modele fluorescent.

Nous avons ensuite effectué la synthese des composés 51 et 52 possédant
respectivement les tripeptides RYE et EYR. Les deux combinaisons ont été effectuées en
raison des potentielles interactions avec I'albumine. En effet, la présence de I'arginine ou
de l'acide glutamique a proximité de la chaine fluorocarbonée F8 (AA) pourrait influer
sur les propriétés de liaison a l'albumine du modele fluorescent. Les rendements de
synthese de ces deux composés sont supérieurs aux composés 49 et 50 possédant des
tripeptides symétriques (RYR et EYE). La présence simultanée de I'arginine et de I'acide
glutamique semble faciliter la synthése de ces modéles fluorescents. Concernant leur
temps de rétention, les composés 51 (6,20 min) et 52 (6,22 min) présentent des temps

de rétention identiques.

Enfin, nous avons synthétisé les composés 53 et 54 possédant respectivement les
tripeptides DYD et KYK. Les rendements de synthese des composés 53 (10%) et 54
(12%) sont similaires aux composés 49 (8%) et 50 (9%). Ainsi, le remplacement des
arginines (composé 49) par des lysines (composé 54) et des acides glutamiques
(composé 50) par des acides aspartiques (composé 53) n’influe pas sur les rendements
de synthese. Les temps de rétention des composés 49 (5,76 min) et 54 (5,58 min) d'une
part et des composés 50 (6,99 min) et 53 (7,06 min) d’autre part sont tres proches. Cela
indique que le remplacement des arginines par des lysines, et, des acides glutamiques
par des acides aspartiques ne modifie pas les temps de rétention et donc les propriétés

d’hydrophobie.

Un fois ces composés caractérisés, nous avons pu évaluer leur capacité de liaison a

I’albumine.

ii) Evaluation des propriétés de liaison a I’albumine des

modeles fluorescents pégylés, cationiques est anioniques

Les propriétés de liaison a l'albumine des composés 47 a 54 ont été évaluées par

anisotropie de fluorescence comme précédemment (Figure 83).
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Figure 83 : Anisotropies normalisées en fonction de la concentration en BSA des composés 47 a 54.

Nous avons pu déterminer, comme pour les composés 42 a 44, des constantes de

dissociation a la BSA (Tableau 29).

Composé Nom Kd BSA (uM)
44 F8-RGR-(PEG3)-Liss 3,5+£0.7
47 F8-PEG2-(PEGs3)-Liss 268 + 34
48 F8-(PEG2)2-(PEGs)-Liss 438 + 69
49 F8-RYR-(PEGs)-Liss 09+0,2
50 F8-EYE-(PEGs)-Liss 0,6+0,1
51 F8-RYE-(PEGs)-Liss 150 + 28
52 F8-EYR-(PEGs)-Liss 103 +29
53 F8-DYD-(PEGs)-Liss 0,6+0,1
54 F8-KYK-(PEGs3)-Liss 05+0,1

Tableau 29 : Affinité des composés 44 et 47 a 52 pour la BSA.

La valeur des constantes de dissociation pour la BSA des composés 47 (268 + 34 pM) et
48 (438 + 69 pM) indiquent une affinité faible pour la BSA. Ces résultats indiquent donc
que la présence du tripeptide, en combinaison avec la chaine F8, est nécessaire pour
obtenir une bonne affinité pour le BSA. La comparaison des constantes de dissociation
des composés 44 (3,5 £ 0.7 pM) et 49 (0,9 = 0,2 uM) indique que le remplacement de la
glycine centrale du tripeptide RGR par la tyrosine permet une amélioration de I'affinité

du composé pour 'albumine d’'un facteur 4 (Figure 84).
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Figure 84 : Comparaison des anisotropies normalisée en fonction de la concentration en BSA des
composés 44 et 49.

La nature cationique ou anionique du tripeptide, elle, ne semble pas influer sur la
capacité de liaison a la BSA puisque les composés 49 (0,9 + 0,2 uM) et 50 (0,6 = 0,1 uM)

présentent des constantes de dissociation a la BSA proches.

Nous nous sommes ensuite intéressés aux propriétés de liaison a la BSA des composés
possédant des tripeptides asymétriques : RYE (composé 51) et EYR (composé 52). Les
capacités de liaison a I'albumine des composés 51 (150 + 28 uM) et 52 (103 + 29 uM)
sont proches et sont cent fois moins importantes que les composés 49 et 50. Cela
indique que la combinaison d'une arginine et d'un acide glutamique au sein du
tripeptide rend la liaison a la BSA difficile. Ainsi, la présence de deux acides aminés de la
méme nature (cationiques ou anioniques) de part et d’autre de la tyrosine sont

nécessaires a une bonne liaison a I’albumine.

Enfin, 'évaluation de la capacité de liaison a 'albumine des composés 53 et 54 a été
réalisée. Les constantes de dissociation a la BSA sont similaires pour les composés 49 et
50. En effet, les composés 49 (0,9 + 0,2 uM), 50 (0,6 + 0,1uM), 53 (0,6 = 0,1 uM) et 54
(0,5 = 0,1 uM) ont des affinités pour I'albumine similaires. Ainsi nous avons pu montrer
que la nature de l'acide aminé cationique ou anionique du tripeptide symétrique

n’influait pas sur la liaison a la BSA.

En résumé de ces résultats, nous avons par cette méthode pu sélectionner quatre
tripeptides intéressants qui, en combinaison de la chaine fluorocarbonée F8, permettent
d’obtenir une liaison intéressante pour 'albumine. Les TPFc F8-RYR, F8-EYE, F8-DYD et
F8-KYK sont donc les TPFc optimisés de cette étude. Dans le but de s’affranchir des

questions de bioaccumulations potentielles de chaines fluorocarbonées longues, des
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modeles fluorescents portants des motifs fluorocarbonés sous forme de pince ont été

synthétisés et évalués.

3. Optimisation du motif fluorocarboné : introduction de pinces
a. Synthése de modeles fluorescents portant des pinces
fluorocarbonées

L’objectif de cette partie est de s’affranchir des problémes de bioaccumulation
environnementale potentiels des longues chaines fluorocarbonées. Les analogues des
composés 49, 50, 53 et 54 portant des pinces fluorocarbonées possédant des chaines
fluorocarbonées F6 ou F4 ont donc été synthétisés (Figure 85, Tableau 30) comme
précédemment par SPPS (Schéma 9). Ainsi, les pinces sont obtenues par introductions
successives d’'une Fmoc-Lys(Fmoc)-OH et d'un Fmoc-PEG2-OH en présence de HBTU

puis, de deux chaines fluorocarbonées F4-COOH ou F6-COOH en présence de HATU.

55, Fc = (F6-PEG,)K(PEGo-F6), AAjAAAA; = R-Y-R
56, FC = (F6-PEG,)K(PEG,-F6), AA;AAAA = E-Y-E
57, Fc = (F6-PEG,)K(PEG,-F6), AA;AA,AA; = D-Y-D
58, Fc = (F6-PEG,)K(PEG,-F6), AA;AALAA, = K-Y-K
59, Fc = (F4-PEG,)K(PEG,-F4), AAJAALAA; = R-Y-R
so Fc (F4-PEG,)K(PEG-F4), AAjAALAA; = E-Y-E

= (F4-PEG,)K(PEG,-F4), AA;AA,AA; = D-Y-D

( )Ki ),

ez Fc F4-PEG,)K(PEG,-F4), AA;AALAA, = K-Y-K

N=N o,
FoAArAfrAls —’Q\/ "\‘vo\/\o/\/o\/\ NH\'\S\\
0

Figure 85 : Structure des composés 55 a 62.

Apres coupure du support et purification par CLHP, les composés 55 a 62 ont été
obtenus avec une pureté CLHP supérieure a 95%. Leur identité a été confirmée par
analyse par spectrométrie de masse. Les rendements de synthése ainsi que les temps de

rétention des huit composés pince ont été réunis (Tableau 30)

Les rendements de synthese des composés 55 a 58 (portant des motifs pinces avec des
chaines fluorocarbonées F6) et 59 a 62 (portant des motifs pinces avec des chaines
fluorocarbonées F4) sont tous similaires. En effet, ils fluctuent entre 13% et 17%.
L’introduction de pinces portant des chaines F6 ou F4 n’influe donc pas sur les
rendements de synthese. En comparaison avec les composés 49, 50, 53 et 54 (portant
une chaine fluorocarbonée F8), les composés 55 a 62 présentent des rendements de
synthese plus élevés. Les composés portant la chaine F8 ont des rendements compris
entre 8% et 12 %. L’introduction de la chaine F8 rend donc les synthéses plus difficiles

que l'introduction des motifs pinces.
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Rdt

Composé Nom tr (min) ™
(%)
49 F8-RYR-(PEGs)-Liss 8 5,76
50 F8-EYE-(PEGs)-Liss 9 6,99
53 F8-DYD-(PEGs)-Liss 10 7,06
54 F8-KYK-(PEGs)-Liss 12 5,58
55 (F6-PEG2)K(PEG2-F6)-RYR-(PEG3)-Liss 14 6,35
56 (F6-PEG2)K(PEG2-F6)-EYE-(PEGs)-Liss 13 7,49
57 (F6-PEG2)K(PEG2-F6)-DYD-(PEG3)-Liss 17 7,54
58 (F6-PEG2)K(PEG2-F6)-KYK-(PEGs)-Liss 14 6,28
59 (F4-PEG2)K(PEG2-F4)-RYR-(PEG3)-Liss 14 6,05
60 (F4-PEG2)K(PEG2-F4)-EYE-(PEGs)-Liss 17 7,18
61 (F4-PEG2)K(PEG2-F4)-DYD-(PEGs)-Liss 14 7,22
62 (F4-PEG2)K(PEG2-F4)-KYK-(PEGs)-Liss 16 5,98

** gradient linéaire de 5% a 100% d’acétonitrile en 7 min sur une colonne C18

Tableau 30 : Rendements et temps de rétention des composés 49, 50, 53, 54 et 55 a 62.

Nous avons ensuite comparé les temps de rétention des composés 55 (6,35 min), 56
(7,49 min), 57 (7,54 min) et 58 (6,28 min), avec respectivement les composés 59 (6,05
min), 60 (7,18 min), 61 (7,22 min) et 62 (5,98 min). Cette analyse permet de mettre en
avant que les composés possédant un motif pince et portant des chaines F6 (composés
55 a 58) présentent des temps de rétention supérieurs a leurs analogues possédant un
motif pince portant des chaines F4 (composés 59 a 62). Enfin, les composés portant la
chaine F8 (composés 49 (5,76 min), 50 (6,99 min), 53 (7,06 min) et 54 (5,58 min) ont
des temps de rétention plus faibles que leurs analogues possédant le méme tripeptide
mais des motifs fluorocarbonés sous forme de pince. Ainsi nous avons pu établir une
corrélation entre 'augmentation du temps de rétention des composés en CLHP en phase

inverse et la nature du motif fluorocarboné introduit (Figure 86).

150



(F6-PEG,)K(F6-PEG,)

TORFRF [*] v 9
0. N
S o,
FrFFFF H /\g/ ;
FEF <~ Temps de retention
CLHP en phase inverse

£ R it H
o N
FWN/\/\/\O/\(
FFFFFF H o

(F4-PEG,)K(F4-PEGy)

FFF FFFFF

Figure 86 : Corrélation entre les temps de rétention et la nature du motif fluorocarboné.

Suite a ces comparaisons des composés portant des motifs pinces entre eux ainsi

qu’'avec ceux possédant une chaine F8, nous avons évalué la capacité a se lier a

I'albumine des composés 55 a 62.

b. Evaluation des propriétés de liaison a 'albumine des tripeptides

fluorescents portant des pinces fluorocarbonées

Les propriétés de liaison a 'albumine des composés 55 a 62 ont a nouveau été évaluées

par anisotropie de fluorescence (Figure 87).
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Figure 87 : Comparaison des anisotropies normalisées en fonction de la concentration en BSA des

composés 55 et 62.
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Les constantes de dissociation a la BSA, reflétant I'affinité des composés, portant un
motif fluorocarboné sous forme de pince ont ainsi pu étre déterminées (Tableau 31). De
maniére générale nous pouvons observer que les composés possédant une chaine
fluorocarbonée F8 (0,5 pM > Kq > 0,9 uM) présentent des constantes de dissociation a la
BSA plus faibles que les composés possédant un motif fluorocarboné sous forme de
pince (2,6 uM > Kq > 9,2 uM). Les composés portant une chaine fluorocarbonée F8
(composés 49, 50, 53 et 54) sont donc globalement plus affins pour la BSA que les
composés portant un motif fluorocarboné sous forme de pince (composés 55 a 62).
Nous avons ensuite effectué une comparaison des composés possédant un motif
fluorocarboné sous forme de pince portant des chaines F6 (composés 55 a 58) et F4
(composés 59 a 62). Cette comparaison a montré que, pour les composés possédant le
méme tripeptide mais des chaines fluorocarbonées différentes (F4 ou F6) au sein du
motif pince, les constantes de dissociation a la BSA sont légerement modifiées. En effet,
les comparaisons entre les composés 55 (2,7 + 0,3 uM) et 59 (7,3 £ 0,9 uM), 56 (2,6 *
1,0 uM) et 60 (9,2 £ 0,5 uM), 57 (5,8 + 1,4 uM) et 61 (6,9 = 0,5 uM) et enfin, 58 (4,9 + 1,6
uM) et 62 (4,7 + 0,6 uM) mettent en avant une affinité des composés 55 a 57

sensiblement meilleure a la BSA que les composés 59 a 61.

Composé Nom Kd BSA (uM)
49 F8-RYR-(PEG3)-Liss 0,9+0,2
50 F8-EYE-(PEGz)-Liss 0,6+0,1
53 F8-DYD-(PEGs3)-Liss 0,6 +0,1
54 F8-KYK-(PEGs3)-Liss 05+0,1
55 (F6-PEG2)K(PEG2-F6)-RYR-(PEG3)-Liss 2,7+0,3
56 (F6-PEG2)K(PEG2-F6)-EYE-(PEG3)-Liss 2,6+1,0
57 (F6-PEG2)K(PEG2-F6)-DYD-(PEG3)-Liss 58+1,4
58 (F6-PEG2)K(PEG2-F6)-KYK-(PEG3)-Liss 49+1,6
59 (F4-PEG2)K(PEG2-F4)-RYR-(PEGs3)-Liss 7,3+0,9
60 (F4-PEG2)K(PEG2-F4)-EYE-(PEGs3)-Liss 9,2+0,5
61 (F4-PEG2)K(PEG2-F4)-DYD-(PEGs3)-Liss 6,9 +0,5
62 (F4-PEG2)K(PEG2-F4)-KYK-(PEGs)-Liss 4,7+0,6

Tableau 31 : Affinités des composés 49, 50 et 53 d 62 pour la BSA.

Les composés 58 et 62 présentent eux une affinité similaire pour la BSA. Les motifs
pinces composés de chaines F6 (composés 55 a 58) permettent ainsi d’augmenter de

deux a trois fois la liaison a la BSA en comparaison avec les motifs pinces composés de
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chaines F4 (composés 59 a 62). Ainsi nous avons pu établir une corrélation entre

l'augmentation de 'affinité pour la BSA et la nature du motif fluorocarboné (Figure 88).
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Figure 88 : Corrélation entre 'affinité pour la BSA et la nature du motif fluorocarboné.

La différence d’affinité entre les sondes fluorescentes possédant un motif fluorocarboné
constitué de chaines F6 ou F4 n’étant pas majeure, 'ensemble de ces TPFc (8 dérivés)
ont été sélectionnés pour étre introduits sur le peptide modele spexine. Les TPFc
possédant la chaine F8 seront également introduits sur ce peptide modéle (Figure 89).
En effet, nous souhaitons, avec les motifs sous forme de pinces, obtenir des propriétés
pharmacologiques et biologiques proches des composés possédant la chaine F8. Les

TPFc possédant la chaine fluorocarbonée F8 représentent donc des références.

o o
PN i 1
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et ORFRFRF 9
F8 F *

FFFFF FFF

F RFRF ] 9

A5
O, NH
(F6-PEGy)K(F6-PEG,) F N O/T

F
Fc rFORFRF o
o) NH
NH N \/\o/\n/
o

o
0. NH,
(F4-PEG,)K(F4-PEG,) FWNH\/ V\o/ﬁor .

FWNH\/O\/\O/YNH
o

Figure 89 : Structures des TPFc choisis pour étre introduits sur un peptide modéle.
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Apres avoir obtenus ces résultats de liaison a I'albumine, des études d’hydrophobie ont
été réalisées pour comparer les quatre séquences tripeptidiques développés (RYR, EYE,

DYD, KYK).

4. Mesure de I'hydrophobie des TPFc optimisés

Afin d’évaluer la solubilité en milieu aqueux des TPFc optimisés, nous avons réalisé une
mesure de leur hydrophobie relative afin de les classer entre eux et ainsi d’affiner la
sélection effectuée précédemment. Siles temps de rétention refleétent 'hydrophobie des
composés, des méthodes de mesure plus directes telles que la mesure de solubilité, du
coefficient de partage (Log P), du coefficient de partage a un pH donné (Log D) et de
I'index d’hydrophobie en chromatographie existent242. Elles permettent d’avoir une idée
plus précise de 'hydrophobie des composés synthétisés. Nous avons choisi la technique
de l'index d’hydrophobie en chromatographie (CHI) pour caractériser I'hydrophobie
apportée par les différents tripeptides. Pour cela un mélange de dix molécules, dont les
CHI sont connus et décrits243, sont injectés en CLHP avec un gradient en acétate
d’ammonium (pH = 7,4) et acétonitrile244. Cela permet d’obtenir la droite d’étalonnage
(Figure 90) afin de déterminer le CHI des composés synthétisés. La mesure des CHI a été
effectuée sur une série de composés possédant une méme motif fluorocarboné et les
quatre tripeptides a cribler. Cette étude a été effectuée pour les composés possédant la

chaine fluorocarbonée F8 : composés 49, 50, 53 et 54 (Tableau 32).

Molécules de Moyenne
CHI
référence des tr (min)
Théophylline 1,26 18,4
Phényltétrazole 1,36 23,6
Benzimidazole 1,51 34,3 120 Droite d'etalonnage des CHI
Colchicine 1,74 43,9 1:3
Phénylthéophylline 1,89 51,7 g e rasey
Acétophénone 2,08 64,1 zz
Indole 2,25 72,1 o o5 ; s ; s
Propiophénone 2,34 77,4 v
Butyrophénone 2,54 87,3
Valérophénone 2,72 96,4

Figure 90 : Droite d’étalonnage des CHI obtenue a partir des molécules de référence.
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L’application d'une formule faisant intervenir la valeur du CHI, et la somme des
fonctions possiblement impliqués dans des liaisons hydrogénes (Xa) permet de

déterminer un coefficient de partage :

Log D cui = 0.054 CHI + 1.319 X0 - 1.877

La valeur du Log D est un bon indicateur des propriétés ADME (Absorption,
Distribution, Métabolisation, Elimination) des composés. Une valeur de log D comprise
entre 1 et 3 est représentative de propriétés pharmacologiques idéales. Plus la valeur
est proche de 1 et plus le composé est hydrosoluble. Plus la valeur est proche de 3 et

plus le composé est liposoluble.

Composé Moyenne des tg (min) CHI Log D cui
49 2,35 76,9 2,7
50 2,18 68,1 2,3
53 2,20 68,9 2,3
54 2,28 73,6 2,5

Tableau 32 : CHI des composés 49, 50, 53 et 54.

Ainsi, les valeurs des log D pour les composés 49 (LogD= 2,7), 50 (Log D= 2.3), 53
(LogD= 2,3) et 54 (LogD= 2,5) indiquent d’une part que les log D sont compris entre 1 et
3. D’autre part que les composés sont plutot lipophiles puisque les valeurs sont proches
de 3. Une comparaison des Log D des deux composés comportant des tripeptides
cationiques (composés 49 et 54) et anioniques (composés 50 et 53) a été effectuée.
Cette comparaison a montré que les composés 49 (LogD= 2,7) et 54 (Log D= 2,5) ont des
valeurs de Log D proches et que les composés 50 (LogD= 2.3) et 53 (LogD= 2,3) avaient
des valeurs de Log D identiques. Ainsi nous n’avons pas pu éliminer un tripeptide
anionique et un tripeptide cationique. Les TPFc précédemment sélectionnés (Figure 88)

ont donc été synthétisés et introduits sur le peptide modéle.

C. Application de la méthode de synthese de fluoropeptides en

solution sur un peptide modele : la spexine

1. Contexte de I'étude
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L’objectif de synthétiser des fluoro-peptides en solution a été motivé par la difficulté a
produire des fluoro-peptides hydrophobes sur support solide. Afin de valider notre
méthode de synthese en solution, nous avons choisi un peptide modele hydrophobe : la
spexine. Le choix du peptide s’est porté sur celui-ci en raison des données obtenues sur
ce peptide dans le chapitre 2 que nous pourrons par conséquent comparer aux
composés de notre méthode. En effet, les résultats de stabilité plasmatique et d’activité
fonctionnelle obtenus sur la spexine précédemment nous permettront d’évaluer
I'influence du tripeptide fluorocarboné sur ces parametres. En effet, I'introduction d’'une
tyrosine ainsi que du triazole, formé lors de la cycloaddition, pourrait influer sur les
propriétés pharmacologiques des composés. Nous avons donc con¢u une spexine
portant une fonction azido (Figure 91) qui permettra d’introduire le TPFc en solution

par cycloaddition 1,3-dipolaire.

28 ¢N$ gu fm & gf L LNLM

o NH,

Figure 91 : Structure de I'azido-spexine.

Les différentes études, relatives a la conception des TPFc a introduire sur la spexine,
menées précédemment ont mis en avant I'importance du motif fluorocarboné ainsi que
de la partie tri-peptidique du TPFc. Afin de valider la stratégie de synthése, nous avons
donc décidé de synthétiser dans un premier temps les quatre TPFc possédant la chaine

fluorocarbonée F8 (Figure 92).

HQN NH HN, NH2

F RFRFRF

e RFRFRF F QHO
F8-RYR e, \Sﬁ( /d;\)l\"/\ F FFEFFFFFF

QHO

JN\ F8-DYD

FFFFFFFF FFFFFFFF

F8-EYE FF RFRFRF /{ gn\i \ e RFRFRF H( /’;(H\)LN/\ F8-KYK

Figure 92 : Structure des quatre TPFcs a introduire sur la spexine.

La synthése de ces cinq composés a été entreprise afin de valider la stratégie de

synthese de fluoro-peptides en solution.
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2. Synthése des dérivés de la spexine
a. Syntheése des précurseurs pour la cyclo-addition

La synthése des précurseurs pour la cyclo-addition a été entreprise sur support solide.
Nous avons tout d’abord synthétisé les TPFcs fluorocarbonés (composés 63 a 66) a

partir de la résine SPOrT (Schéma 11).

F RFRFRF

& ’
O\n,NH i { (a) Déprotections et F. i )‘i o~
N —_— FWNH —AA—AA—AAG—NH- N
o r 1.0
Plas ol 2 ?f 1.0

b) couplages succéssifs FFFFFFFF

Résine SPOrT

(c) Coupure de la résine

(d) Purification

NEVAVAVI 0 63, AA;AAAA, = R-Y-R
F NH—AA—AA—AA—NHA 64, AA{AALAA, = E-Y-E
AT AT 65, AA1AARAA, = D-Y-D
= 66, AALAALAA, = K-Y-K

(a) 20% pipéridine dans DMF, 2x10 min; (b) Fmoc-AA(P)-OH ou F8-COOH (3 éq.), HATU (2,9 éq.), DIEA (12
éq.), 40 min; (c) TFA/Phénol/Thioanisole/Ethandithiol/H20 (82,5/5/5/2,5/5), 2h30; (d) CLHP en phase
inverse.

Schéma 11 : Synthése des quatre TPFc a introduire sur la spexine.

Puis nous nous sommes intéressés a la synthese de l'autre partenaire a savoir I'azido-
spexine. La synthese de la Fmoc-spexine supportée a été réalisée par SPPS automatisée
assistée par micro-ondes sur un synthétiseur Liberty Blue de CEM. L’amine terminale a
été déprotégée puis 'acide azidoacétique a ensuite été introduit en présence de HBTU

sur support solide afin d’obtenir le composé 67 d’intérét (Schéma 12).
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Conditions et réactifs : (a) 20% pipéridine dans DMF, 2x10 min; (b) Acide azidoacétique (3 éq.), HATU (2,9
éq.), DIEA (12 éq.), 40 min; (c) TFA/Phénol/Thioanisole/Ethandithiol/H20 (82,5/5/5/2,5/5), 2h30; (d)
CLHP en phase inverse.

Schéma 12 : Synthése de I'azido-spexine 67.

La résine a été traitée en milieu acide et le peptide obtenu en solution a été purifié en
phase inverse. Les rendements de synthése des composés 63 a 66 ont été calculés a
partir de la charge de la résine SPOrT et de la résine Rink Amine pour le composé 67.

Ces composés ont été caractérisés par CLHP en phase inverse (Tableau 33).

Composé Nom Rdt (%) tr(min)™
63 F8-RYR 36 5,38
64 F8-EYE 10 6,57
65 F8-DYD 37 6,58
66 F8-KYK 43 5,14
22 Spx 31 3,98
67 Azido-spx 28 4,32

** gradient linéaire de 5% a 100% d’acétonitrile en 7 min sur une colonne C18

Tableau 33 : Rendements et temps de rétention des composés 63 a 67.

Les rendements des composés 63, 65 et 66 sont comparables. Le rendement faible du
composé 64 s’explique par un probléme technique sur I'appareil lors de la purification

en CLHP en phase inverse semi-préparative. Globalement, les rendements de synthése
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des composés 63 a 66 sont donc similaires indiquant que la nature du tripeptide n’influe

pas sur la synthese du TPFc fluorocarboné.

Le composé 67 présente un rendement (28%) proche de celui de la spexine native
(31%). L'introduction de I'acide azidoacétique n’influence donc pas sur le rendement de
synthese du composé 67. Nous pouvons noter que le composé 67 présente un temps de
rétention de 4,32 min, supérieur a celui du composé 22 (3,98 min). Cela peut s’expliquer
par la perte de la fonction amine en partie N-terminale dans le cas du composé 67 qui
entraine une diminution de la solubilité et donc une augmentation de I'hydrophobie. Les
composés ainsi caractérisés ont ensuite été mis en jeu dans la réaction de cyclo-addition

en solution afin d’obtenir les fluoro-spexines.

b. Optimisation de la réaction de cycloaddition et synthése

chimique des dérivés de la spexine

De nombreuses réactions de cyclo-additions métallo-catalysées telles que les réactions
de Diels-Alder245231.246 de métathése d’'oléfines247.248249 et de cyclo-additions 1,3
dipolaires250.229,251 existent. Nous avons décidé, parmi les réactions de cyclo-additions
1,3 dipolaires, d’utiliser celle assistée par le cuivre et permettant la formation d’'un
triazole. En effet, les propriétés du triazole sont proches de celles d'une liaison
peptidique?52253. C’est pourquoi, cette réaction connue sous le nom de cycloaddition de
Huisgen décrite en 1961254, a depuis été appliquée maintes fois dans le cadre de la

synthese de peptididomimétiques230,255,256,

+1TFA

Oy NHp
!
F RFRFRF o
Ej§egegeg(\/u\AA|'AAg'AA:-;/NH\,{‘H N?GJ NH J)L NH NH)LNHqNH)LNH NH)LNH NH)LNH NH)LNHE

FFFFFFFF o) NHz OH

07 NH,

Cycloaddition de Huisgen

+10u3TFA
OH

NH,
OsNH,
FRFRFRF O
E
FWAA1 -AAAAY \/<\ /\E N NH J)( NHgNH)LNHgNH)LNH NH)LNH NH)LNH NH)LNH2

FFFFFF
FFFF NHZ
OH

07 NH,

68, AA;AALAA; = R-Y-R
69, AAjAALAA, = E-Y-E
70, AAjAA,AA; = D-Y-D
71, AAAALAA, = K-Y-K

Schéma 13 : Synthése des fluoro-peptides 68 a 71 en solution.

La synthese des dérivés de la spexine a donc été entreprise et le premier TPFc introduit

sur la spexine a été le composé 63 pour former le composé final 68 (Schéma 13). Des
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conditions classiquement utilisées au laboratoire ont tout d’abord été appliquées pour
cette premiére synthése (Tableau 34). En présence de de CuSO4 (2 éq.), d’ascorbate de
sodium (3 éq.) et de de TBTA (2 éq.) (condition 1), aucune conversion n’a pu étre
observée au bout de 2 h de réaction. Cependant, lors de 'ajout du mélange de réactifs
CuSO04, l'ascorbate de sodium et TBTA sur le TPFc 63, la précipitation de celui-ci a pu
étre observée en raison notamment de la quantité importante d’eau, nécessaire a la
dissolution du CuSO.4 et I'ascorbate de sodium. La diminution de la quantité de cuivre
(1,3 éq.) (condition 2) a donc permis de pallier cette précipitation. Une conversion de
55% au bout de 2 h a ainsi pu étre atteinte. Nous avons ensuite fait varier le ratio
DMF/H;0 final, mélange de solvant dans lequel la réaction est effectuée. En augmentant
le volume d’eau de 5% (condition 3), nous avons observé une diminution de la
conversion a 35% au bout de 2 h. Au contraire, en diminuant le volume d’eau de sorte a
atteindre un ratio DMF/H,0 (85/15), nous avons pu atteindre 100% des 15 min

d’agitation (condition 4).

CuSO04 Ascorbate TBTA Ratio Conversion
Condition

(eq) desodium(eq.) (eq) DMF/H0 CLHPa2h (%)
1 2 3 2 80/20 0
2 1,3 2,6 1,3 80/20 55
3 1,3 2,6 1,3 75/25 35
4 1,3 2,6 1,3 85/15 100 (15 min)
5 1,3 2,6 0 85/15 10

Tableau 34 : Optimisation de la cycloaddition entre le composé 63 et 67 pour former le composé 68.

Dans ces conditions, nous nous sommes demandés si la présence du TBTA, stabilisant du
cuivre (I) était nécessaire. En supprimant le TBTA (condition 5), nous avons observé un
taux de conversion de 10 % seulement apres de 2 h d’agitation. Avec les conditions
optimisées (condition 4), nous avons pu accéder aux composés 68 a 71 avec une
cinétique similaire. Ces composés ont été caractérisés (Tableau 35) et leur pureté en

CLHP a été estimée a plus de 95%.
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Composé Nom AAi-AA>-AA;  Rdt (%) tr™

68 F8-RYR-triazole-spx R-Y-R 50 4,70
69 F8-EYE-triazole-spx E-Y-E 46 5,17
70 F8-DYD-triazole-spx D-Y-D 51 5,18
71 F8-KYK-triazole-spx K-Y-K 51 4,61

** gradient linéaire de 5% a 100% d’acétonitrile en 7 min sur une colonne C18

Tableau 35 : Rendements et temps de rétention des composés 68 a 71.

Les rendements de synthése des composés 68 a 71 sont compris entre 46% et 51%
indiquant que la nature du TPFc (composés 63 a 66) n’influe pas sur la cycloaddition en
solution. Ces rendements mettent en avant l'efficacité de la cycloaddition et donc de
I'obtention des fluoro-peptides en solution méme en présence d'un peptide hydrophobe

tel que la spexine.

C. Evaluation de la stabilité plasmatique et de I'activité

fonctionnelle in vitro des dérivés de la spexine synthétisés en solution

Les fluoro-peptides dérivés de la spexine ainsi synthétisés ont été évalués en stabilité
plasmatique dans le plasma de souris afin de comparer les résultats avec la F8-RGR-spx
(composé 28) évaluée précédemment. L’évaluation fonctionnelle des composés 68 a 71

a également pu étre effectuée sur le récepteur GalR2 (Tableau 36).

Composé Nom ti/2 (min) plasma de souris  ECso GalR2 (nM)
22 Spx 56 £5 95+13
28 F8-RGR-spx 384 +12 15,6 £2,7
68 F8-RYR-triazole-spx 245 * 39 237
69 F8-EYE-triazole-spx >24h (35%%) 99 + 54
70 F8-DYD-triazole-spx >24h (67%%*) 74 £ 19
71 F8-KYK-triazole-spx 243 + 32 162 £ 81

*plasma de souris, 0,25 pM
** pourcentage de peptide restant aprés 24 h

Tableau 36 : Stabilité plasmatique et activité fonctionnelle des dérivés de la spexine synthétisés en
solution.

La comparaison des composés 28 et 68 indique une diminution du temps de demi-vie

plasmatique du composé 68 (245 + 39 min) par rapport au composé 28 (384 + 12).
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L’introduction du motif triazole et le remplacement de la glycine (composé 28) par une

tyrosine (composé 68) entraine donc une diminution de la stabilité plasmatique.

La comparaison des temps de demi-vie des composés 68 (245 + 39 min) et 71 (243 + 32
min) possédant des TPFc cationiques, a montré que ceux-ci étaient trés proches. Cela
montre que la nature de 'acide aminé cationique du TPFc (arginine pour le composé 68
et lysine pour le composé 71) n’entraine pas de modification de la stabilité plasmatique.
Pour les peptides 69 et 70, des stabilités plasmatiques de plus de 24 h ont pu étre
observées. Le pourcentage de peptide restant est cependant supérieur (67%) pour le
composé 70 par rapport a celui du composé 69 (35%). La présence des acides
aspartiques (composé 70) permet donc d’obtenir une stabilité plasmatique meilleure
que la présence des acides glutamiques (composé 69). Ainsi, nous avons pu conclure
que le remplacement des acides aminés cationiques (composés 68 et 71) par les acides
aminés anioniques (composés 69 et 70) permettait d’augmenter drastiquement la

stabilité plasmatique.

Concernant l'activité fonctionnelle du composé 68 (23 + 7 nM), elle est similaire a celle
du composé 28. Cette tendance amene a penser que la présence du triazole et le
remplacement de la glycine par la tyrosine n’influe pas sur 'activité fonctionnelle. Pour
les composés 69 (99 + 54 nM), 70 (74 + 19 nM) et 71 (162 +* 81 nM), les activités
fonctionnelles sont en moyennes plus faibles que le composé 69. Cependant, les écart-
types étant importants, il est difficile de conclure sur l'efficacité des composés 69 a 71.
Globalement ces composés présentent des valeurs d’ECso comprises entre celle de la
spexine (composé 22) et du composé 28. Ainsi les composés présentant les stabilités
plasmatiques les plus élevées (composés 69 et 70) ne présentent pas une activité

fonctionnelle aussi importante que les peptides 28 et 68 possédant des arginines.

Dans un souci d’améliorer l'activité fonctionnelle du peptide tout en conservant une
bonne stabilité plasmatique et solubilité pour ce dernier, nous avons envisagé, dans la
derniere partie de ce travail, de développer un TPFc possédant des acides aminés

neutres en remplacement des acides aminés chargés.

D. Conception et synthese d’'un TPFc solubilisant et neutre

1. Contexte de I'étude
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L’ensemble des études précédentes ont montré que la présence d’acides aminés chargés
permettait d’augmenter I'’hydrophilie des peptides. Cependant, les acides aminés
chargés ont des propriétés particulieres. En effet, les acides aminés cationiques sont
connus pour interagir avec les membranes cellulaires et permettre 'internalisation dans
les cellules de ces composés. Les acides aminés anioniques ont des propriétés
d’interaction avec les membranes cellulaires. Afin de s’affranchir de la charge sur la
chaine latérale des acides aminés solubilisant utilisés précédemment, nous avons
entrepris la synthese d’'un acide aminé neutre. Pour cela, nous avons décidé d’introduire
un groupement trihydroxyméthyle aminométhane (TRIS). L’ajout de ce composé dans la
séquence d'un peptide permettrait d'introduire trois fonctions hydroxyles en un résidu
et permettrait ainsi d’augmenter la solubilit¢ du composé tout en préservant la

neutralité de la chaine latérale a pH physiologique.

2. Synthése de I'acide aminé Fmoc-Glu(TRIS(OAc)3)-OH

La stratégie adoptée pour la synthese d’'un acide aminé possédant une chaine latérale
neutre a été l'introduction du TRIS protégé 74 sur l'acide carboxylique de la chaine
latérale du Fmoc-Glu-OBz (Schéma 14). Le composé 74 est obtenu en 3 étapes a partir
du TRIS commercial. Dans une premiere étape, I'amine primaire du TRIS est protégé par
un groupement Boc, en présence de dicarbonate de di-tert-butyle dans un mélange
tBuOH/MeOH (7:3) a température ambiante avec un rendement de 69%. Les hydroxyles
du dérivé 72 est ensuite protégé par des acétates avec un rendement de 70%. L’amine
est ensuite déprotégée en milieu acide avec un rendement de 99% afin d’obtenir le

composé 74.

on @ on ®) T I © \ch@ o Q)
kg —— ok zr"*f — e T
A e’ ¢ OH
X 9 .
72, Rdt = 69% 73, Rdt = 70% 74, Rdt = 99% O O M
OO 0
; o
T -
YO\)AN*PJK o o
o

(e)
O o fo -, Q \gO\J(,\,\HOJ\
0 oo o\[or f

NH
07 "OH

75, Rdt = 34% 76, Rdt = 92%

Conditions et réactifs : (a) Boc20 (1,3 éq.), terbutanol/methanol (70/30), ta.,, 16h; (b) anhydride acétique
(10 éq.), NaHCOs3 (6 éq.), ACN/EtOAc (67/33), t.a., 24h; (c) HC1 4N/dioxane, t.a., 1h; (d) DIC (1 éq.), Oxyma (1
éq.), DMF, t.a,, 2h; (e) Pd/c, MeOH, t.a., 1h.

Schéma 14 : Synthése de 'acide aminé Fmoc-GIu(TRIS(0Ac)3)-OH 77.
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Une fois obtenu, le dérivé 74 a été couplé au residu Fmoc-Glu-OBz. L’activation de 'acide
en ester a été envisagée en utilisant 3 agents de couplage différents: HATU, PyBOP et

DIC/Oxyma (Tableau 37).

Activateur de la
Composé Nom Rdt (%)
fonction acide

HATU 15
75 Fmoc-Glu(TRIS(0Ac)3)-OBz PyBOP 27
DIC, Oxyma 34

Tableau 37 : Conditions de synthése du composé 75.

Ainsi, le couplage de I'acide aminé protégé commercial Fmoc-Glu-OBz avec le PyBOP a
permis d’obtenir un rendement de 27 %. L’utilisation du PyBOP en remplacement de
HATU a donc déja permis une amélioration du rendement. Cependant, c’est 'activation
avec le DIC et Oxyma qui a permis d’obtenir le meilleur rendement de 34% a cette étape.
Le composé 75 a pu étre obtenu en quantité suffisante pour la derniére étape de
déprotection de l'ester benzylique en acide carboxylique par hydrogénation. L’acide
aminé final 76 a ainsi été obtenu avec un rendement de 92%. Ainsi le rendement total de
cette synthese en 5 étapes a été de 15%. L’acide aminé ainsi obtenu a été introduit sur
support solide afin dans la séquence du TPFc afin d’évaluer ses propriétés de liaisons a

I'albumine mais également son pouvoir solubilisant.

3. Introduction de l'acide aminé Fmoc-Glu(TRIS(0Ac)3)-OH sur le TPFc

fluorescent modele.

Un TPFc fluorescent (Figure 60) possédant deux acides aminés Fmoc-Glu(TRIS(OAc)s)-
OH, a été synthétisé sur support solide comme précédemment (Figure 92). La
déprotection des acétates a été réalisée en présence d’acide fort lors de I'étape de
coupure du peptide de la résine. Cependant I'analyse CL-SM du peptide final attendu,
apres coupure de la résine et purification dans des conditions classiques, a mis en avant

de multiples masses difficilement attribuables.
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Figure 93 : Structure du TPFc fluorescent attendu.

Nous avons alors émis 'hypothese que les conditions de cycloaddition et de couplage
avec la lissamine rhodamine B n’étaient pas compatible avec les groupement acétates de
I'acide aminé 76. Nous avons alors décidé de ne pas introduire la partie fluorescente afin
de déterminer si la synthese du TPFc seul permettait d’obtenir le composé attendu

(Figure 94).
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Figure 94 : Structure du TPFc F8-Glu(TRIS)-Tyr-Glu(TRIS).

La synthese TPFC a été réalisée sur support solide en suivant la méme stratégie que
précédemment (Figure 57). La coupure de la résine ainsi que la purification ont été
réalisées classiquement. L’analyse de CL-SM résultante a montré un chromatogramme
complexe avec, a nouveau, plusieurs sous-produits de dégradation. Différentes

conditions de déprotections ont alors été évaluées (Tableau 38).
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Condition de

Nom Déprotection Résultat
déprotection
NaOMe dans Peptide de
MeOH 0,5M départ
NaOMe dans Peptide de
F8-Glu(TRIS)-Tyr-Glu(TRIS) Sur résine

MeOH 0,5M départ

TFA/TIS/H:0)

Dégradation

(95/2,5/2,5)

Tableau 38 : Conditions de déprotection du TPFc F8-GIu(TRIS)-Tyr-Glu(TRIS).

Lorsque les déprotections des groupements acétates en présence de NaOMe dans du
méthanol ont été effectuées sur support solide, avant coupure du peptide de la résine,
seul le peptide de départ a été obtenu. En présence de TFA, des produits de dégradation
sont observés.

Les conditions utilisées sur support solide n’ont donc pas permis une déprotection des
fonctions hydroxyles du TRIS. Cette stratégie de synthese de I'acide aminé neutre a donc
été abandonnée et nous avons entrepris une nouvelle approche pour la synthese d'un tel

acide aminé.

4. Synthése de I'acide aminé Fmoc-Glu(TRIS(OTBDMS)3)-OH

Précédemment, la déprotection des hydroxyles, protégés sous forme d’acétates, n’a pas
été possible. Afin de s’affranchir de ce probléme, nous avons choisi de protéger les trois
fonctions hydroxyles par des groupements tert-butyldimethylsilyle (TBDMS) (Figure
95).
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Figure 95 : Structure du TRIS protégé par des TBDMS 77.
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Contrairement a la précédente, cette stratégie de synthése ne nécessite pas de
protection de I'amine. Ainsi cette nouvelle stratégie permet d’obtenir I'acide aminé

protégé Fmoc-Glu(TRIS(TBDMS)3)-OH en 3 étapes (Schéma 15).

Schéma 15 : Synthése de I'acide aminé Fmoc-Glu(TRIS(OTBDMS)3)-OH.

Contrairement a la stratégie précédente, la protection des hydroxyles par le TBDMS a pu
étre effectuée sans passer par la protection initiale de I'amine. Ainsi deux étapes, la
protection de 'amine par le groupement Boc ainsi que la déprotection de celui-ci, ont pu
étre évitées. La protection des alcools a ainsi pu étre effectuée en une unique étape avec
un rendement de 89%. Le couplage avec 'acide aminé commercial Fmoc-Glu-OBz a
ensuite été réalisé mais le composé attendu n’a pas été obtenu avec la condition DIC/
Oxyma choisie précédemment. Nous avons alors décidé d’évaluer d’autres agents de
couplage. Malheureusement, aucun des trois activateurs n’a permis d’effectuer le
couplage. Nous nous sommes alors demandé sile composé 77 était stable dans les

conditions de couplage évaluées (Tableau 39).

Activateur de la
Composé Nom Solvant  Stabilité (CCM)
fonction acide

DCM
HATU Stable
DMF
DCM
78 Tris(OTBDMS)3 PyBOP Stable
DMF
DCM
DIC, Oxyma Stable
DMF

Tableau 39 : Evaluation de la stabilité du composé 78 dans les conditions de couplage avec le Fmoc-
Glu-0Bz.

La stabilité de ce composé a été évaluée en présence des activateurs évalués ainsi que
dans les solvants DMF et DCM. Le composé 77 présente une stabilité dans 'ensemble
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des conditions évaluées. La deuxiéme hypothese émise a alors été que 'encombrement
stérique était responsable de I'absence de réactivité du composé 77. Nous avons alors
changé de stratégie de synthése afin d’introduire un espaceur sur la fonction amine du
composé 77 afin d’éloigner les hydroxyles protégés par les TBDMS de la fonction

chimique qui va permettre le couplage de la Fmoc-Glu-OBz.

5. Synthése des acides aminés Fmoc-Lys(CHz-CH2-CO-TRIS(OTBDMS)3)-OH
et Fmoc-Lys(CHz-0-CHz-CO-TRIS(OTBDMS)3)-OH

Dans le but de valider notre hypothese sur I'encombrement stérique de la molécule 77,
deux espaceurs, succinamide (CO-CH2-CH»-CO) et diglycolamide (CO- CH2-0-CH2-CO),

ont été introduits sur ce composé (Schéma 16).

e
o o © o. NNH NH
X%"OJSZWOH — : i.OJSNH / OJ\O

O\SI—

4 78, Rdt = 75% 79, Rdt = 40%

\$>\L {<$'/o i /\/\Oi

(d)
o @ gl\ A< OxOH
NH,
OH)QQH - >L%‘.OJ%D / ’?‘/OY\)?\ /\/\INH
S wo B A D
0.
77, Rdt = 89% v o 80,Rdt=00% ()
*’\ »
¥ N
C NH
e S Ao Grag ey
S' ol o
ye 0
81, Rdt = 78% 82, Rdt = 40%
\ (d)
A(
O Y\O/\rNH\/\/\HLOH
! NH )
>L?‘ \JS NH 0. Q
S
83, Rdt = 70%

Conditions et réactifs : (a) TBDMS-CI (3 éq.), Imidazole (4,5 éq.), DCM, 48 h; (b) Anhydride succinique (1
éq.), DCM, t.a,, 2 h; (b’) Anhydride diglycolique (1 éq.), DCM, t.a., 2 h; (c) Fmoc-Lys-OBn (1 éq.), PyBOP (1,1
éq.), DIEA (6 éq.), DMF, t.a,, 1 h; (d) Pd/c, MeOH, t.a,, 1 h.

Schéma 16 : Schéma de synthése des acides aminés 80 et 83.

Les deux espaceurs ont été introduits par une ouverture d’anhydride succinique pour le

composé 78 ou diglycolique pour le composé 81 dans le dichlorométhane. Aprés une
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agitation de 2 h la disparition compléte a pu étre observée. Les composés 78 et 81 ont
été obtenus respectivement avec un rendement de 75% et 79%. Ces deux composés ont
ensuite été mis en présence de l'acide aminé 11 (Fmoc-Lys-OBz) synthétisé au
laboratoire. Ainsi l'introduction du TRIS protégé a été effectué sur la chaine latérale
d’'une lysine. Les composés 79 et 81 ont ainsi été obtenus avec des rendements
identiques de 40%. Apres hydrogénolyse de l'ester benzylique, les acides aminés
protégés 80 et 83 ont été obtenus avec des rendements respectifs de 90 et 48%. Ainsi
les acides aminés Fmoc-Lys(CHz-CH2-CO-TRIS(OTBDMS)3)-OH (80) et Fmoc-Lys(CH2-0O-
CH,-CO-TRIS(OTBDMS)3)-OH (83) ont été obtenus avec des rendement globaux
respectifs de 24% et 20% (4 étapes). Avant d’utiliser ces dérivés pour la synthése de
TPFc hydrosolubles, nous avons souhaité préparer les tétrapeptides modéles ci-dessous

contenant les nouveaux acides aminés 80 et 83 (Figure 96).
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Figure 96 : Structures des tétrapeptides modéles.

6. Introduction des Fmoc-Lys(CH2-CH2-CO-TRIS(OTBDMS)3)-OH et Fmoc-
Lys(CH2-0-CH2-CO-TRIS(OTBDMS)3)-OH sur un tétrapeptide modéle.

Les acides aminés 80 et 83 synthétisés précédemment ont été introduits manuellement
au sein d'un peptide fluoré (Figure 97). Les peptides modeles 85 et 86 ont été
synthétisés sur support solide manuellement a partir de la résine Fmoc-Phe-Wang
permettant d’obtenir une extrémité C-Terminale sous forme d’acide carboxylique. Par
déprotection du groupement Fmoc puis couplages peptidiques successifs, nous avons pu
accéder aux peptides 85 et 86 avec des rendements de 30 et 18 % respectivement. Ces
composés ont été caractérisés par spectrométrie de masse. Leur temps de rétention

ainsi que le rendement ont été réunis dans le Tableau 40 afin de les comparer.
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Conditions et réactifs : (a) 20% pipéridine dans DMF, 2x10 min; (b) Chaine Fmoc-Gly-OH (3 éq.), HATU (2,9
éq.), DIEA (12 éq.), 40 min; (c) Composé 81 (3 éq.), HATU (2,9 éq.), DIEA (12 éq.), 40 min; (d) Composé 84 (3
éq.), HATU (2,9 éq.), DIEA (12 éq.), 40 min; (e) Chaine Fmoc-Lys(Boc)-OH (3 éq.), HATU (2,9 éq.), DIEA (12
éq.), 40 min; (f) Chaine CF3(CF2)7(CH2)2COOH (3 éq.), HATU (2,9 éq.), DIEA (12 éq.), 40 min; (g)
TFA/Phénol/Thioanisole/Ethandithiol/H20 (82,5/5/5/2,5/5), 2h30; (h) CLHP en phase inverse.

Schéma 17 : Schéma de synthése des peptides modeéles 84 et 85.
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Acide aminé

Composé Rdt (%) tr*™
utilisé

85 81 30 4,85

86 84 18 5,23

** gradient linéaire de 5% a 100% d’acétonitrile en 7 min sur une colonne C18

Tableau 40 : Rendements et temps de rétention des composés 84 et 85.

L’introduction de I'acide aminé 80 (peptide 84) permet donc d’obtenir un rendement

supérieur a ceux obtenus par l'introduction de I'acide aminé 83 (peptide 85).

Les temps de rétention des composés 84 (4,85 min) et 85 (5,23 min) indiquent que la
nature de 'acide aminé introduit influe sur les temps de rétention. En effet le composé
84 semble plus hydrophile que le 85 mettant en avant la capacité d’'un unique acide
aminé a modifier les temps de rétention. L’espaceur diglycolamide permet donc de
diminuer I'hydrophobie du tétrapeptide. Les rendements seuls différents pour les
peptides 84 et 85, nous avons décidé d’utiliser I'acide aminé 80 présent dans la

séquence du peptide 84.

Ainsi nous avons réussi a synthétiser deux nouveaux acides aminés et valider leur
utilisation sur support solide pour la préparation de peptides hydrosolubles. A présent,
I'acide aminé 80 va étre introduit au sein d’'un tripeptide fluorocarboné fluorescent
(comme décrit précédemment). Son affinité pour l'albumine sera évaluée par
anisotropie de fluorescence. En fonction de ces résultats, le nouveau TPFc sera introduit
par chimie click sur le peptide spexine. La stabilité plasmatique du composé résultant
ainsi que son activité fonctionnelle seront évaluées et comparées aux dérivés anioniques

et cationiques déja obtenus.

E. Conclusion du chapitre 3

Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés au développement d’'une méthode de
synthese de fluoro-peptides par bioconjugaison entre un peptide ou une protéine
déprotégé et un tripeptide fluorocarboné (TPFc). Cette stratégie a été envisagée pour
faciliter la synthese de fluoro-peptides hydrophobes ou de fluoro-protéines. L'un des
objectifs est que le TPFc se lie a 'albumine afin d’augmenter la stabilité plasmatique du

peptide résultant. Afin de faciliter 'optimisation de I'affinité pour la BSA de ce TPFc, un
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modele fluorescent a été mis au point. Pour cela la synthese des TPFc fluorescent puis la

mesure de leur liaison a la BSA par anisotropie de fluorescence ont été effectuées.

Dans un premier temps, I'étude de l'influence de la partie fluorocarbonée du TPFc sur
I'affinité pour la BSA a été réalisée. Nous avons donc préparé 3 TPFc fluorescents qui ont
permis de confirmer que la chaine fluorocarbonée présentant la meilleure affinité pour
la BSA était la chaine F8. Ensuite, nous avons optimisé la partie tri-peptidique. Nous
avons synthétisé 8 TPFc et pu déterminer que le tripeptide était nécessaire a une bonne
liaison a l'albumine (les PEG sont insuffisants). De plus, quatre tripeptides ont été
choisis suite a cette étude: RYR, EYE, DYD et KYK. Dans le but de s’affranchir des
problémes potentiels de bioaccumulation de la chaine F8 (de structure similaire a la
chaine APFO accumulée), des TPFc portant des pinces fluorocarbonées ont été évaluées.
8 TPFc possédant des pinces fluorocarbonées ont été synthétisés et leur affinité pour la
BSA a été évaluée par anisotropie de fluorescence. Ces études ont montré que les
modeles fluorescents portant des pinces avec des chaines F6 ou F4 présentaient des
affinités comparables a la BSA. En revanche, les modeles possédant la chaine F8

présentent des affinités meilleures.

Dans un deuxieme temps, nous avons souhaité valider notre méthode. Nous avons donc
décidé d’introduire les TPFc portant les chaines F8 sur un peptide modéle
hydrophobe : la spexine étudiée dans le chapitre 2. L'introduction des quatre TPFc F8-
RYR, F8-EYE, F8-DYD et F8-KYK sur le peptide azido-spexine a été réalisée en solution
par une réaction de cycloadditon 1,3 catalysée par le cuivre. L'optimisation des
conditions de réaction de click a permis d’obtenir une conversion totale en 15 minutes.
Les composés ainsi synthétisés ont été évalués en stabilité plasmatique. Les résultats
ont montré que les composés anioniques (F8-EYE-triazole-spexine et F8-DYD-triazole-
spexine) présentaient un temps de demi-vie supérieur a 24 h alors que les composés
cationiques présentent un temps de demi-vie proche de 245 min. Ainsi nous avons pu
montrer que la nature des acides aminés influait fortement sur la stabilité plasmatique.
Cependant, I'évaluation de I'activité fonctionnelle de ces quatre dérivés de la spexine a
montré une diminution de la capacité a activer le récepteur GalR2 pour les composés F8-
EYE-triazole-spexine, = F8-DYD-triazole-spexine et F8-KYK-triazole-spexine en
comparaison a la F8-RGR-spexine. Toutefois, cette diminution de 'activité fonctionnelle
n’a pas été drastique (23 = 7 pM a 162 + 81 pM) en comparaison avec le composé F8-
RGR-spexine (15,6 + 2,7). Deux perspectives sont possibles pour récupérer cette activité
fonctionnelle. Premierement, l'utilisation d’autres réactions de cycloaddition pour

modifier le lien entre le TPFc et la spexine et potentiellement retrouver une activité
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fonctionnelle proche du peptide F8-spexine. Deuxiemement, l'introduction d’acides
aminés non-naturels pourrait étre envisagée pour de nouveaux TPFc qui présenteraient

une bonne stabilité plasmatique ainsi qu'une bonne activité fonctionnelle.

Dans un troisieme temps, nous avons souhaité synthétiser un acide aminé neutre et
solubilisant. Pour cela, nous avons choisi le TRIS, une molécule possédant trois
groupements hydroxyles. La synthése de différents acides aminés a été entreprise. En
effet, la protection avec un acétate n’a pas permis d’obtenir le composé final attendu a
cause de problemes de déprotection de ce groupement. Le passage a l'utilisation du
groupement protecteur TBDMS a permis d’accéder a deux acides aminés: Fmoc-
Lys(CHz-CHz-CO-TRIS(OTBDMS)3)-OH et Fmoc-Lys(CH2-0-CH-CO-TRIS(OTBDMS)3)-OH.
La comparaison de l'efficacité d’introduction de ces acides aminés sur un peptide
modele a été réalisé sur support solide. Cela a permis de sélectionner I'acide aminé

Fmoc-Lys(CH;-CHz-CO-TRIS(OTBDMS)s3)-OH.

A présent, il est nécessaire de synthétiser un TPFc possédant I'acide aminé neutre Fmoc-
Lys(CH2-CH2-CO-TRIS(OTBDMS)3)-0H. Si la mesure de sa capacité a se lier a I'albumine
est similaire aux composés chargés, celui-ci devra étre introduit sur la spexine puis la
stabilité plasmatique ainsi que I'activité fonctionnelle de ce dérivé de la spexine devront
étre mesurées. Enfin, la méthode développée au cours de cette thése a notamment pour
objectif de faciliter la synthése de fluoro-protéines. La synthése d'une fluoro-protéine en
solution puis son évaluation biologique pourrait ainsi permettre de valider pleinement

notre méthode.
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CONCLUSION GENERALE

La place des peptides en thérapie est grandissante de par leur implication dans divers
mécanismes physiologiques. En effet, ces macromolécules sont impliquées dans de
nombreuses voies de signalisations et de mécanismes de régulation cellulaire. De plus,
ces molécules sont sélectives et efficaces et se lient de maniére spécifique aux
récepteurs cibles tels que les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). Les RCPG
représentent des cibles de choix pour le développement de nouveaux agents
thérapeutiques. Actuellement, 30% des médicaments sur le marché ciblent ces
récepteurs impliqués eux-mémes dans de nombreux processus physiologiques et
physiopathologiques de 'organisme. Cependant, le développement des peptides comme
médicaments reste difficile en raison de leur faible temps de demi-vie dans I'organisme.
Afin d’augmenter leur stabilité métabolique, différentes stratégies ont été développées.
Parmi celles-ci, les modifications par des acides aminés non reconnus par le systeme
enzymatique, des méthodes de cyclisations, les peptides agrafés ainsi que les méthodes
de liaison a I'albumine sont les plus utilisées. L’ensemble de ces méthodes ont montré
leur efficacité mais elles présentent cependant des limitations. En effet, le potentiel tres
prometteur des peptides dans le domaine médical motive le développement de
nouvelles techniques de stabilisation plasmatique des peptides. C'est dans cette

thématique que s’inscrit ma these.

Précédemment au laboratoire, une méthode de stabilisation des peptides basée sur
I'introduction d’'une chaine fluorocarbonée sur le peptide a été envisagée. Pour cela, la
chaine fluorocarbonée (CF3-(CF2)7-(CH2)2COOH, chaine F8) a été introduite en partie N-
terminale du peptide apeline-17. Ce peptide de 17 acides aminés et ligand du RCPG AP]
est notamment impliqué dans les maladies cardiovasculaires. Ainsi, 'incorporation de la
chaine F8 a permis d’augmenter la stabilité du peptide natif dans le plasma humain isolé
de quelques minutes a plus de 24 h. L’évaluation du composé dans un modele de rats
normotendus a montré une augmentation de l'efficacité hypotensive du composé F8-
apeline trois fois supérieure a celle de I'apeline a une dose 16 fois plus faible (15
nmol/kg). Cette preuve de concept a mis en avant l'aspect prometteur de cette méthode.
Cependant, une chaine fluorocarbonée (CF3-(CF2)7-COOH, chaine APFO) tres utilisée en
industrie alimentaire et de traitement de surface présente une structure chimique
proche de la chaine utilisée précédemment. Si la chaine F8 n’a pas montré directement
de toxicité ou de bioaccumulation, nous avons souhaité adresser cette question en

amont et développer des dérivées biocompatibles. Des études environnementales ont
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mis en avant I'absence de bioaccumulation des chaines fluorocarbonées plus courtes

que la chaine F8.

Ainsi, ce travail de thése avait plusieurs objectifs: 1) la compréhension du mécanisme
conduisant a 'augmentation de la F8-apeline; 2)la conception et le développement
d’'une fluoro-apeline biocompatible et stable; 3) l'extension du concept au peptide
spexine et I'évaluation de ses propriétés analgésiques ; 4) la conception d'un tripeptide
fluorocarboné (TPFc) permettant a la fois d’améliorer le procédé de synthése des

fluoropeptides tout en permettant d’augmenter leur stabilité métabolique.

Afin d’atteindre le premier objectif, nous avons développé des dérivés de l'apeline
portant des chaines plus courtes (CF3-(CF2)3-(CH2).COOH, chaine F4 et CF3-(CF2)s-
(CH2)2COOH, chaine F6) que la chaine F8. Les composés ont été préparés par synthese
peptidique sur support solide et I'étude de leur stabilité dans le plasma de souris a
montré que la diminution de la longueur de la chaine s’accompagnait d'une perte
importante de leur stabilité. L'introduction de chaines plus courtes, en remplacement de
la chaine F8, n’est donc pas une stratégie viable pour le développement d'une apeline
stable. Nous avons alors envisagé d’introduire deux chaines fluorocarbonées F4 ou F6
sous forme de pince. Ces composés ont montré des stabilités plasmatiques comparables
a la F8-apeline. Leur évaluations pharmacologiques ont mis en avant les propriétés
intéressantes du peptide (F4-PEG2)K(PEG2-F4)-apeline qui présente une affinité et une
activité fonctionnelle proches du peptide apeline et ce malgré la présence de la pince
fluorocarbonée. Des études de toxicité du composé ont alors été entreprises. Pour
étudier les interactions potentielles des fluoropeptides avec les membranes plasmiques
et leur pouvoir hémolytique, nous avons concu et synthétisé des dérivés fluorescents en
utilisant une méthode originale d’acylation chimiosélective. Les sondes ainsi préparées
ont montré I'absence de liaison non spécifiques aux membrane cellulaires du composé
(F4-PEG2)K(PEG2-F4)-apeline en comparaison au composé F8-apeline. De plus, le
composé (F4-PEG2)K(PEG;-F4)-apeline ne présente pas de toxicité sur les lignées

humaines et globules rouges humains en comparaison avec la F8-apeline.

Afin de comprendre le mécanisme conduisant a I'augmentation de la stabilité des
composés F8-apeline et (F4-PEG2)K(PEG:-F4)-apeline, leur capacité a s’organiser en
micelles a été évaluée. Ces travaux ont montré que seul le peptide F8-apeline
s’organisait en agrégats a des concentrations plus élevées (100 uM) que celle utilisée
lors des études de stabilité dans le plasma in vitro (5 uM). Nous avons alors cherché a

savoir si la stabilité des composés était corrélée a une liaison aux protéines
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plasmatiques. Ainsi, 'étude de la liaison a la BSA a été réalisée avec les sondes
fluorescentes précédemment préparées par anisotropie de fluorescence. Cette étude a
mis en avant la liaison des deux composés F8-apeline (Kqa = 2,60 + 0,19 puM) et (F4-
PEG2)K(PEG2-F4)-apeline (Kq = 10,5 * 1,41 uM) a la BSA avec des constantes de
dissociations bien inférieures a celle de l'apeline (Kq > 500 pM). Afin de mieux
caractériser cette liaison, des études cristallographiques ont été réalisées. Les structures
cristallographiques des deux composés en complexe avec l'albumine humaine ont
permis de confirmer que les deux fluoro-apelines se liaient au site de liaison 2 de
I'albumine (site de liaison de l'ibuproféene notamment). Cependant le composé pince se
lie par une unique chaine fluorocarbonée et s’insére partiellement dans la poche de
liaison alors que la pénétration compléte de la chaine fluorocarbonée de la F8-apeline
est observable. Ainsi nous avons pu, au cours de ces travaux, caractériser la liaison des

fluoro-apelines avec la HSA.

Suite a ces résultats, les propriétés hypotensives du peptide (F4-PEG2)K(PEGz-F4)-
apeline ont été évaluées dans un modéle de rats normotendus en collaboration avec
I'équipe de Catherine Llorens Cortes (College de France). Malheureusement cette étude
a montré que le peptide optimisé sous forme de pince ne présentait pas d’activité
hypotensive jusqu’'a une dose de 150 nmol/kg, contrairement a la F8-apeline. Afin
d’expliquer ce résultat, nous avons alors effectué des études pharmacocinétiques pour
comprendre cette absence d’activité. Les résultats ont mis en évidence une clairance
ainsi qu'une distribution faible dans les tissus de la (F4-PEG2)K(PEG2-F4)-apeline. En
revanche, le temps de demi-vie était faible (1,7 + 0,2 min) par rapport a celui de la F8-
apeline (21 + 3,0 min) expliquant 'absence d’activité du composé in vivo. Il est donc
probable qu'une enzyme présente uniquement in vivo coupe le peptide rapidement

I'empéchant ainsi d’atteindre sa cible biologique.

Il serait intéressant d’étudier la formation des métabolites apres administration du
composé pince in vivo afin de déterminer les sites de coupure enzymatique. En
s’appuyant sur la structure cristallographique, nous pourrions également envisager de

concevoir un motif fluorocarboné permettant d’optimiser la liaison a I'albumine.

Dans le deuxieme chapitre, nous nous sommes intéressés a l'extension du concept
FluoroPep a d’autres peptides ciblant les RCPG. Nous avons pour cela choisi la spexine,
un peptide de 14 acides aminés et ligand des RCPG GalR2 et GalR3, impliqués dans la
modulation de la douleur. Ainsi, I'introduction de la chaine F8 en partie N-terminale de

la spexine a permis d’augmenter sa stabilité de 1 h a 7 h dans le plasma de souris isolé.
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De plus, l'activité analgésique de la F8-spexine dans un modéle de douleur
inflammatoire a mis en évidence une augmentation de I'efficacité de ce composé d’'un
facteur 10 a 100 en comparaison avec la spexine. Afin de s’affranchir des potentiels
problémes de bioaccumulation de la chaine F8, une stratégie similaire a celle développée
précédemment pour I'apeline a été appliquée a la spexine. Des dérivés de la spexine
possédant des chaines hydrocarbonées, fluorocarbonées plus courtes que la chaine F8 et
des pinces ont été synthétisés sur support solide. Cette étude a permis d’identifier la F6-
spexine, L10-spexine et (F6)K(F6)-spexine qui présentent a la fois une stabilité
plasmatique supérieure a 6 h et une activité fonctionnelle in vitro sur le récepteur GalR2
proche de la F8-spexine (ECso = 6,2 £ 0,9 nM). Nous avons également mis en évidence les
propriétés hémolytiques du peptide lipidé L10-spexine contrairement a la F6-spexine et

F8-spexine.

Ainsi, les F6-spexine et (F6)K(F6)-spexine ont été sélectionnées pour étre évaluées in
vivo. Cependant la limitation principale de l'utilisation in vivo de ces composés est leur
faible solubilité aqueuse (12 pM). D’autre part, les rendements de synthese pour les
fluoro-spexine sont systématiquement plus faibles que la spexine. Nous avons alors
décidé de concevoir des fluoro-spexines solubles dans le but de faciliter leur synthese et
leur évaluation in vivo. Un linker solubilisant tripeptidique, arginine-glycine-arginine
(RGR) a été introduit entre la chaine fluorocarbonée et le peptide. Ainsi, cela a permis
d’augmenter la solubilité de la F8-spexine d'un facteur 40 tout en maintenant une
stabilité plasmatique supérieure a 6 h et une efficacité in vitro proche de la F8-spexine.
Dans un souci de diminuer la longueur de la chaine F8, une série de dérivés de la spexine
comportant tous le linker RGR a été préparée. Cette étude a permis d’identifier le
composé (F6)K(F6)-RGR-spexine qui présente a la fois une stabilité plasmatique proche

de 24 h, une activité fonctionnelle intéressante (ECso = 10 + 3 nM).

Les composés ainsi optimisés in vitro, F6-spexine, (F6)K(F6)-spexine et (F6)K(F6)-RGR-
spexine, ont été ensuite évalués in vivo dans un modele murin de douleur inflammatoire
par le laboratoire du Dr. Fréderic Simonin. L’évaluation de I'activité analgésique de ces
composés a mis en avant une activité des trois composés similaires a la F8-spexine a la
dose de 0,9 pmol/kg. Ainsi nous avons réussi a atteindre nos objectifs de développer un
dérivé de la spexine portant des chaines plus courtes que la F8 mais également un

composé présentant une solubilité améliorée.

Dans le troisiéme chapitre, nous avons travaillé sur le développement d’'une méthode de

synthese en solution de fluoro-peptides. Cette stratégie est basée sur l'introduction d'un
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tripeptide fluorocarboné (TPFc), a la fois solubilisant et se liant a I'albumine, sur un
peptide ou une protéine totalement déprotégé par une réaction de bioconjugaison. Le
développement d’une telle méthode permettrait d’avoir un TPFc « universel » et donc de
s’affranchir de la séquence du peptide et ainsi de remédier aux potentiels problemes de
synthese et de solubilité comme observés pour la spexine. Afin d’atteindre nos objectifs,
nous avons dans un premier temps remplacé le peptide/protéine par une modele
fluorescent. En effet, I'une des propriétés de ce TPFc doit étre de se lier a I'albumine afin
de stabiliser efficacement le peptide. Cet essai nous a ainsi permis d’évaluer rapidement
'affinité de différents TPFc pour I'albumine en utilisant la chaine F8 comme référence
mais également les pinces (F4-PEG2)K(PEG2-F4) et (F6-PEG2)K(PEG2-F6) comme
alternative biocompatible. Par cette approche originale, nous avons identifié quatre
tripeptides chargés qui se lient efficacement a I'albumine avec une affinité
micromolaire : arginine-tyrosine-arginine (RYR), acide glutamique-tyrosine- acide
glutamique (EYE), acide aspartique-tyrosine- acide aspartique (EYE) et lysine-tyrosine-

lysine (KYK).

Nous avons décidé d’introduire les TPFc optimisés sur un peptide modele hydrophobe :
la spexine. Les TPFc portant des chaines F8 ont été dans un premier temps introduits en
partie N-terminale de la spexine par une cycloaddition catalysée par le cuivre. Apres
optimisation de cette réaction, les dérivés de la spexine ont été obtenus avec des
rendements proches de 50%. Leur stabilité dans le plasma de souris a été évaluée in
vitro ainsi que leur activité fonctionnelle sur le récepteur GalR2. Ces études ont mis en
avant des temps de demi-vie inferieurs a 6 h des composés possédant les TPFc
cationique (F8-RYR-triazole-spexine et F8-KYK-triazole-spexine). En revanche, les
composés possédant un TPFc anionique (F8-EYE-triazole-spexine et F8-DYD-triazole-
spexine) ont présenté des stabilités plasmatiques supérieures a 24 h. L’évaluation
fonctionnelle des composés a montré une efficacité sur GALR2 proche de celle mesurée
pour la spexine mais inférieure a celle déterminée pour la F8-spexine. Une variabilité
importante sur les mesures d’activités fonctionnelles a cependant été observée pour les

composés anioniques et vont nécessiter de reproduire les mesures afin de conclure.

En parallele de ces travaux, le développement d’'un TPFc possédant des acides aminés
neutres et solubilisants de part et d’autre d'une tyrosine a été envisagé. Pour cela la
synthese d’'un acide aminé original dérivé du TRIS (possédant trois hydroxyles) a été
entreprise. Différentes stratégies de protections de ces fonctions hydroxyles ont été
évaluées, le TBDMS étant le groupement protecteur choisi. Aprés optimisations sur un

peptide vecteur, l'introduction de cet acide aminé sur support solide ainsi que sa
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déprotection ont été validées. A présent, il reste a introduire cet acide dans la séquence
du TPFc afin d’évaluer ses propriétés physico-chimiques (solubilité) et de liaisons a

I’albumine.

L’ensemble de ces travaux et résultats ont permis de concevoir des nouveaux dérivés
fluorocarbonés de la spexine, possédant des propriétés analgésiques intéressantes.
D’autre part, nous avons pu mettre en évidence le mécanisme conduisant a
I'amélioration de la stabilité plasmatique de la F8-apeline. Enfin, en utilisant une
méthode originale d’anisotropie de fluorescence pour évaluer rapidement la liaison d'un
composé a I'albumine, nous avons identifié quatre tripeptide fluorocarboné avec une
affinité micromolaire pour 'albumine. Ces TPFc ont été introduit en solution sur la
spexine totalement déprotégée dans des conditions douces, permettant ainsi de faciliter
la préparation des fluoropeptides. La stratégie FluoroPEP représente ainsi une
alternative intéressante aux méthodes de stabilisation existantes. Le TPFc développé
sera appliqué a la modification de différents peptides/protéines afin de découvrir de

nouvelles sondes pharmacologiques et/ou candidats médicaments visant les RCPG.
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I EXPERIMENTAL PART

A. General methods

1. Peptide synthesis

a. Reagents

Reagents were obtained from commercial sources and used without any further
purification. Fmoc-Lys(Fmoc)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Lys(N3)-OH, Fmoc-Phe-OH,
Fmoc-His-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Ser-OH, Fmoc-His-OH, Fmoc-Gly-OH,
Fmoc-Met-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Tyr(Me)-OH, Fmoc-Ile-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH,
Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Asp(tBu)-OH, were purchased from
Novabiochem, Polypeptides and Iris Biotech. Fmoc-protected Rink amide resin was
purchased from Iris Biotech and the overall yields for the solid-phase syntheses were
calculated based on the initial loadings provided by the supplier (0.42 mmol.g-1). Fmoc-
protected preloaded Wang resin was purchased from Novabiochem and the overall
yields for the solid-phase syntheses were calculated based on the initial loadings
provided by the supplier (0.67 mmol.g1). 4,4,5,5,6,6,7,7,7-Nonafluoroheptanoic acid,
4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,9-tridecafluorononanoic acid, 4,4,5,5,6,6,7,7, 8,8,9,9,10.10.11,11-
heptadecafluoroundecanoic acid and hexadecanoic acid were purchased from Sigma-
Aldrich, 4,4,5,5,5-Pentafluoropentanoic Acid and 4,4,4-trifluorobutyric acid were
purchased from Apollo Scientific. Undecanoic acid and nonanoic acid were purchased
from Acros Organics. DY647-NHS-Ester was purchased from Dyomics GmbH. Acid Red
52 was purchased from TCL

All small molecules have been characterized by 1H NMR and 3C NMR. For all peptidic
compounds, yields (%), retention time (min) obtained following either general
procedure 2.a.i (*) or 2.a.ii (**), chemical formula, calculated mass (calc mass), found
mass obtained following either general procedure 2.b.i (*) or 2.b.ii (**) and HPLC purity

at 220 nm have been indicated as characterization.

b. Automated peptide synthesis

Automated solid-phase peptide synthesis (SPPS) was performed using a Liberty Blue
synthesizer (CEM, France) by standard Fmoc solid-phase chemistry on a preloaded
Wang resin (0.67 mmol.g-1resin, 0.1 mmol scale), or on a Rink amide resin (0.42 mmol.g-
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1) using DMF as solvent. The coupling of each amino acid (2 M) was carried out using
DIC (0.5 M) and Oxyma (1M). Fmoc groups were removed using a 20% v/v solution of
piperidine in DMF. Washing steps were performed using DMF. At the end of peptide
synthesis, the resin was washed with DCM and MeOH and then dried in DCM.

C. Manual peptide synthesis

Peptide elongation was realized using the dried resin previously synthesized by
automated SPPS. Non-automated SPPS were performed in polypropylene tubes
equipped with polyethylene frits and polypropylene caps using an orbital agitator
shaking device. The Fmoc-protected resin (1 eq.) was swollen for 1 h in DCM and the
excess of solvent was removed by filtration. N-terminal-Fmoc-group was removed by
using a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 10 min). All Fmoc-
deprotection steps were performed in the same way. The piperidine solution was
drained off and the resin was washed three times with successively DMF, DCM and
MeOH. All Fmoc-protected amino acids (3 eq.) were coupled in DMF (2 mL per 0.1 mmol
of resin) for 45 min using HATU (2.9 eq.) and DIEA (12 eq.) as activating agents. The
excess of solvent was removed by filtration and the resin was washed three times with

successively DMF, DCM and MeOH.

d. Peptide acylation

The resin containing the peptide sequence of interest was swollen for 1 h in DMF, and
the excess of solvent was removed by filtration. N-terminal-Fmoc-group was removed
using a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min). Washing steps
were performed with DMF, DCM and MeOH. The acetylation was performed by adding a
solution of acetic anhydride/DIEA/DCM 10/5/85 (3 mL per 0.1 mmol of resin), during
10 min. The solution was drained, and the resin was washed three times with DCM. The

final resin was dried in vacuo.

e. Solid-phase peptide reactions monitoring

The completion was monitored with the colorimetric tests257.258259 (Kaiser test, TNBS

test, or the chloranil) as well as by analytical HPLC following cleavages of small aliquots

of resin with TFA/H,0/TIS 95/2.5/2.5 (v/v/v).
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Kaiser test and TNBS test were used for all the amino acids except proline where
Chloranil test was used. For Kaiser test, few resin beads were transferred to a small
glass tube and one drop of the ninhydrin solution was added, as well as one drop of the
phenol solution and three drops of KCN in pyridine. The glass tube was mixed and
heated using a heat gun. Dark blue resin beads indicate the presence of resin-attached
primary amines. For TNBS test, few resin beads were transferred to a small glass tube
and 3 pL of TNBS were added as well as 5 pL. of 10% DIEA in DMF. The glass tube was
mixed during 5 min. Red or deep-orange resin beads indicate the presence of resin-
attached primary amines. For Chloranil test, few resin beads were transferred to a small
glass tube and one drop of the acetaldehyde solution was added as well as one drop of
the chloranil solution. The glass tube was mixed during 10 min. Blue resin beads

indicate the presence of resin-attached proline.

f Peptide cleavage and deprotection

Final peptides were cleaved from the resin under reducing conditions with
TFA/phenol/thioanisole/EDT/H.0 85/4/4.5/2/4.5 (v/v) for peptides containing
cysteine or methionine in the sequence, or with TFA/H,0/TIS 95/2.5/2.5 (v/v) for other
peptides (1 mL per 0.1 mmol of resin). The mixture was stirred at room temperature for
3 h. The solution was vacuum filtered, and the peptides were precipitated with cold
diethyl ether (30 volumes per volume of the cleavage mixture). The precipitated
peptides were centrifuged at 3000 rpm and 4 °C for 2 min. The precipitate was washed
with cold diethyl ether and centrifuged again at 3000 rpm and 4 °C for 2 min. The
diethyl ether solution was removed by decantation and the precipitate was dried in

vacuo. Finally, the crude product was dissolved in DMSO and purified.

g Peptide purification

Crude peptides were purified by semi-preparative reversed-phase HPLC
chromatography (Gilson PLC2020 system) on a SunFire C18 column (5 pm, 19 x 150
mm) using a linear gradient (5% to 60% in 30 min, flow-rate of 20 ml.min-1) of solvent
B (0.1% TFA in MeCN, v/v) in solvent A (0.1% TFA in H20, v/v). Detection was set at

220 and 254 nm. Fractions containing the desired peptide were freeze-dried.

2. Chemical characterization

a. Reverse Phase HPLC
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i) Method A, RP-HPLC (*)

Analytical reverse-phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC) was
performed either on a C18 Ascentis Express column (2.7 pm, 4.6 mm x 75 mm) using a
linear gradient (5% to 100% in 7 min, flow rate of 1.6 mL-min-1) of solvent B (0.1% TFA
in MeCN, v/v) in solvent A (0.1% TFA in Hz0, v/v); C18 Sunfire column (5 pm, 4.6 mm x
150 mm) using a linear gradient (5% to 95% in 20 min, flow rate of 1 mL.min-1) of
solvent B (0.1% TFA in MeCN, v/v) in solvent A (0.1% TFA in H»0, v/v). Detection was
setat 220 and 254 nm.

ii)  Method B, RP-HPLC (**)

Analytical reverse-phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC) was
performed either on a C18 Ascentis Express column (2.7 pm, 4.6 mm x 75 mm) using a
linear gradient (5% to 100% in 15 min, flow rate of 1.6 mL-min-1) of solvent B (0.1%
TFA in MeCN, v/v) in solvent A (0.1% TFA in H;0, v/v); C18 Sunfire column (5 um, 4.6
mm x 150 mm) using a linear gradient (5% to 95% in 20 min, flow rate of 1 mL.min-1) of
solvent B (0.1% TFA in MeCN, v/v) in solvent A (0.1% TFA in H»0, v/v). Detection was
setat 220 and 254 nm.

b. LC-MS

) LR-MS*

Low resolution mass spectra (LRMS) were obtained on a Shimadzu LCMS 8030
apparatus equipped with a Kinetex C18 column (2.6 pm, 50 X 2.1 mm) using

electrospray ionization (ESI) and a triple-quadripole analyzer (TQ).

i)  HR-MS**

High resolution mass spectra (HRMS) were obtained on an Agilent Technologie 6520
Accurare-Mass Q.Tof LC/MS apparatus equipped with a Zorbax SB C18 column (1.8 pm,

2.1 x 50 mm) using electrospray ionization (ESI) and a time-of-flight analyzer (TOF).

C. NMR

1H and 13C NMR spectra were recorded on a Bruker Advance spectrometer (400 MHz for

1H spectra and 126 MHz for 13C) at 25°C. Chemical shifts are reported in parts per
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million (ppm) relative to residual solvent and coupling constants (]J) are reported in
Hertz (Hz). Signals are described as s (singlet), d (doublet), t (triplet), q (quartet), m
(multiplet), br s (broad singlet) and br d (broad doublet). Deuterated solvents were

purchased from Sigma-Aldrich.

3. Biophysical and biochemical characterization

a. Plasma stability assay

Plasmatic stability was determined in human plasma for apelin and fluoro-apelin and in
mouse plasma for spexine and fluoro-spexines. Peptide final concentration in plasma for
apelin and fluoro-apelin is 5 pM and 0.25 uM for spexine and fluoro-spexines with a final
DMSO concentration of 1 % in plasma. Plasma was prewarmed at 37°C for 5 min,
followed by addition of the tested compound. The mixture was incubated at 37°C for 24
h. An aliquot of the incubation mixture was transferred to ice-cold MeCN (3 volumes) at
different times. Samples were then frozen at -80°C, unfrozen, mixed and centrifuged.
Supernatants were used for HPLC-MS/MS analysis without further dilution. The
percentage of remaining peptide at each time was determined by monitoring the peak
area of the chromatogram. Half-life (t1,2) was estimated from the slope of the initial
linear range of the logarithmic curve of the remaining compound (%), assuming there is

a first-order Kkinetics.

b. Albumine binding assay and free ligand fraction calculation

Human albumin, rat albumin, mouse albumin, bovine albumin, human serum, rat serum
and mouse serum were purchased from Sigma-Aldrich. Binding assays were conducted
in 96-well black polystyrene plates (Costar 3686, Corning, Acton, MA) and in a total
volume of 15 pL. Fluorescence polarization binding assays were performed using the
EnVision 2104 multilabel plate reader (Perkin-Elmer Waltham, MA) and carried out at
room temperature. The polarization degree was measured with an excitation
wavelength set at 620 nm for DY647 fluorophore and 570nm for Lissamine Rhodamine,
and an emission wavelength set respectively at 688 nm and 570 nm. All titrations were
performed by adding increasing amounts of proteins (with final concentrations ranging
from 0 to 100 uM) to a fixed concentration of fluorescent compounds (0.25 pM) in assay
buffer (50 mM Hepes, 150 mM KCl, 0.2% Pluronic F-127, pH 7.5). The plate was

incubated for 5 min at room temperature before the measurement.
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The binding affinity of the fluorescent compounds for the proteins was expressed as
dissociation constant (Kq = 1/Kas) and was calculated by fitting the sigmoid dose-
dependent change in fluorescence polarization as a function of protein concentration in

Microsoft Excel solver using the following equations:

Kq
P+ Lse——PL (1)

Py
Ka = =55 (2)

[Pe] = [P] + [PL] (3)
[Le] = L] + [PL] (4)
[P], [Lf] et [PL] are, respectively, the equilibrium concentrations of the free protein, of

the free ligand and of the free ligand-protein complex. [P] is a total protein
concentration (X input), [L is a total ligand concentration (constant) and Ky is the

dissociation constant (variable to be fitted).

The fraction of ligand bound to protein (F}) is described by:

[Le]-[Lf]
= —" 5
[Le] (5)

Substituting Eq. (3) and (4) into Eq. (2) and (5) we obtain:

Fy

_ Kg+[Ld +[P] - V(Kq + [Ld + [P])? — 4[L][P]
b 2[L]

[P], [Lf] et [PL] are, respectively, the equilibrium concentrations of the free protein, of
the free ligand and of the free ligand-protein complex. [P is a total protein
concentration (X input), [L is a total ligand concentration (constant) and Ky is the

dissociation constant (to be fitted with the binding affinity previously obtained).

C. Evaluation of the critical micelles concentrations

Nile Red stock solutions were prepared by dissolving the dye in DMSO at 1.5 mM. Stock
solutions of apelin derivatives were prepared at 10 mM in water (MilliQ). The dilutions
to get final solutions with desired concentration of apelin derivatives (from 0.001 to 500
uM) and Nile Red (30 uM) were performed using water (MilliQ), NaCl 0.9% or PBS. The
solutions were stirred for 1 h at room temperature, and then transferred to a 96-well
microplate. All fluorescence measurements were carried out using an Envision

Multilabel plate reader (Perkin Elmer) at 25 °C. Excitation/emission wavelengths of
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530/615 nm were used, with a bandwidth of 35/8.5 nm. Fluorescence intensity was
plotted as a function of peptide concentration, and each CAC value was calculated by

determining the intersection of the two lines formed by the data points.

d. Solubility evaluation

Solubility of spexin derivatives was measured by dissolving the compounds in
DMSO to obtain stock solutions at 10 mM. The stock solutions were diluted to a
final concentration of 100 uM in a pH 7.4 HEPES/0.1% BSA buffer with the
following composition: 10 mM Hepes, 137.5 mM NaCl, 1.25 mM MgCl;, 1.25 mM
CaClz, 6 mM KCl, 10 mM Glucose, 0.4 mM NaH;PO4, 1 g.L-1 BSA. Samples were
stirred for 5 min on an orbital agitator at room temperature and then centrifuged
2 min at 13 000 rpm. 500 pL of supernatant were taken and 500 pL of MeCN are
added to the supernatant to induce BSA precipitation. The solution was then
centrifuged again for 2 min at 13 000 rpm. The concentration in the supernatant
was measured by an HPLC procedure using a calibration curve established for
each compound by diluting a 10 mM DMSO stock solution to adapted

concentrations. The experiments were performed in duplicate.

e. Hemolysis experiments

Prior to the experiment, human blood cells (RBC) (EFS, Strasbourg, France) were
recovered by centrifugation at 700 rpm and room temperature for 5 min and washed
three times with Hepes buffered saline (Hepes 10 mM, NaCl 145 mM, pH 7.4). RBC were
then resuspended in the Hepes buffer and plated in 96-well plates at 10¢ cells per well in
100 pL. Solutions of peptides at different concentrations in Hepes buffered saline (100
ul) were then added to the cells and incubated for 30 min at 37 °C. The release of
hemoglobin was determined after centrifugation at 700 g at room temperature for 5 min
by spectrophotometric analysis of the supernatant at 550 nm. Complete hemolysis
(100% control value) was achieved using TritonX-100 to a final concentration of 0.2%
(w/v) in Hepes buffered saline. The negative control was defined by suspension of RBC

in Hepes buffered saline alone. The experiments were performed in triplicate.

f. Blood partitioning
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Hematocrit has been determined by centrifugation of human blood (EFS, Strasbourg,
France) at 10000 g and room temperature for 2 min in capillaries (Vitrex medical). RBC
were separated from plasma by centrifugation at 10000 g and room temperature for 5
min. Peptides stock solutions were prepared at 1mM in DMSO. Spiking solutions from
stocks were prepared at 50 uM in water. Whole blood and plasma were prewarmed at
37°C. Compounds were then incubated in plasma at a final concentration of 0.5 uM with
a 0.05 % DMSO final concentration in plasma and whole blood. The mixture was
incubated at 37 °C for 24h. Whole blood samples were centrifuges at 10000 g for 3 min
then an aliquot of the plasma was transferred to ice-cold MeCN (3 volumes). An aliquot
of plasma incubation was directly transferred to ice-cold MeCN (3 volumes) in order to
get the reference sample. Samples were then frozen at -80°C, unfrozen, mixed and
centrifuged. Supernatants were used for HPLC-MS/MS analysis without further dilution.
The percentage of remaining peptide was determined by monitoring the peak area of

the chromatogram. Blood partitioning was determined using the following equation:

RBC C(RBC)
( Pl )= C(PD
Krec/p, Crec and Cpp are, respectively, the blood partitioning, the concentration in the
plasma isolated from the whole blood incubations and the concentration in plasma from
the reference plasma incubations. The compound concentration is proportional to the
signal response for both samples. Therefore, concentrations can be substituted by peak
areas in the equation. After introduction of the hematocrit, the equation results in3:

RBC\ 1 (AUC (Refpl)
(T) < AUC (PI) 1) 1

T H

B. Chapter 1 : Design and development of a specific, active,
stable and biocompatible fluoro-apelin

1. Peptides syntheses

Apelin: H-KFRRQRPRLSHKGPMPF-0OH, 8 TFA (1)



Fmoc-K(Boc)FR(Pbf)R(Pbf)Q(Trt)R(Pbf)PR(Pbf)LSHK(Boc)GPMPF-Wang sequence was
synthesized following the general method 1.b. Resin-bound peptide (12 pmol) was then
cleaved and purified according the general methods 1.f. and 1.g, affording the title
compound as a white solid (8.2 mg, 23%). tg** = 6.85 min (>95% purity [220.8 nm]);
HRMS (ESI) calcd for CogH158N34021S: 2179.2062; found: 2179.2024.

F4-apelin: CF3(CF,)3(CH,),CO-KFRRQRPRLSHKGPMPF-OH, 7 TFA (2)
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Fmoc-K(Boc)FR(Pbf)R(Pbf)Q(Trt)R(Pbf)PR(Pbf)LSHK(Boc)GPMPF-Wang sequence was
synthesized following the general method 1.b. 4,4,5,5,6,6,7,7,7-nonafluoroheptanoic acid
was introduced on the resin-bound peptide (12 pmol) following the general method 1.c.
Finally, the peptide was cleaved and purified following the general methods 1.f. and 1.g.,
affording the title compound as a white solid (9.1 mg, 24%). tr** = 8.37 min (>95%
purity [220.8 nm]); MS (ESI) calcd for C103H150F9N34021S: 2411.2; found: 2411.2.

F6-apelin: CF3(CF,)s(CH,),CO-KFRRQRPRLSHKGPMPF-OH, 7 TFA (3)
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Fmoc-K(Boc)FR(Pbf)R(Pbf)Q(Trt)R(Pbf)PR(Pbf)LSHK(Boc)GPMPF-Wang sequence was
synthesized  following the general method 1.b. 4,455,6,6,7,7,8,8,9,9,9-
tridecafluorononanoic acid was introduced on the resin-bound peptide (12 pmol)
following the general method 1.c. Finally, the peptide was cleaved and purified following
the general methods 1.f. and 1.g., affording the title compound as a white solid (6.8 mg,
17%). tr** = 9.18 min (>95% purity [220.8 nm]); MS (ESI) calcd for CiosH150F13N34021S:
2511.2; found: 2511.2.
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F8-apelin: CF3(CF,)7(CH,),CO-KFRRQRPRLSHKGPMPF-OH, 7 TFA (4)
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Fmoc-K(Boc)FR(Pbf)R(Pbf)Q(Trt)R(Pbf)PR(Pbf)LSHK(Boc)GPMPF-Wang sequence was
synthesized following the general method 1.b. 4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10.10.11,11-
heptadecafluoroundecanoic acid was introduced on the resin-bound peptide (51 pmol)
following the general method 1.c. Finally, the peptide was cleaved and purified following
the general methods 1.f. and 1.g., affording the title compound as a white solid (48 mg,
28%). twr** = 10.35 min (>95% purity [220.8 nm]); HRMS (ESI) calcd for
C107H159F17N34021S: 2611.1868; found: 2611.1867.

(F4)K(F4)-apelin: (CF3(CF»)3(CH2)2CO)K(CF3(CF2)3(CH2)2C0) -KFRRQRPRLSHKGPMPF-
OH, 7 TFA (5)
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Fmoc-K(Fmoc)K(Boc)FR(Pbf)R(Pbf)Q(Trt)R(Pbf)PR(Pbf)LSHK(Boc)GPMPF-Wang
sequence was synthesized following the general method 1.b. 4,4,55,6,6,7,7,7-
nonafluoroheptanoic acid were introduced on the resin-bound peptide (12 pmol)
following the general method 1.c. Finally, the peptide was cleaved and purified following
the general methods 1.f. and 1.g., affording the expected compound as a white solid (6.4
mg, 19%). tk** = 10.54 min (>95% purity [220.8 nm]); MS (ESI) calcd for
C116H174F18N36023S: 2813.3; found: 2813.3.
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[F4—PEGz)K(PEGz-F4)-apelin: (CF3(CF2)3(CH2)2CO-PEG2)K(CF3(CFz)?,(CHz)zCO-PEGz) -
KFRRQRPRLSHKGPMPF-OH, 7 TFA (6)
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Fmoc-K(Fmoc)K(Boc)FR(Pbf)R(Pbf)Q(Trt)R(Pbf)PR(Pbf)LSHK(Boc)GPMPF-Wang
sequence was synthesized following the general method 1.b. 2,2-fmoc-amino-ethoxy-
ethoxy acetic acid then 4,4,5,5,6,6,7,7,7-nonafluoroheptanoic acid were introduced on
the resin-bound peptide (12 pmol) following the general method 1.c. Finally, the peptide
was cleaved and purified following the general methods 1.f. and 1.g., affording the
expected compound as a white solid (7.8 mg, 21%). tr** = 10.44 min (>95% purity
[220.8 nm]); HRMS (ESI) calcd for C128H196F18N38029S: 3104.4537; found: 3104.4529.
(F6)K(F6)-apelin: (CF3(CF2)s(CH2).CO)K(CF3(CF2)3(CH2).CO) -KFRRQRPRLSHKGPMPF-
OH, 7 TFA (7)
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Fmoc-K(Fmoc)K(Boc)FR(Pbf)R(Pbf)Q(Trt)R(Pbf)PR(Pbf)LSHK(Boc)GPMPF-Wang
sequence was synthesized following the general method 1.b. 4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,9-
tridecafluorononanoic acid were introduced on the resin-bound peptide (12 pmol)
following the general method 1.c. Finally, the peptide was cleaved and purified following
the general methods 1.f. and 1.g., affording the expected compound as a white solid (7.9
mg, 22%). t&r** = 1142 min (>95% purity [220.8 nm]); MS (ESI) calcd for
C120H174F26N36023S: 3013.3; found: 3013.3.
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[F6—PEGz)K(PEGz-F6)-apelin: (CFg(CFz)s(CHz)zCO-PEGz)K(CF3(CFz)?,(CHz)zCO-PEGz) -
KFRRQRPRLSHKGPMPF-OH, 7 TFA (8)
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Fmoc-K(Fmoc)K(Boc)FR(Pbf)R(Pbf)Q(Trt)R(Pbf)PR(Pbf)LSHK(Boc)GPMPF-Wang

sequence was synthesized following the general method 1.b. 2,2-fmoc-amino-ethoxy-
ethoxy acetic acid then 4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,9-tridecafluorononanoic acid were
introduced on the resin-bound peptide (12 pmol) following the general method 1.c.
Finally, the peptide was cleaved and purified following the general methods 1.f. and 1.g,,
affording the expected compound as a white solid (8.7 mg, 22%). tg** = 11.42 min
(>95% purity [220.8 nm]); MS (ESI) calcd for C132H196F26N36029S: 3303.4; found: 3303.4.

Ac-K(hdz)-apelin: CH;CO-K(COCH2NH-NH;)-FRRQRPRLSHKGPMPF-OH, 7 TFA (13)
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Fmoc-FR(Pbf)R(Pbf)Q(Trt)R(Pbf)PR(Pbf)LSHK(Boc)GPMPF-Wang sequence was
synthesized following the general method 1.b. The resin-bound peptide (12 pmol) was
swollen in DMF and the excess of solvent was removed by filtration. N-Fmoc group was
removed using a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min). Washing
steps were performed with DMF, DCM and MeOH. The coupling of the Fmoc-Lys(Aza-
Gly(Bocs3))-OH 11 (2 eq.) was performed using HBTU (1.9 eq.), HOBt (2 eq.), and DIEA (8
eq.) as coupling reagents in DMF. The mixture was shaken at room temperature for 45
min. The solution was drained, and the resin-bound peptide was washed with DMF, DCM
and MeOH. Finally, the peptide was acylated, cleaved and purified according the general
methods 1.d.,, 1.f. and 1.g. affording the expected compound as a white solid (9.1 mg,
23%). tr** = 6.94 min (>95% purity [220.8 nm]); MS (ESI): [M+H]* calcd 2252.2; found
2252.2.
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F4-K(hdz)-apelin: CF3(CFz)3(CH;);CO-K(COCH;NH-NH;)-FRRQRPRLSHKGPMPF-OH, 7 TFA
(14)
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Fmoc-FR(Pbf)R(Pbf)Q(Trt)R(Pbf)PR(Pbf)LSHK(Boc)GPMPF-Wang sequence was
synthesized following the general method 1.b. The resin-bound peptide (18 pmol) was
swollen in DMF and the excess of solvent was removed by filtration. N-Fmoc group was
removed using a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min). Washing
steps were performed with DMF, DCM and MeOH. The coupling of the Fmoc-Lys(Aza-
Gly(Bocs3))-OH (2 eq.) was performed using HBTU (1.9 eq.), HOBt (2 eq.), and DIEA (8
eq.) as coupling reagents in DMF. The mixture was shaken at room temperature for 45
min. The solution was drained, and the resin-bound peptide was washed with DMF, DCM
and MeOH. 4,4,5,5,6,6,7,7,7-nonafluoroheptanoic acid was introduced on the resin-
bound peptide following the general method 1.c. Finally, the peptide was cleaved and
purified following the general methods 1.f. and 1.g., affording the title compound as a
white solid (8.9 mg, 15%). tr** = 8.61 min (>95% purity [220.8 nm]); MS (ESI): [M+H]+
calcd 2485.7; found 2485.7

F8-K(hdz)-apelin: CF3(CF,)7(CH2)2CO-K(COCH,NH-NH2)-FRRQRPRLSHKGPMPF-OH, 7
TFA (15)
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Fmoc-FR(Pbf)R(Pbf)Q(Trt)R(Pbf)PR(Pbf)LSHK(Boc)GPMPF-Wang sequence was
synthesized following the general method 1.b. The resin-bound peptide (12 pmol) was
swollen in DMF and the excess of solvent was removed by filtration. N-Fmoc group was
removed using a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min). Washing
steps were performed with DMF, DCM and MeOH. The coupling of the Fmoc-Lys(Aza-
Gly(Bocs3))-OH (2 eq.) was performed using HBTU (1.9 eq.), HOBt (2 eq.), and DIEA (8
eq.) as coupling reagents in DMF. The mixture was shaken at room temperature for 45

min. The solution was drained, and the resin-bound peptide was washed with DMF, DCM
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and MeOH. 4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10.10.11,11-heptadecafluoroundecanoic acid was
introduced on the resin-bound peptide following the general method 1.c. Finally, the
peptide was cleaved and purified following the general methods 1.f. and 1.g., affording
the expected compound as a white solid (6.2 mg, 16%). tg** = 10.19 min (>95% purity
[220.8 nm]); MS (ESI): [M+H]*calcd 2684.2; found 2684.2.

(F4-PEG3)K(F4-PEG;)-K(hdz)-apelin:  (CF3(CF2)3(CH2)2CO-PEG2)K(CF3(CF2)3(CHz2)2CO-
PEG2) - K(COCH;NH-NH2)-FRRQRPRLSHKGPMPF-OH, 7 TFA (16)

HN NH, HN NH, +7 TFA

Fmoc-FR(Pbf)R(Pbf)Q(Trt)R(Pbf)PR(Pbf)LSHK(Boc)GPMPF-Wang sequence was
synthesized following the general method 1.b. The resin-bound peptide (12 pmol) was
swollen in DMF and the excess of solvent was removed by filtration. N-Fmoc group was
removed using a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min). Washing
steps were performed with DMF, DCM and MeOH. The coupling of the Fmoc-Lys(Aza-
Gly(Bocs3))-OH (2 eq.) was performed using HBTU (1.9 eq.), HOBt (2 eq.), and DIEA (8
eq.) as coupling reagents in DMF. The mixture was shaken at room temperature for 45
min. The solution was drained, and the resin-bound peptide was washed with DMF, DCM
and MeOH. Fmoc-K(Fmoc)-OH, then 2,2-fmoc-amino-ethoxy-ethoxy acetic acid and
finally 4,4,5,5,6,6,7,7,7-nonafluoroheptanoic acid were introduced on the resin-bound
peptide following the general method 1.c. Finally, the peptide was cleaved and purified
following the general methods 1.f. and 1.g., affording the expected compound as a white
solid (5.3 mg, 14%). tr** = 10.42 min (>95% purity [220.8 nm]); MS (ESI) calcd for
C130H200F18N40030S: 3175.5; found: 3175.5.
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L15-K(hdz)-apelin: CH3(CHz)14CO-K(COCH;NH-NHz)-FRRQRPRLSHKGPMPF-OH, 7 TFA
(17)
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Fmoc-FR(Pbf)R(Pbf)Q(Trt)R(Pbf)PR(Pbf)LSHK(Boc)GPMPF-Wang sequence was
synthesized following the general method 1.b. The resin-bound peptide (13 pmol) was
swollen in DMF and the excess of solvent was removed by filtration. N-Fmoc group was
removed using a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min). Washing
steps were performed with DMF, DCM and MeOH. The coupling of the Fmoc-Lys(Aza-
Gly(Bocs3))-OH (2 eq.) was performed using HBTU (1.9 eq.), HOBt (2 eq.), and DIEA (8
eq.) as coupling reagents in DMF. The mixture was shaken at room temperature for 45
min. The solution was drained, and the resin-bound peptide was washed with DMF, DCM
and MeOH. Hexadecanoic acid was introduced on the resin-bound peptide following the
general method 1.c. Finally, the peptide was cleaved and purified following the general
methods 1.f. and 1.g, affording the title compound as a white solid (7.3 mg, 17%). tg** =
11.17 min (>95% purity [220.8 nm]); MS (ESI): [M+H]*calcd 2448.4; found 2448.4.

Ac- K(hdz(DY647))-apelin: CHsCO-K(COCH;NH-NH-DY647)-FRRQRPRLSHKGPMPF-OH, 6
TFA (18)

Compound 13 (0.37 umol, 1 eq.) was dissolved in a citrate-phosphate buffer (25 mM, pH
5.2), and the pH of the mixture was re-adjusted to pH 5.2 with Na;HPO4 0.2 M. A solution
of DY-647P1-NHS-Ester (1.1 eq.) in DMSO was added to finally get a 3/1 (v/v)
buffer/DMSO solution. The mixture was stirred 1 h at room temperature under argon.

Finally, the crude product was purified by semi-preparative reversed-phase HPLC
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chromatography (Gilson GX271 system) on a Kinetex C18 column (5 pm, 10 x 150 mm)
using a linear gradient (10% to 70% in 40 min, flow-rate of 5 ml.min-1) of solvent B
solvent B (0.1% TFA in MeCN, v/v) in solvent A (0.1% TFA in H:0, v/v), affording the
title compound as a blue solid (1.1 mg, 82%). tz** = 8.31 min (>95% purity [220.8 nm]);
MS (ESI) calcd for C141H204N38030S3: 2919.5; found: 2919.5.

F4-K(hdz(DY647))-apelin: CF3(CF2)3(CH2)2CO -K(COCH;NH-NH-DY647)-
FRRQRPRLSHKGPMPF-OH, 6 TFA (19)

H Han

Compound 14 (0.37 umol, 1 eq.) was dissolved in a citrate-phosphate buffer (25 mM, pH
5.2), and the pH of the mixture was re-adjusted to pH 5.2 with Na;HPO4 0.2 M. A solution
of DY-647P1-NHS-Ester (1.1 eq.) in DMSO was added to finally get a 3/1 (v/v)
buffer/DMSO. The mixture was stirred 1 h at room temperature under argon
atmosphere. Finally, the crude product was purified by semi-preparative reversed-
phase HPLC chromatography (Gilson GX271 system) on a Kinetex C18 column (5 pum, 10
x 150 mm) using a linear gradient (10% to 70% in 40 min, flow-rate of 5 ml.min-1) of
solvent B solvent B (0.1% TFA in MeCN, v/v) in solvent A (0.1% TFA in H:0, v/v),
affording the title compound as a blue solid (0.21 mg, 15%). tr** = 9.36 min (>95%
purity [220.8 nm]); HRMS (ESI) calcd for Ci39H203F9N38030S3: 3152.4546; found:
3152.4736.
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F8-K(hdz(DY647))-apelin: CF3(CF2)7(CH;)2CO-K(COCH,NH-NH-DY647)-
FRRQRPRLSHKGPMPF-OH, 6 TFA (20)

HNZNH, HNJ\NHZ +6 TFA

Compound 15 (0.37 umol, 1 eq.) was dissolved in a citrate-phosphate buffer (25 mM, pH
5.2), and the pH of the mixture was re-adjusted to pH 5.2 with Na;HPO4 0.2 M. A solution
of DY-647P1-NHS-Ester (1.1 eq.) in DMSO was added to finally get a 3/1 (v/v)
buffer/DMSO. The mixture was stirred 1 h at room temperature under argon
atmosphere. Finally, the crude product was purified by semi-preparative reversed-
phase HPLC chromatography (Gilson GX271 system) on a Kinetex C18 column (5 pum, 10
x 150 mm) using a linear gradient (10% to 70% in 40 min, flow-rate of 5 ml.min-) of
solvent B solvent B (0.1% TFA in MeCN, v/v) in solvent A (0.1% TFA in H:0, v/v),
affording the title compound as a blue solid (1.2 mg, 80%). tr** = 10.77 min (>95%
purity [220.8 nm]); MS (ESI) calcd for C143H203F17N38030S3: 3351.4; found: 3351.4.

(F4-PEG2)K(PEG2-F4)-K(hdz(DY647))-apelin: (CF3(CF2)3(CHz)2CO-
PEG2)K(CF3(CF2)3(CH2)2C0-PEG2)-K(COCH;NH-NH-DY647)-FRRQRPRLSHKGPMPF-OH,
6 TFA (21)
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Compound 16 (0.37 umol, 1 eq.) was dissolved in a citrate-phosphate buffer (25 mM, pH
5.2), and the pH of the mixture was re-adjusted to pH 5.2 with Na;HPO4 0.2 M. A solution
of DY-647P1-NHS-Ester (1.1 eq.) in DMSO was added to finally get a 3/1 (v/v)

buffer/DMSO. The mixture was stirred 1 h at room temperature under argon
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atmosphere. Finally, the crude product was purified by semi-preparative reversed-
phase HPLC chromatography (Gilson GX271 system) on a Kinetex C18 column (5 pum, 10
x 150 mm) using a linear gradient (10% to 70% in 40 min, flow-rate of 5 ml.min-1) of
solvent B (0.1% TFA in MeCN, v/v) in solvent A (0.1% TFA in H:0, v/v), affording the
expected compound as a blue solid (1.2 mg, 92%). tg** = 10.71 min (>95% purity [220.8
nm]); MS (ESI) calcd for C164H240F18N42035S2: 3763,7; found: 3763.7.

L15-K(hdz(DY647))-apelin: CH3(CHz)14CO-K(COCH;NH-NH-DY647)-
FRRQRPRLSHKGPMPF-OH, 6 TFA (22)

+6 TFA

Compound 17 (0.37 umol, 1 eq.) was dissolved in a citrate-phosphate buffer (25 mM, pH
5.2), and the pH of the mixture was re-adjusted to pH 5.2 with Na;HPO4 0.2 M. A solution
of DY-647P1-NHS-Ester (1.1 eq.) in DMSO was added to finally get a 3/1 (v/v)
buffer/DMSO. The mixture was stirred 1 h at room temperature under argon
atmosphere. Finally, the crude product was purified by semi-preparative reversed-
phase HPLC chromatography (Gilson GX271 system) on a Kinetex C18 column (5 pum, 10
x 150 mm) using a linear gradient (10% to 70% in 40 min, flow-rate of 5 ml.min-1) of
solvent B solvent B (0.1% TFA in MeCN, v/v) in solvent A (0.1% TFA in H:0, v/v),
affording the title compoundas a blue solid (1.3 mg, 92%). tr** = 11.57 min (>95%
purity [220.8 nm]); MS (ESI) calcd for C14gH230N38030S3: 3115.7; found: 3115.7.

2. Chemical Synthesis

(S)-benzyl-2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-6-((tert

butoxycarbonyl)amino) hexanoate (9)
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Fmoc-Lys(Boc)-OH (1 g, 1.54 mmol) and benzyl alcohol (192 pL, 1.85 mmol) were mixed
in DCM (3 mL). The mixture was cooled to 0 °C before the addition of DCC (381 mg, 1.85
mmol) and DMAP (18.8 mg, 0.154 mmol). The reaction mixture was stirred for 2 h at
ice-water temperature, then warmed to room temperature and stirred for 3 h. The crude
mixture was filtered and the residue was washed with DCM and concentrated under
reduced pressure. The resulting oil was solubilized in EtOAc and washed with water, 0.5
N HCI, saturated NaHCOs3, and brine. The organic layer was dried over Na,SOs,, filtered,
and concentrated under reduced pressure. The crude was purified by column
chromatography eluted with 10-20% EtOAc in n-heptane to obtain a yellowish oil (1.05
g, 1.42 mmol, 92%). 'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.78 (d, /] = 7.8 Hz, 2 H), 7.61 (br d, ] =
7.5Hz, 2 H), 7.45 - 7.28 (m, 9 H), 5.45 - 5.34 (m, 1 H), 5.20 (q,/ = 12.1 Hz, 2 H), 4.51 (br s,
1 H), 4.47 - 4.33 (m, 3 H), 4.27 - 4.18 (m, 1 H), 3.07 (br s, 3 H), 1.86 (br d,/ = 9.8 Hz, 1 H),
1.65 - 1.78 (m, 1 H), 1.44 (s, 9 H), 1.30 - 1.39 (m, 3 H); 13C NMR (126 MHz, , CDCl3) 6
172.2,155.9, 143.8, 143.6, 141.3, 141.2, 135.2, 128.6, 128.5, 128.3, 127.6, 127.0. 125.0.
119.9,67.1,66.9,53.7,47.0, 39.9, 32.0, 29.5, 28.3, 22.2.

(S)-benzyl-2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-6-aminohexanoate-hydro
chloride (10)

QL
0_0
C'H;NAAIH)O*O
v
Compound 9 (500 mg, 1.07 mmol) was dissolved in 4N HCl in dioxane (10 mL). The
mixture was stirred during 1 h at room temperature. The reaction mixture was
concentrated under reduced pressure, the residue washed three times with toluene and
concentrated under reduced pressure. The crude was dried under vacuum to give a clear
0il (432 mg, 1.07 mmol, 100%). tH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 7.95 - 7.80 (m, 4 H), 7.72
(brd, /j=7.0 Hz, 1 H), 7.47 - 7.38 (m, 2 H), 7.38 - 7.28 (m, 5 H), 7.27 - 7.11 (m, 1 H), 5.14
(s,1H),4.38-4.18 (m, 2 H), 4.15 - 3.92 (m, 1 H), 3.34 (s, 1 H), 2.73 (br d, /=5.5 Hz, 1 H),
1.81 - 1.17 (m, 5 H); 13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 172.2, 156.1, 143.8, 143.7, 141.2,
135.2,128.6, 128.4, 128.3, 128.2, 127.7, 127.1, 125.2, 119.9, 67.3, 53.8, 47.1, 31.6, 27.1,
22.4.
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(S)-Benzyl-2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-6-(2-(1,2,2-tris(tert-
butoxycarbonyl) hydrazinyl)acetamido)hexanoic acid (11)

Compound 10 (520 mg, 1.05 mmol), 2-({bis[(tert-butoxy)carbonyl]amino}[(tert-
butoxy)carbonyl]amino)acetic acid (341 mg, 0.875 mmol) and PyBOP (546 mg, 1.05
mmol) were dissolved in DMF (2.4 mL). DIEA (868 pL, 5.25 mmol) was added and the
reaction mixture was stirred for 30 min at room temperature. The reaction mixture was
concentrated under reduced pressure. The resulting crude was solubilized in diethyl
ether and washed with water. The organic layer was dried over anhydrous Na;SOa,
isolated by filtration and concentrated under reduced pressure. The crude was purified
on silica gel eluted with 1-2% MeOH in DCM to obtain a white solid (554 mg, 0.67 mmol,
76%). mp 67-69 °C, tH NMR (400 MHz, DMSO-d¢) 6 7.93 - 7.84 (m, 2 H), 7.80 (br d, J=6.5
Hz, 1 H),7.71 (br d, J=6.8 Hz, 2 H), 7.56 - 7.37 (m, 2 H), 7.37 - 7.26 (m, 6 H), 5.12 (s, 2 H),
4.34-4.12 (m, 3 H), 4.02 (brs, 1 H), 3.91 (brs, 2 H), 3.32 (s, 1 H), 3.07 (brs, 2 H), 1.78 -
1.52 (m, 2 H), 1.48 - 1.40 (m, 15 H), 1.40 - 1.20 (m, 12 H), 13C NMR (126 MHz, DMSO-dg)
6167.4,156.6,153.8,150.7, 144.3, 141.2,136.4, 128.8, 128.4, 128.2, 128.1, 127.5, 120.6,
84.3,84.3,84.3,825,81.8,66.3,47.1, 28.1, 28.0. 27.9, 27.9.

(S)-2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-6-(2-(1,2,2-tris(tert
butoxycarbonyl) hydrazinyl)acetamido)hexanoic acid (12)

Compound 11 (536 mg, 0.645 mmol) was dissolved in MeOH (20 mL). Pd/C (55 mg) was
added to the mixture and stirred under H; for 2 h. The crude mixture was filtered on

celite and washed with MeOH. The solvent was removed under reduced pressure and
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the residue was dried under vacuum to give a white solid (412 mg, 0.56 mmol, 86%). mp
108-110 °C, *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 7.89 (d, J=7.3 Hz, 3 H), 7.72 (br d, J=6.8 Hz, 2
H), 7.59 - 7.51 (m, 1 H), 7.44 - 7.38 (m, 2 H), 7.36 - 7.29 (m, 2 H), 4.30 - 4.24 (m, 2 H),
3.91 (s, 2 H), 3.15 - 3.05 (m, 2 H), 1.69 (br d, J=6.0 Hz, 1 H), 1.60 (br d, J=4.3 Hz, 1 H),
1.46 - 1.43 (m, 18 H), 1.40 - 1.35 (m, 12 H), 1.24 (br s, 2 H), 0.85 (t, J=6.6 Hz, 2 H). 13C
NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 173.8, 166.8, 155.9, 153.3, 153.1, 150.2, 143.7, 140.6, 128.8,
127.5,126.9, 125.2, 121.3, 120.0. 83.7, 81.9, 81.3, 53.8, 46.6, 31.1, 27.5, 27.4, 22.0; MS
(ESI) : [M+H]* calcd 741.3; found 741.2.

3. Enzymatic assay

Peptide stock solutions were prepared at 1 mM in water and then diluted in either MES
buffer 2x (100 mM MES, 600 mM NacCl, 20 puM ZnCl;, 0.02% Brij-35, pH 6.5) or MES 2x
with 2% BSA in order to obtain a 100 pM peptide solution. ACE-2 stock solution was
prepared at 100 nM in MES buffer x2.

50 pL peptide solution with or without BSA were incubated with 50 uM ACE-2 solution.
The mixture was incubated at 25°C for 1 h. An aliquot of the incubation mixture was
transferred to ice-cold MeCN (2.5 volumes) at different times. Samples were then frozen
at -80°C, unfrozen, mixed and centrifuged. Supernatants were used for HPLC-MS/MS
analysis without further dilution. The percentage of remaining peptide at each time was

determined by monitoring the peak area of the chromatogram.

4. Pharmacology assays

a. Membrane preparations and radioligand binding experiments

Membrane preparations from CHO cells stably expressing the wild-type human apelin
receptor were purchased from PerkinElmer (Wellesley, MA, USA). Membranes from CHO
cells stably expressing the rat apelin receptor-EGFP were prepared. Membrane
preparations (1-5 g total mass of membranes/assay) were incubated for 1 h at 20 °C
with 0.2 nM [125]]-pE13F (PerkinElmer) in binding buffer alone or in the presence of the
peptide at various concentrations. The reaction was stopped and filtered on Whatman
GF/C filters. After washing, radioactivity was counted. Saturation-binding curves were
obtained by incubating membrane proteins with [!25]]-pE13F at different

concentrations.
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b. cAMP assay

cAMP was quantified using the cAMP dynamic 2 assay kit (Cisbio Bioassays, Codolet,
France) based on homogeneous time-resolved fluorescence technology. The stimulation
was done in the stimulation buffer (HBSS, 5 mM Hepes, 0.1% BSA stabilizer, 1 mM 3-
isobutyl-methylxanthine, IBMX, pH 7.4). Briefly, CHO cells stably expressing the rat
ApelinR-EGFP were dispensed into a 384-well plate (2000 cells per well) and stimulated
with 10-¢ M forskolin and increasing pyroglutamyl-apelin-13 (pE13F) concentrations
(10-14 to 104 M) for 30 min at 20 °C. Cells were then lysed, and cAMP levels were
determined following the manufacturer’s instructions. Basal levels were determined in

parallel by incubating cells in the absence of pE13F.

5. Toxicology evaluation

a. Cell viability assays

The cytotoxic effects of apelin derivates on HEK 293, CACO-2 and HEP G2 cells were
evaluated by measuring cell metabolitic activity using a WST-1assay (TakaraMK400).
Cells were observed using an Incucyte S3 (Essen Bioscience). After 24 h, compounds to
test (0.3 uM, 1 puM, 3 uM, 10 puM, 30 puM) were added to cells and the incubation was
continued for 48 h at 37 °C (5% C02). The WST-1 test was then completed.

6. Fluorescence spectroscopy and microscopy

a. Absorbance and fluorescence spectroscopy studies

Absorption spectra were recorded on a Cary 4000 spectrophotometer (Varian) and
fluorescence spectra on a Fluoromax 3 (Jobin Yvon, Horiba) spectrofluorometer.
Fluorescence emission spectra were systematically recorded at 653 nm excitation
wavelength (20 °C) for the DY647 derivatives. All fluorescence spectra were corrected

for instrumental effects.

b. Fluorescence experiments

For confocal microscopy studies, ApelinR-EGFP HEK293 and wild-type HEK293 cells
were seeded onto 35 mm ibiTreat Ibidi Polymer Coverslip at a density of 50 000
cells/Ibidi 24 h before microscopy.. Cells were washed twice with HBSS, then a solution
of the fluorescent ligand at 50 nM or a mixture of the fluorescent ligand at 50 nM and
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native apelin 17 at 1 uM was added to cells. After 5 or 20 min of incubation at room
temperature, cells were imaged on a Leica TCS SPE-II microscope with a HXC PL APO
63x/1.40 OIL CS objective. For confocal images, excitation/emission wavelengths of
635/645-750 nm were used for the fluorescent peptides, 405/415-490 for the Hoechst
fluorescence and 488/500-580 nm for the GFP fluorescence.

7. In vivo evaluations

a. Animals

Male Sprague-Dawley rats (130-180 g) were obtained from Janvier Laboratories (Le
Genest-St-Isle, France). The animals were maintained for 12 h light/dark cycles with
free access to food and water. All animal experiments were carried out in accordance

with current institutional guidelines for the care and use of experimental animals.

b. Blood pressure recording in alert rats

Sprague-Dawley male rats were anesthetized with isoflurane (4% for induction and 2%
for maintenance). A catheter was inserted into the right femoral vein. An additional
catheter was inserted into the right femoral artery to monitor mean arterial blood
pressure (MABP). The catheters were tunneled subcutaneously to exit from the neck.
The animals were allowed to recover for at least 24 h. Peptides were dissolved in 0.2 ml
saline at a final concentration of 15 or 400 nmol/kg. The resulting solution was
administered to alert rats via the venous catheter, immediately followed by 0.2 ml of
saline alone to flush the venous catheter. Blood pressure was recorded for 30 min before
injection in order to determine baseline blood pressure and for 30 min after
administration of the peptides. This procedure was validated by the local animal ethics

committee (CEEA n°59, reference number 1966.01).

C. Pharmacokinetic study in mice.

6 weeks old CD-1 mice were injected with 15 nmol/kg of LIT01-196 (corresponding to
around 15nM) via the tail vein (three animals per time point). Blood samples (400uL)
were collected at different time points (5min, 15min, 28min and 60min) by intracardiac
puncture and placed into EDTA-coated tubes, centrifuged at 4°C, 12,000 g during 10 min
and the plasma was stored at -80°C. Peptide injection and blood sample collection were

performed by TechMedILL reviewed and approved by the agriculture ministry
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regulating animal research in France (Ethics regional committee for animal
experimentation Strasbourg, APAFIS 1341#2015080309399690). The samples were
analyzed by UHPLC-MS/MS (LC-MS 8030. Shimadzu, electrospray ion source) using a
C18 column (Phenomenex 2.6 pm Kinetex, 50 X 2.1 mm) and a linear gradient of solvent
B 5-95% v/v over 1.2min at a flow rate of 0.5mL/min (solvent A: H20 and 0.05% formic
acid; solvent B: MeCN). Plasma samples were processed before RP-HPLC analysis as
follows. 400 pL of each plasma sample were then mixed with 1 mL of acetonitrile for
protein precipitation and compound extraction. Samples were vortex-stirred for 5 min,
sonicated for 1 min and centrifuged at 10.000g for 5min. 400 pL of supernatants were
lyophilized and then dissolved in 20 pL of water/acetonitrile 1/1. Peptides were
quantified by integrating the area under the peaks, and normalization was based on the
standard and compared to standard curves. Standard curves were obtained by analyzing
known peptide quantities that were dissolved in plasma and processed as well as
analyzed using the same procedure. Pharmacokinetics parameters were calculated using

a one-compartment model.

C. Chapter 2 : Extension of the FluoroPep strategy to other
GPCR peptidic ligands : application to of spexine

1. Peptide Synthesis

Spexin: H-NWTPQAMLYLKGAQ-NH, 2 TFA (23)
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Fmoc-N(Trt)W(Boc)T(tBu)PQ(Trt)AMLY (tBu)LK(Boc)GAQ(Trt)-Rink-PS sequence was
synthesized following the general method 1.b. The resin-bound peptide (46 pmol) was
then deprotected using a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min).
Finally, the peptide was cleaved and purified following the general methods 1.f and 1.g,
affording the title compound as a white solid (25 mg, 31%). tr* = 3.98 min (>95% purity
[220.8 nm]); HRMS (ESI) calcd for C74H114N20010S: 1618.8290; found: 1618.8303.
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F1-spexin: CF3(CH;),CO- NWTPQAMLYLKGAQ-NHz, 1 TFA (24)
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Fmoc-N(Trt)W(Boc)T(tBu)PQ(Trt)AMLY (tBu)LK(Boc)GAQ(Trt)-Rink-PS sequence was
synthesized following the general method 1.b. The resin-bound peptide (36 pmol) was
then deprotected using a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min).
4,4,4-trifluorobutyric acid was introduced on the resin-bound peptide following the
general method 1.c. Finally, the peptide was cleaved and purified following the general
methods 1.f. and 1.g, affording the expected compound as a white solid (26.3 mg, 42%).

=4.46 min (>95% purity [220.8 nm]); HRMS (ESI) calcd for C7sH117F3N20020S: 1742.8;
found: 1742.8.

F4-spexin: CF3(CF2)3(CHz),CO- NWTPQAMLYLKGAQ-NH, 1 TFA (25)

3435, ,@ YT él?JmAa
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Fmoc-N(Trt)W(Boc)T(tBu)PQ(Trt)AMLY (tBu)LK(Boc)GAQ(Trt)-Rink-PS sequence was
synthesized following the general method 1.b. The resin-bound peptide (36 pmol) was
then deprotected using a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min).
4,4,5,5,6,6,7,7,7-nonafluoroheptanoic acid was introduced on the resin-bound peptide
following the general method 1.c. Finally, the peptide was cleaved and purified following
the general methods 1.f. and 1.g, affording the expected compound as a white solid
(15.6 mg, 23%). tr* = 5.06 min (>95% purity [220.8 nm]); HRMS (ESI) calcd for
Cs1H117F9N20020S: 1892.8; found: 1892.8.

F6-spexin: CF3(CF2)s(CH2),CO- NWTPQAMLYLKGAQ-NH, 1 TFA (26)

BN ,$ Ot Lt éhﬁjgjw
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Fmoc-N(Trt)W(Boc)T(tBu)PQ(Trt)AMLY (tBu)LK(Boc)GAQ(Trt)-Rink-PS sequence was
synthesized following the general method 1.b. The resin-bound peptide (36 pmol) was
then deprotected using a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min).
4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,9-tridecafluorononanoic acid was introduced on the resin-bound
peptide following the general method 1.c. Finally, the peptide was cleaved and purified
following the general methods 1.f. and 1.g., affording the expected compound as a white
solid (15.0 mg, 21%). tg* = 5.48 min (>95% purity [220.8 nm]); HRMS (ESI) calcd for
Cs3H117F13N20020S: 1993.8338; found: 1993.83009.

F8-spexin: CF3(CF2)7(CHz),CO- NWTPQAMLYLKGAQ-NH, 1 TFA (27)
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Fmoc-N(Trt)W(Boc)T(tBu)PQ(Trt)AMLY (tBu)LK(Boc)GAQ(Trt)-Rink-PS sequence was
synthesized following the general method 1.b. 4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10.10.11,11-
heptadecafluoroundecanoic acid was introduced on the resin-bound peptide (46 pmol)
following the general method 1.c. Finally, the peptide was cleaved and purified following
the general methods 1.f and 1.g, affording the title compound as a white solid (16 mg,
16%). tr* = 5.85 min (>95% purity [220.8 nm]); HRMS (ESI) calcd for CgsH117F17N20020S:
2092.8202; found: 2092.8187.

(F4)K(F4)-spexin: (CF3(CF2)3(CH2)2CO)K(CF3(CF2)3(CH2)2C0)- NWTPQAMLYLKGAQ-NH;,
1 TFA (28)
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Fmoc-K(Fmoc)N(Trt)W(Boc)T(tBu)PQ(Trt)AMLY(tBu)LK(Boc)GAQ(Trt)-Rink-PS

sequence was synthesized following the general method 1.b. The resin-bound peptide
(36 pmol) was then deprotected using a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2
times for 15 min). 4,4,5,5,6,6,7,7,7-nonafluoroheptanoic acid were introduced on the
resin-bound peptide following the general method 1.c. Finally, the peptide was cleaved

and purified following the general methods 1.f. and 1.g., affording the expected
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compound as a white solid (13.2 mg, 16%). tr* = 5.85 min (>95% purity [220.8 nm]);
HRMS (ESI) calcd for CosH132F18N22022S: 2294.9; found: 2294.9.

(F6)K(F6)-spexin: (CF3(CF2)s(CH2)2CO)K(CF3(CF2)s(CH2)2C0)- NWTPQAMLYLKGAQ-NH;,
1 TFA (29)
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Fmoc-F(Fmoc)N(Trt)W(Boc)T(tBu)PQ(Trt)AMLY (tBu)LK(Boc)GAQ(Trt)-Rink-PS
sequence was synthesized following the general method 1.b. The resin-bound peptide
(36 pmol) was then deprotected using a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2
times for 15 min). 4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,9-tridecafluorononanoic acid was introduced on
the resin-bound peptide following the general method 1.c. Finally, the peptide was
cleaved and purified following the general methods 1.f. and 1.g., affording the expected
compound as a white solid (15.2 mg, 17%). tr* = 6.63 min (>95% purity [220.8 nm]);
HRMS (ESI) calcd for CogH132F26N22022S: 2495.9265; found: 2493.9192.

L10-spexin: CH3(CH2)9CO- NWTPQAMLYLKGAQ-NH, 1 TFA (30)
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Fmoc-N(Trt)W(Boc)T(tBu)PQ(Trt)AMLY (tBu)LK(Boc)GAQ(Trt)-Rink-PS sequence was
synthesized following the general method 1.b. The resin-bound peptide (36 pmol) was
then deprotected using a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min).
Undecanoic acid was introduced on the resin-bound peptide following the general
method 1.c. Finally, the peptide was cleaved and purified following the general methods
1.f. and 1.g., affording the expected compound as a white solid (16.5 mg, 26%). tr* = 5.45
min (>95% purity [220.8 nm]); HRMS (ESI) calcd for CgsH134N20020S: 1767.0; found:
1767.0.
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RGR-spexin: H-RGRNWTPQAMLYLKGAQ-NHz, 4 TFA (31)
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Fmoc-R(Pbf)GR(Pbf)N(Trt)W(Boc)T(tBu)PQ(Trt)AMLY(tBu)LK(Boc)GAQ(Trt)-Rink-PS
sequence was synthesized following the general method 1.b. The resin-bound peptide
(46 pmol) was then deprotected using a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2
times for 15 min). Finally, the peptide was cleaved and purified following the general
methods 1.f. and 1.g, affording the expected compound as a white solid (33.8 mg, 37%).
tr* = 3.69 min (>95% purity [220.8 nm]); HRMS (ESI) calcd for CggH141N29022S: 1988.1;
found: 1988.1.

F1-RGR-spexin: CF3(CH2),CO-RGRNWTPQAMLYLKGAQ-NHz, 3 TFA (32)
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Fmoc-R(Pbf)GR(Pbf)N(Trt)W(Boc)T(tBu)PQ(Trt)AMLY(tBu)LK(Boc)GAQ(Trt)-Rink-
PSsequence was synthesized following the general method 1.b. The resin-bound peptide
(36 pmol) was then deprotected using a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2
times for 15 min). 4,4,4-trifluorobutyric acid was introduced on the resin-bound peptide
following the general method 1.c. Finally, the peptide was cleaved and purified following
the general methods 1.f. and 1.g, affording the expected compound as a white solid
(25.8 mg, 34%). tg* = 3.88 min (>95% purity [220.8 nm]); HRMS (ESI) calcd for CozH144
F3N29023S: 2112.1; found: 2112.1.

F4-RGR-spexin: CF3(CF2)3(CH2),CO-RGRNWTPQAMLYLKGAQ-NHz, 3 TFA (33)
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Fmoc-N(Trt)W(Boc)T(tBu)PQ(Trt)AMLY (tBu)LK(Boc)GAQ(Trt)-Rink-PS sequence was
synthesized following the general method 1.b. Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Gly-OH and
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Fmoc-Arg(Pbf)-OH were introduced on the resin-bound peptide (36 pmol) following the
general method 2.3. 4,4,5,5,6,6,7,7,7-nonafluoroheptanoic acid was introduced on the
resin-bound peptide following the general method 1.c. Finally, the peptide was cleaved
and purified following the general methods 1.f and 1.g, affording the title compound
(30.9 mg, 38%) as a white solid. tr* = 4.26 min (>95% purity [220.8 nm]); HRMS (ESI)
calcd for CosH144F9N29023S: 2262.0567; found: 2262.0547.

F6-RGR-spexin: CF3(CF2)s(CH2),CO-RGRNWTPQAMLYLKGAQ-NHz, 3 TFA (34)
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Fmoc-N(Trt)W(Boc)T(tBu)PQ(Trt)AMLY (tBu)LK(Boc)GAQ(Trt)-Rink-PS sequence was
synthesized following the general method 1.b. Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Gly-OH and
Fmoc-Arg(Pbf)-OH were introduced on the resin-bound peptide (39 pmol) following the
general method 2.3. 4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,9-tridecafluorononanoic acid was introduced
on the resin-bound peptide following the general method 1.c. Finally, the peptide was
cleaved and purified following the general methods 1.f and 1.g, affording the title
compound (33.1 mg, 36%) as a white solid. tg* = 4.55 min (>95% purity [220.8 nm]);
HRMS (ESI) calcd for Co7H144F13N29023S: 2362.0503; found: 2362.0477.

F8-RGR-spexin: CF3(CF2)7(CH2),CO-RGRNWTPQAMLYLKGAQ-NHz, 3 TFA (35)
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fF RFRFRF jl( Ji; g JL,&:N\)L,q/ /( \)LJ::\)LJ\(N\)LNHZ

FFFFFFFF

+3 TFA

Fmoc-N(Trt)W(Boc)T(tBu)PQ(Trt)AMLY (tBu)LK(Boc)GAQ(Trt)-Rink-PS sequence was
synthesized following the general method 1.b. Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Gly-OH and
Fmoc-Arg(Pbf)-OH were introduced on the resin-bound peptide (50 pmol) following the
general method 1.c. 4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10.10.11,11-heptadecafluoroundecanoic acid
was introduced on the resin-bound peptide following the general method 2.4. Finally,
the peptide was cleaved and purified following the general methods 1.f and 1.g,
affording the title compound (33.2 mg, 27%) as a white solid. tr* = 4.85 min (>95%
purity [220.8 nm]); HRMS (ESI) calcd for Co9H144F17N29023S: 2462.0439; found:
2462.0502.
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(F4)K(F4)-RGR-spexin: (CF3(CF2)3(CH2)2CO)K(CF3(CF2)3(CH2)2CO)-
RGRNWTPQAMLYLKGAQ-NHz, 3 TFA (36)
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Fmoc-K(Fmoc)R(Pbf)GR(Pbf)N(Trt)W(Boc)T(tBu)PQ(Trt)AMLY (tBu)LK(Boc)GAQ(Trt)-
Rink-PS sequence was synthesized following the general method 1.b. The resin-bound
peptide (36 pumol) was then deprotected using a 20% (v/v) solution of piperidine in
DMF (2 times for 15 min). 4,4,5,5,6,6,7,7,7-nonafluoroheptanoic acid were introduced
on the resin-bound peptide following the general method 1.c. Finally, the peptide was
cleaved and purified following the general methods 1.f. and 1.g., affording the expected
compound as a white solid (43.1 mg, 45%). tr* = 4.87 min (>95% purity [220.8 nm]);
HRMS (ESI) calcd for C108H159F18N31025S: 2664.2; found: 2664.2.

(F4-PEG3)K(PEG-F4)-RGR-spexin: (CF3(CF2)3(CH2)2CO)K(CF3(CF3)3(CH2)2CO)-
RGRNWTPQAMLYLKGAQ-NHz, 3 TFA (37)
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Fmoc-K(Fmoc)R(Pbf)GR(Pbf)N(Trt)W(Boc)T(tBu)PQ(Trt)AMLY(tBu)LK(Boc)GAQ(Trt)-
Rink-PS sequence was synthesized following the general method 1.b. The resin-bound
peptide (36 pumol) was then deprotected using a 20% (v/v) solution of piperidine in
DMF (2 times for 15 min). 2,2-fmoc-amino-ethoxy-ethoxy acetic acid then
4,4,5,5,6,6,7,7,7-nonafluoroheptanoic acid were introduced on the resin-bound peptide
following the general method 1.c. Finally, the peptide was cleaved and purified following
the general methods 1.f. and 1.g, affording the expected compound as a white solid
(44.6 mg, 42%). tr* = 4.85 min (>95% purity [220.8 nm]); HRMS (ESI) calcd for
C120H181F18N33031S: 2954.3; found: 2954.3.
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(F6)K(F6)-RGR-spexin: (CF3(CF2)s5(CH2)2CO)K(CF3(CF2)s(CH2)2CO)-
RGRNWTPQAMLYLKGAQ-NHz, 3 TFA (38)
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Fmoc-K(Fmoc)R(Pbf)GR(Pbf)N(Trt)W(Boc)T(tBu)PQ(Trt)AMLY (tBu)LK(Boc)GAQ(Trt)-
Rink-PS sequence was synthesized following the general method 1.b. The resin-bound
peptide (36 pumol) was then deprotected using a 20% (v/v) solution of piperidine in
DMF (2 times for 15 min). 4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,9-tridecafluorononanoic acid were
introduced on the resin-bound peptide following the general method 1.c. Finally, the
peptide was cleaved and purified following the general methods 1.f. and 1.g., affording
the expected compound as a white solid (39.1 mg, 38%). trg* = 5.46 min (>95% purity
[220.8 nm]); HRMS (ESI) calcd for C112H159N26031S: 2865.1502; found: 2865.1536.

(F6-PEG2)K(PEG2-F6)-RGR-spexin: (CF3(CF2)s(CH2)2CO)K(CF3(CF2)s(CH2)2CO)-
RGRNWTPQAMLYLKGAQ-NHz, 3 TFA (39)
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Fmoc-K(Fmoc)R(Pbf)GR(Pbf)N(Trt)W(Boc)T(tBu)PQ(Trt)AMLY (tBu)LK(Boc)GAQ(Trt)-
Rink-PS sequence was synthesized following the general method 1.b. The resin-bound
peptide (36 pmol) was then deprotected using a 20% (v/v) solution of piperidine in
DMF (2 times for 15 min). 2,2-fmoc-amino-ethoxy-ethoxy acetic acid then
4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,9-tridecafluorononanoic acid were introduced on the resin-bound
peptide following the general method 1.c. Finally, the peptide was cleaved and purified
following the general methods 1.f. and 1.g., affording the expected compound as a white
solid (49.9 mg, 44%). tr* = 5.43 min (>95% purity [220.8 nm]); HRMS (ESI) calcd for
C124H181F26N33031S: 3154.3; found: 3154.3.
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L10-RGR-spexin: CH3(CH2)9CO-RGRNWTPQAMLYLKGAQ-NH;, 3 TFA (40)
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Fmoc-R(Pbf)GR(Pbf)N(Trt)W(Boc)T(tBu)PQ(Trt)AMLY(tBu)LK(Boc)GAQ(Trt)-Rink-PS
sequence was synthesized following the general method 1.b. The resin-bound peptide
(36 pmol) was then deprotected using a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2
times for 15 min). Undecanoic acid was introduced on the resin-bound peptide following
the general method 1.c. Finally, the peptide was cleaved and purified following the
general methods 1.f. and 1.g, affording the expected compound as a white solid (20.2
mg, 26%). tr* = 4.85 min (>95% purity [220.8 nm]); HRMS (ESI) calcd for
Co9H161N29023S: 2156.2; found: 2156.2.

L15-RGR-spexin: CH3(CHz)14CO-RGRNWTPQAMLYLKGAQ-NH;, 4 TFA (41)

Hall o NH BN e NH,
HN NH O NHs S/ OH
0 b 0 b 0 \H:Ho ﬁ\ v © 4y © 7 o v 9 v 9
oo~ AR R j)L R IR .
H H |:> o o X o 3 o} o 3
0 o N, 0 oH Y Y
o

+3 TFA oj\

NH,

Fmoc-K(Fmoc)R(Pbf)GR(Pbf)N(Trt)W(Boc)T(tBu)PQ(Trt)AMLY(tBu)LK(Boc)GAQ(Trt)-
Rink-PS sequence was synthesized following the general method 1.b. Palmitic acid was
introduced on the resin-bound peptide following the general method 1.c. Finally, the
peptide was cleaved and purified following the general methods 1.f and 1.g, affording
the title as a white solid compound (19.2 mg, 24%). tr* = 4.99 min (>95% purity [220.8
nm]); HRMS (ESI) calcd for C104H171N29023S: 2226.3; found: 2226.3

2. Agonist activity evaluation of fluorospexin compounds

The evaluation of the agonist activity of fluorospexin compounds at the GALR2 receptor
endogenously expressed in CHO cells was determined by measuring their effect on
cytosolic Ca?+* ion mobilization using a fluorimetric detection method. CHO cells
expressing GalR2 were loaded with 2.5 mM of Fluo-4 AM in the presence of 2.5 mM
probenicid. Agonist-evoked increases in intracellular calcium were recorded over time
(5 sec intervals over 220 sec) at 37 °C by using a Flexstation III (Molecular Devices,

Sunnyvale, CA, USA). Fluorescence signals were recorded at 520 nm (excitation at 485
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nm). Peak amplitudes were normalized to baseline and maximal fluorescence level

elicited by 20 mM digitonin, and ECso were calculated with Graphpad/Prism software.

3. In vivo evaluation

a. Animals

Animal experiments were performed on adult male C57BL/6N male mice (25-30 g
weight; Janvier labs, France). Animals were housed in groups of three to five per cage
and kept under a 12 h/12 h light/dark cycle at 21 + 1°C with ad libitum access to food
and water. Experiments were performed during the light-on phase of the cycle. Mice
were habituated to the testing room and equipment before starting behavioral

experiments. Every animal was used only once.

b. CFA-induced inflammatory pain model

Tail inflammation in C57BL/6N mice was induced by injecting subcutaneously 20 pl of a
Complete Freund’s Adjuvant (CFA) solution or saline (control mice), 3 cm from the tip of
the tail [41]. Twenty-four hours after CFA injection (day 1), inflammation was confirmed
by measuring thermal and mechanical hyperalgesia. Compounds were tested at day 3,
when the hyperalgesia was established. Experiments for acute drug effect were
designed according to a protocol enabling the evaluation of the time course of the
antinociception response of test compounds. Nociceptive latencies were determined
before (baseline) and after drug or saline (control) ip. administration (i.e. 30 min, and

every hour up to 8 h, 24 h and more if necessary).

C. Fluoro-peptides activity evaluation in CFA-induced inflammatory

pain model

The nociceptive sensitivity to thermal stimulation was determined in mice using 47.5°C
warm-water tail immersion tests. In the tail immersion test, C57BN/6N mice were
restrained in a grid pocket and their tail was immersed in a thermostated water bath.
The latency (in sec) for tail withdrawal from hot water (47.5 * 0.5 °C) was taken as a
measure of the nociceptive response. In the absence of any nociceptive reaction, a cut-

off value of 20 sec was set to avoid tissue damage.

In vivo data are expressed as mean values + SEM for 6 to 12 mice per group. Anti-
nociception was quantified as the area under the curve (AUC) calculated by the

trapezoidal method. Data were analyzed using one-way or two-way analysis of variance
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(ANOVA). Post-hoc analyses were performed with Bonferroni tests. The level of
significance was set at p < 0.05. All statistical analyses were carried out using GraphPad

Prism software.

D. Chapter 3 : Development of fluorocarbon tripeptide
conjugate (TPFc) to increase the metabolic stability of
peptides and ease their synthesis in solution using a bio-
conjugation reaction

1. Peptide synthesis

Ac-RGR-(PEG3)-Lissamine: CHzCO-RGRG-NH-(CH2)-triazole-PEG3-NH-Lissamine, 2 TFA
(42)
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SPOrT resin (60 pumol) was prepared as previously described and was deprotected using
a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min). Fmoc-R(Pbf)GR(Pbf)G-
NH(CH2)C = CH was obtained by successive couplings of Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Gly-
OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH following the general method 1.c. The resin-bound peptide was
then deprotected using a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min)
and acylated according to the general method 1.d. The peptide bound resin was then
swollen in a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF and N3-PEGsz-amine (120 pmol)
was added to the resin in presence of Cul (300 pmol). The mixture was shaken at room
temperature for 6 hours. The solution was drained, and the resin-bound peptide was
washed with DMF, DCM and MeOH. Compound 45 (150 umol) was then coupled to the
peptide bound resin in presence of DIEA (720 pmol) in DCM. The mixture was shaken at
room temperature for 6 hours. The solution was drained, and the fluorescent resin-
bound peptide was washed with DMF, DCM and MeOH. Finally, the peptide was cleaved
and purified following the general methods 1.f. and 1.g., affording the expected
compound as a purple solid (8.4 mg, 11%). tr** = 9.88 min (>95% purity [220.8 nm]);
MS (ESI) calcd for Cs¢HgzN17014S: 1281.6; found: 1281.6.

F4-RGR-(PEG3)-Lissamine: CF3(CF2)3(CH2)2CO-RGRG-NH-(CHz)-triazole -PEG3-NH-
Lissamine, 2 TFA (43)
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SPOrT resin (60 pumol) was prepared as previously described and was deprotected using
a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min). Fmoc-R(Pbf)GR(Pbf)G-
NH(CH2)C = CH was obtained by successive couplings of Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Gly-
OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH following the general method 1.c. The resin-bound peptide was
then deprotected using a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min)
and coupled with 4,4,5,5,6,6,7,7,7-nonafluoroheptanoic acid according to the general
method 1.c. The peptide bound resin was then swollen in a 20% (v/v) solution of
piperidine in DMF and N3-PEGs-amine (120 pmol) was added to the resin in presence of
Cul (300 umol). The mixture was shaken at room temperature for 6 hours. The solution
was drained, and the resin-bound peptide was washed with DMF, DCM and MeOH.
Compound 45 (150 pmol) was then coupled to the peptide bound resin in presence of
DIEA (720 pmol) in DCM. The mixture was shaken at room temperature for 6 hours. The
solution was drained, and the fluorescent resin-bound peptide was washed with DMF,
DCM and MeOH. Finally, the peptide was cleaved and purified following the general
methods 1.f. and 1.g, affording the expected compound as a purple solid (21.8 mg, 24%).
tr** = 11.58 min (>95% purity [220.8 nm]); MS (ESI) calcd for Cs1HgsF9N17014S2: 1513.6;
found: 1513.6.

F8-RGR-(PEG3)-Lissamine: CF3(CF2)7(CH2)2CO-RGRG-NH-(CHz)-triazole -PEG3-NH-
Lissamine, 2 TFA (44)
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SPOrT resin (60 pumol) was prepared as previously described and was deprotected using
a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min). Fmoc-R(Pbf)GR(Pbf)G-
NH(CH2)C = CH was obtained by successive couplings of Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Gly-
OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH following the general method 1.c. The resin-bound peptide was
then deprotected using a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min)
and coupled with 4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10.10.11,11-heptadecafluoroundecanoic acid
according to the general method 1.c. The peptide bound resin was then swollen in a 20%

(v/v) solution of piperidine in DMF and N3-PEGs-amine (120 pmol) was added to the
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resin in presence of Cul (300 pmol). The mixture was shaken at room temperature for 6
hours. The solution was drained, and the resin-bound peptide was washed with DMF,
DCM and MeOH. Compound 45 (150 pmol) was then coupled to the peptide bound resin
in presence of DIEA (720 pmol) in DCM. The mixture was shaken at room temperature
for 6 hours. The solution was drained, and the fluorescent resin-bound peptide was
washed with DMF, DCM and MeOH. Finally, the peptide was cleaved and purified
following the general methods 1.f. and 1.g., affording the expected compound as a purple
solid (12.3 mg, 12%). tr** = 13.42 min, tr* = 5.87 min (>95% purity [220.8 nm]); MS
(ESI) calcd for CesHgaF17N17014S2: 1713.6; found: 1713.6.

F8- PEG,-(PEG3)-Lissamine: CF3(CF;)7(CHz)2CO-(PEG2)G-NH-(CH2)-triazole-PEGs-NH-
Lissamine (47)
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SPOrT resin (60 pmol) was prepared as previously described and was deprotected using
a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min). Fmoc-
D(tBu)Y(tBu)D(tBu)G-NH(CH2)C = CH was obtained by successive couplings of Fmoc-
Asp(0tBu)-0OH, Fmoc-Tyr(0tBu)-OH, Fmoc-Asp(0OtBu)-OH following the general method
1.c. The resin-bound peptide was then deprotected using a 20% (v/v) solution of
piperidine in DMF (2 times for 15 min) and coupled with 2,2-fmoc-amino-ethoxy-ethoxy
acetic acid and then 4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10.10.11,11-heptadecafluoroundecanoic acid
according to the general method 1.c. The peptide bound resin was then swollen in a 20%
(v/v) solution of piperidine in DMF and N3-PEGs-amine (120 pmol) was added to the
resin in presence of Cul (300 pmol). The mixture was shaken at room temperature for 6
hours. The solution was drained, and the resin-bound peptide was washed with DMF,
DCM and MeOH. Compound 45 (150 pmol) was then coupled to the peptide bound resin
in presence of DIEA (720 pmol) in DCM. The mixture was shaken at room temperature
for 6 hours. The solution was drained, and the fluorescent resin-bound peptide was
washed with DMF, DCM and MeOH. Finally, the peptide was cleaved and purified
following the general methods 1.f. and 1.g., affording the expected compound as a purple
solid (22.3 mg, 25%). tr* = 7.52 min (>95% purity [220.8 nm]); MS (ESI) calcd for
Cs7HegF17N9014S2: 1489.4; found: 1489.4.
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F8-(PEG;)2-(PEG3)-Lissamine: CF3(CF2)7(CH2)2CO-(PEG2).G-NH-(CHz)-triazole -PEGs-NH-
Lissamine (48)
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SPOrT resin (60 pumol) was prepared as previously described and was deprotected using
a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min). Fmoc-
D(tBu)Y(tBu)D(tBu)G-NH(CH2)C = CH was obtained by successive couplings of Fmoc-
Asp(0tBu)-OH, Fmoc-Tyr(0tBu)-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH following the general method
1.c. The resin-bound peptide was then deprotected using a 20% (v/v) solution of
piperidine in DMF (2 times for 15 min) and coupled twice with 2,2-fmoc-amino-ethoxy-
ethoxy acetic acid and then with 4,455,6,6,7,7,8,8,9,9,10.10.11,11-
heptadecafluoroundecanoic acid according to the general method 1.c. The peptide
bound resin was then swollen in a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF and N3-
PEGz-amine (120 pmol) was added to the resin in presence of Cul (300 pumol). The
mixture was shaken at room temperature for 6 hours. The solution was drained, and the
resin-bound peptide was washed with DMF, DCM and MeOH. Compound 45 (150 pmol)
was then coupled to the peptide bound resin in presence of DIEA (720 pmol) in DCM.
The mixture was shaken at room temperature for 6 hours. The solution was drained,
and the fluorescent resin-bound peptide was washed with DMF, DCM and MeOH. Finally,
the peptide was cleaved and purified following the general methods 1.f. and 1.g,
affording the expected compound as a purple solid (21.5 mg, 22%). tr* = 7.33 min
(>95% purity [220.8 nm]); MS (ESI) calcd for CesH79F17N10017S2: 1634.5; found: 1634.5.

F8-RYR-(PEGj3)-Lissamine: CF3(CF2)7(CH2)2CO-RYRG-NH-(CH2)-triazole -PEG3-NH-
Lissamin, 2 TFA (49)
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SPOrT resin (60 pmol) was prepared as previously described and was deprotected using
a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min). Fmoc-
R(Pbf)Y(OtBu)R(Pbf)G-NH(CHz)C = CH was obtained by successive couplings of Fmoc-
Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Tyr(0tBu)-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH following the general method 1.c.

The resin-bound peptide was then deprotected using a 20% (v/v) solution of piperidine
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in DMF (2 times for 15 min) and coupled with 4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10.10.11,11-
heptadecafluoroundecanoic acid according to the general method 1.c. The peptide
bound resin was then swollen in a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF and N3-
PEGz-amine (120 pmol) was added to the resin in presence of Cul (300 pumol). The
mixture was shaken at room temperature for 6 hours. The solution was drained, and the
resin-bound peptide was washed with DMF, DCM and MeOH. Compound 45 (150 pmol)
was then coupled to the peptide bound resin in presence of DIEA (720 pmol) in DCM.
The mixture was shaken at room temperature for 6 hours. The solution was drained,
and the fluorescent resin-bound peptide was washed with DMF, DCM and MeOH. Finally,
the peptide was cleaved and purified following the general methods 1.f. and 1.g,
affording the expected compound as a purple solid (8.7 mg, 8%). tr* = 5.76 min (>95%
purity [220.8 nm]); MS (ESI) calcd for C72HgoF17N17015S2: 1819.6; found: 1819.6.

F8-EYE-(PEG3)-Lissamine: CF3(CF2)7(CH2)2CO-EYEG-NH-(CH2)-triazole -PEG3-NH-
Lissamine, 2 TFA (50)
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SPOrT resin (60 pmol) was prepared as previously described and was deprotected using
a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min). Fmoc-
E(tBu)Y(tBu)E(tBu)G-NH(CH2)C = CH was obtained by successive couplings of Fmoc-
Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Tyr(0tBu)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH following the general method
1.c. The resin-bound peptide was then deprotected using a 20% (v/v) solution of
piperidine in DMF (2 times for 15 min) and coupled with
4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10.10.11,11-heptadecafluoroundecanoic acid according to the
general method 1.c. The peptide bound resin was then swollen in a 20% (v/v) solution
of piperidine in DMF and N3-PEGz-amine (120 umol) was added to the resin in presence
of Cul (300 pmol). The mixture was shaken at room temperature for 6 hours. The
solution was drained, and the resin-bound peptide was washed with DMF, DCM and
MeOH. Compound 45 (150 pmol) was then coupled to the peptide bound resin in
presence of DIEA (720 pmol) in DCM. The mixture was shaken at room temperature for
6 hours. The solution was drained, and the fluorescent resin-bound peptide was washed
with DMF, DCM and MeOH. Finally, the peptide was cleaved and purified following the
general methods 1.f. and 1.g., affording the expected compound as a purple solid (9.5
mg, 9%). tr* = 6.99 min (>95% purity [220.8 nm]); MS (ESI) calcd for C71HgoF17N11019S2:
1765.5; found: 1765.5.
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F8-RYE-(PEG3)-Lissamine: CF3(CF2)7(CH2)2.CO-RYEG-NH-(CH2)-triazole -PEG3-NH-
Lissamine, 1 TFA (51)
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SPOrT resin (60 pumol) was prepared as previously described and was deprotected using
a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min). Fmoc-
R(Pbf)Y(OtBu)E(tBu)G-NH(CH2)C = CH was obtained by successive couplings of Fmoc-
Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Tyr(0OtBu)-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH following the general method
1.c. The resin-bound peptide was then deprotected using a 20% (v/v) solution of
piperidine in DMF (2 times for 15 min) and coupled with
4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10.10.11,11-heptadecafluoroundecanoic acid according to the
general method 1.c. The peptide bound resin was then swollen in a 20% (v/v) solution
of piperidine in DMF and N3-PEGz-amine (120 umol) was added to the resin in presence
of Cul (300 pmol). The mixture was shaken at room temperature for 6 hours. The
solution was drained, and the resin-bound peptide was washed with DMF, DCM and
MeOH. Compound 45 (150 pmol) was then coupled to the peptide bound resin in
presence of DIEA (720 pmol) in DCM. The mixture was shaken at room temperature for
6 hours. The solution was drained, and the fluorescent resin-bound peptide was washed
with DMF, DCM and MeOH. Finally, the peptide was cleaved and purified following the
general methods 1.f. and 1.g., affording the expected compound as a purple solid (18.2
mg, 17%). tr* = 6.20 min (>95% purity [220.8 nm]); MS (ESI) caled for
C71HgsF17N14017S2: 1792.5; found: 1792.5.

F8-EYR-(PEG3)-Lissamine: CF3(CF2)7(CH2).CO-EYRG-NH-(CH2)-triazole -PEG3-NH-
Lissamine, 1 TFA (52)
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SPOrT resin (60 pumol) was prepared as previously described and was deprotected using
a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min). Fmoc-
E(OtBu)Y(OtBu)R(Pbf)G-NH(CH2)C = CH was obtained by successive couplings of
Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Tyr(0OtBu)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH following the general
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method 1.c. The resin-bound peptide was then deprotected using a 20% (v/v) solution
of piperidine in DMF (2 times for 15 min) and coupled with
4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10.10.11,11-heptadecafluoroundecanoic acid according to the
general method 1.c. The peptide bound resin was then swollen in a 20% (v/v) solution
of piperidine in DMF and N3-PEGz-amine (120 umol) was added to the resin in presence
of Cul (300 pmol). The mixture was shaken at room temperature for 6 hours. The
solution was drained, and the resin-bound peptide was washed with DMF, DCM and
MeOH. Compound 45 (150 pmol) was then coupled to the peptide bound resin in
presence of DIEA (720 pmol) in DCM. The mixture was shaken at room temperature for
6 hours. The solution was drained, and the fluorescent resin-bound peptide was washed
with DMF, DCM and MeOH. Finally, the peptide was cleaved and purified following the
general methods 1.f. and 1.g., affording the expected compound as a purple solid (22.5
mg, 21%). Tr* = 6.20 min (>95% purity [220.8 nm]); MS (ESI) caled for
C71HgsF17N14017S2: 1792.5; found: 1792.5.

F8-DYD-(PEG3)-Lissamine: ~ CF3(CF2)7(CHz).CO-DYDG-NH-(CHz)-triazole = -PEGs-NH-
Lissamine (53)
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SPOrT resin (60 pumol) was prepared as previously described and was deprotected using
a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min). Fmoc-
D(tBu)Y(tBu)D(tBu)G-NH(CH2)C = CH was obtained by successive couplings of Fmoc-
Asp(0tBu)-OH, Fmoc-Tyr(0tBu)-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH following the general method
1.c. The resin-bound peptide was then deprotected using a 20% (v/v) solution of
piperidine in DMF (2 times for 15 min) and coupled with
4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10.10.11,11-heptadecafluoroundecanoic acid according to the
general method 1.c. The peptide bound resin was then swollen in a 20% (v/v) solution
of piperidine in DMF and N3-PEGz-amine (120 umol) was added to the resin in presence
of Cul (300 pumol). The mixture was shaken at room temperature for 6 hours. The
solution was drained, and the resin-bound peptide was washed with DMF, DCM and
MeOH. Compound 45 (150 pmol) was then coupled to the peptide bound resin in
presence of DIEA (720 pumol) in DCM. The mixture was shaken at room temperature for
6 hours. The solution was drained, and the fluorescent resin-bound peptide was washed

with DMF, DCM and MeOH. Finally, the peptide was cleaved and purified following the
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general methods 1.f. and 1.g., affording the expected compound as a purple solid (10.4
mg, 10%). tr* = 7.06 min (>95% purity [220.8 nm]); MS (ESI) caled for
C68H76F17N1101982: 1737.5; found: 1737.5.

F8-KYK-(PEG3)-Lissamine: CF3(CF2)7(CH2)2CO-KYKG-NH-(CH3z)-triazole -PEG3-NH-
Lissamine, 2 TFA (54)
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SPOrT resin (60 pumol) was prepared as previously described and was deprotected using
a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min). Fmoc-
K(Boc)Y(tBu)K(Boc)G-NH(CH2)C = CH was obtained by successive couplings of Fmoc-
Lys(Boc)-OH, Fmoc-Tyr(0tBu)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH following the general method 1.c.
The resin-bound peptide was then deprotected using a 20% (v/v) solution of piperidine
in DMF (2 times for 15 min) and coupled with 4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10.10.11,11-
heptadecafluoroundecanoic acid according to the general method 1.c. The peptide
bound resin was then swollen in a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF and N3-
PEGz-amine (120 pmol) was added to the resin in presence of Cul (300 pmol). The
mixture was shaken at room temperature for 6 hours. The solution was drained, and the
resin-bound peptide was washed with DMF, DCM and MeOH. Compound 45 (150 pmol)
was then coupled to the peptide bound resin in presence of DIEA (720 pmol) in DCM.
The mixture was shaken at room temperature for 6 hours. The solution was drained,
and the fluorescent resin-bound peptide was washed with DMF, DCM and MeOH. Finally,
the peptide was cleaved and purified following the general methods 1.f. and 1.g,
affording the expected compound as a purple solid (12.6 mg, 12%). tr* = 5.58 min
(>95% purity [220.8 nm]); MS (ESI) calcd for C72H9oF17N13015S2: 1763.6; found: 1763.6.

(F6-PEG2)K(PEG2-F6)-RYR-(PEG3)-Lissamine: (CF3(CF2)s(CH2)2CO)K(CF3(CF2)s(CH2z)2C0O)-
RYRG-NH-(CH;)-triazole-PEG3-NH-Lissamine, 2 TFA (55)
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SPOrT resin (60 pmol) was prepared as previously described and was deprotected using
a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min). Fmoc-
R(Pbf)Y(OtBu)R(Pbf)G-NH(CHz)C = CH was obtained by successive couplings of Fmoc-
Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Tyr(0tBu)-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH following the general method 1.c.
The resin-bound peptide was then deprotected using a 20% (v/v) solution of piperidine
in DMF (2 times for 15 min) and coupled successively with Fmoc-Lys(Fmoc)OH, 2,2-
fmoc-amino-ethoxy-ethoxy acetic acid and 4,45)5,6,6,7,7,8,8,9,9,9-
tridecafluorononanoic acid according to the general method 1.c. The peptide bound
resin was then swollen in a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF and N3-PEG3z-amine
(120 pmol) was added to the resin in presence of Cul (300 umol). The mixture was
shaken at room temperature for 6 hours. The solution was drained, and the resin-bound
peptide was washed with DMF, DCM and MeOH. Compound 45 (150 pumol) was then
coupled to the peptide bound resin in presence of DIEA (720 umol) in DCM. The mixture
was shaken at room temperature for 6 hours. The solution was drained, and the
fluorescent resin-bound peptide was washed with DMF, DCM and MeOH. Finally, the
peptide was cleaved and purified following the general methods 1.f. and 1.g., affording
the expected compound as a purple solid (21.0 mg, 14%). tr* = 6.35 min (>95% purity
[220.8 nm]); MS (ESI) calcd for Co7H127F26N21023S2: 2511.8; found: 2511.8.

(F6-PEG2)K(PEG;-F6)-EYE-(PEG3)-Lissamine: (CF3(CF2)s(CH2)2CO)K(CF3(CFz)s(CH2)2CO)-
EYEG-NH-(CH;)-triazole-PEG3-NH-Lissamine (56)
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SPOrT resin (60 pmol) was prepared as previously described and was deprotected using
a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min). Fmoc-
E(tBu)Y(tBu)E(tBu)G-NH(CH2)C = CH was obtained by successive couplings of Fmoc-
Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Tyr(0tBu)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH following the general method
1.c. The resin-bound peptide was then deprotected using a 20% (v/v) solution of
piperidine in DMF (2 times for 15 min) and coupled successively with Fmoc-
Lys(Fmoc)OH, 2,2-fmoc-amino-ethoxy-ethoxy acetic acid and 4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,9-
tridecafluorononanoic acid according to the general method 1.c. The peptide bound
resin was then swollen in a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF and N3-PEG3z-amine
(120 pmol) was added to the resin in presence of Cul (300 pumol). The mixture was
shaken at room temperature for 6 hours. The solution was drained, and the resin-bound
peptide was washed with DMF, DCM and MeOH. Compound 45 (150 umol) was then
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coupled to the peptide bound resin in presence of DIEA (720 umol) in DCM. The mixture
was shaken at room temperature for 6 hours. The solution was drained, and the
fluorescent resin-bound peptide was washed with DMF, DCM and MeOH. Finally, the
peptide was cleaved and purified following the general methods 1.f. and 1.g., affording
the expected compound as a purple solid (19.2 mg, 13%). Tr* = 7.49 min (>95% purity
[220.8 nm]); MS (ESI) calcd for CosH117F26N15027S2: 2467.9; found: 2467.9.

(F6-PEG2)K(PEG2-F6)-DYD-(PEG3)-Lissamine: (CF3(CF2)s(CH2)2CO)K(CF3(CF2)s(CHz)2C0O)-
DYDG-NH-(CH2)-triazole-PEG3-NH-Lissamine (57)
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SPOrT resin (60 pumol) was prepared as previously described and was deprotected using
a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min). Fmoc-
D(tBu)Y(tBu)D(tBu)G-NH(CH2)C = CH was obtained by successive couplings of Fmoc-
Asp(0tBu)-OH, Fmoc-Tyr(0tBu)-OH, Fmoc-Asp(0OtBu)-OH following the general method
1.c. The resin-bound peptide was then deprotected using a 20% (v/v) solution of
piperidine in DMF (2 times for 15 min) and coupled successively with Fmoc-
Lys(Fmoc)OH, 2,2-fmoc-amino-ethoxy-ethoxy acetic acid and 4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,9-
tridecafluorononanoic acid according to the general method 1.c. The peptide bound
resin was then swollen in a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF and N3-PEG3z-amine
(120 pmol) was added to the resin in presence of Cul (300 pumol). The mixture was
shaken at room temperature for 6 hours. The solution was drained, and the resin-bound
peptide was washed with DMF, DCM and MeOH. Compound 45 (150 pumol) was then
coupled to the peptide bound resin in presence of DIEA (720 umol) in DCM. The mixture
was shaken at room temperature for 6 hours. The solution was drained, and the
fluorescent resin-bound peptide was washed with DMF, DCM and MeOH. Finally, the
peptide was cleaved and purified following the general methods 1.f. and 1.g., affording
the expected compound as a purple solid (24.7 mg, 17%). Tr* = 7.54 min (>95% purity
[220.8 nm]); MS (ESI) calcd for CgoH104F26N14027S2: 2429.7; found: 2429.7.
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(F6-PEG2)K(PEG;-F6)-KYK-(PEG3)-Lissamine: (CF3(CF2)s(CH2)2CO)K(CF3(CFz)s(CH2)2CO)-
KYKG-NH-(CHz)-triazole-PEG3-NH-Lissamine, 2 TFA (58)
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SPOrT resin (60 pumol) was prepared as previously described and was deprotected using
a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min). Fmoc-
K(Boc)Y(tBu)K(Boc)G-NH(CH2)C = CH was obtained by successive couplings of Fmoc-
Lys(Boc)-OH, Fmoc-Tyr(0tBu)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH following the general method 1.c.
The resin-bound peptide was then deprotected using a 20% (v/v) solution of piperidine
in DMF (2 times for 15 min) and coupled successively with Fmoc-Lys(Fmoc)OH, 2,2-
fmoc-amino-ethoxy-ethoxy acetic acid and 4,455,6,6,7,7,8,8,9,9,9-
tridecafluorononanoic acid according to the general method 1.c. The peptide bound
resin was then swollen in a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF and N3-PEG3z-amine
(120 pmol) was added to the resin in presence of Cul (300 umol). The mixture was
shaken at room temperature for 6 hours. The solution was drained, and the resin-bound
peptide was washed with DMF, DCM and MeOH. Compound 45 (150 umol) was then
coupled to the peptide bound resin in presence of DIEA (720 umol) in DCM. The mixture
was shaken at room temperature for 6 hours. The solution was drained, and the
fluorescent resin-bound peptide was washed with DMF, DCM and MeOH. Finally, the
peptide was cleaved and purified following the general methods 1.f. and 1.g., affording
the expected compound as a purple solid (20.6 mg, 14%). tr* = 6.28 min (>95% purity
[220.8 nm]); MS (ESI) calcd for Co7H127F26N17023S2: 2455.8; found: 2455.8.

(F4-PEG2)K(PEG2-F4)-RYR-(PEGj3)-Lissamine: (CF3(CF2)3(CH2)2CO)K(CF3(CF2)3(CH2)2C0O)-
RYRG-NH-(CH;)-triazole-PEG3-NH-Lissamine, 2 TFA (59)
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SPOrT resin (60 pumol) was prepared as previously described and was deprotected using
a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min). Fmoc-
R(Pbf)Y(OtBu)R(Pbf)G-NH(CHz)C = CH was obtained by successive couplings of Fmoc-
Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Tyr(0tBu)-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH following the general method 1.c.
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The resin-bound peptide was then deprotected using a 20% (v/v) solution of piperidine
in DMF (2 times for 15 min) and coupled successively with Fmoc-Lys(Fmoc)OH, 2,2-
fmoc-amino-ethoxy-ethoxy acetic acid and 4,455,6,6,7,7,8,8,9,9,9-
tridecafluorononanoic acid according to the general method 1.c. The peptide bound
resin was then swollen in a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF and N3-PEG3z-amine
(120 pmol) was added to the resin in presence of Cul (300 umol). The mixture was
shaken at room temperature for 6 hours. The solution was drained, and the resin-bound
peptide was washed with DMF, DCM and MeOH. Compound 45 (150 umol) was then
coupled to the peptide bound resin in presence of DIEA (720 pumol) in DCM. The mixture
was shaken at room temperature for 6 hours. The solution was drained, and the
fluorescent resin-bound peptide was washed with DMF, DCM and MeOH. Finally, the
peptide was cleaved and purified following the general methods 1.f. and 1.g., affording
the expected compound as a purple solid (19.4 mg, 14%). tr* = 6.05 min (>95% purity
[220.8 nm]); MS (ESI) calcd for CozH127F18N21023S2: 2311.9; found: 2311.9.

(F4-PEG2)K(PEG;-F4)-EYE-(PEG3)-Lissamine: (CF3(CF2)3(CH2)2CO)K(CF3(CFz)3(CH2).CO)-
EYEG-NH-(CH;)-triazole-PEG3-NH-Lissamine (60)
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SPOrT resin (60 pmol) was prepared as previously described and was deprotected using
a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min). Fmoc-
E(tBu)Y(tBu)E(tBu)G-NH(CH2)C = CH was obtained by successive couplings of Fmoc-
Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Tyr(0tBu)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH following the general method
1.c. The resin-bound peptide was then deprotected using a 20% (v/v) solution of
piperidine in DMF (2 times for 15 min) and coupled successively with Fmoc-
Lys(Fmoc)OH, 2,2-fmoc-amino-ethoxy-ethoxy acetic acid and 4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,9-
tridecafluorononanoic acid according to the general method 1.c. The peptide bound
resin was then swollen in a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF and N3-PEG3z-amine
(120 pmol) was added to the resin in presence of Cul (300 umol). The mixture was
shaken at room temperature for 6 hours. The solution was drained, and the resin-bound
peptide was washed with DMF, DCM and MeOH. Compound 45 (150 umol) was then
coupled to the peptide bound resin in presence of DIEA (720 pmol) in DCM. The mixture
was shaken at room temperature for 6 hours. The solution was drained, and the
fluorescent resin-bound peptide was washed with DMF, DCM and MeOH. Finally, the
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peptide was cleaved and purified following the general methods 1.f. and 1.g., affording
the expected compound as a purple solid (23.0 mg, 17%). tr* = 7.18 min (>95% purity
[220.8 nm]); MS (ESI) calcd for Co1H117F18N15027S2: 2257.7; found: 2257.7.

(F4-PEG2)K(PEG2-F4)-DYD-(PEG3)-Lissamine: (CF3(CF2)3(CH2)2CO)K(CF3(CF2)3(CH2)2C0O)-
DYDG-NH-(CH2)-triazole-PEG3-NH-Lissamine (61)
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SPOrT resin (60 pumol) was prepared as previously described and was deprotected using
a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min). Fmoc-
D(tBu)Y(tBu)D(tBu)G-NH(CH2)C = CH was obtained by successive couplings of Fmoc-
Asp(0tBu)-0OH, Fmoc-Tyr(0tBu)-OH, Fmoc-Asp(0OtBu)-OH following the general method
1.c. The resin-bound peptide was then deprotected using a 20% (v/v) solution of
piperidine in DMF (2 times for 15 min) and coupled successively with Fmoc-
Lys(Fmoc)OH, 2,2-fmoc-amino-ethoxy-ethoxy acetic acid and 4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,9-
tridecafluorononanoic acid according to the general method 1.c. The peptide bound
resin was then swollen in a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF and N3-PEG3z-amine
(120 pmol) was added to the resin in presence of Cul (300 pumol). The mixture was
shaken at room temperature for 6 hours. The solution was drained, and the resin-bound
peptide was washed with DMF, DCM and MeOH. Compound 45 (150 umol) was then
coupled to the peptide bound resin in presence of DIEA (720 umol) in DCM. The mixture
was shaken at room temperature for 6 hours. The solution was drained, and the
fluorescent resin-bound peptide was washed with DMF, DCM and MeOH. Finally, the
peptide was cleaved and purified following the general methods 1.f. and 1.g., affording
the expected compound as a purple solid (18.7 mg, 14%). tr* = 7.22 min (>95% purity
[220.8 nm]); MS (ESI) calcd for CgoH113F18N15027S2: 2229.7; found: 2229.7.

(F4-PEG2)K(PEG;-F4)-KYK-(PEG3)-Lissamine: (CF3(CF2)3(CH2)2CO)K(CF3(CFz)3(CH2)2CO)-
KYKG-NH-(CH2)-triazole-PEG3-NH-Lissamine, 2 FA (62)
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SPOrT resin (60 pumol) was prepared as previously described and was deprotected using
a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min). Fmoc-
K(Boc)Y(tBu)K(Boc)G-NH(CH2)C = CH was obtained by successive couplings of Fmoc-
Lys(Boc)-OH, Fmoc-Tyr(0tBu)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH following the general method 1.c.
The resin-bound peptide was then deprotected using a 20% (v/v) solution of piperidine
in DMF (2 times for 15 min) and coupled successively with Fmoc-Lys(Fmoc)OH, 2,2-
fmoc-amino-ethoxy-ethoxy acetic acid and 4,45)5,6,6,7,7,8,8,9,9,9-
tridecafluorononanoic acid according to the general method 1.c. The peptide bound
resin was then swollen in a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF and N3-PEG3z-amine
(120 pmol) was added to the resin in presence of Cul (300 umol). The mixture was
shaken at room temperature for 6 hours. The solution was drained, and the resin-bound
peptide was washed with DMF, DCM and MeOH. Compound 45 (150 pumol) was then
coupled to the peptide bound resin in presence of DIEA (720 umol) in DCM. The mixture
was shaken at room temperature for 6 hours. The solution was drained, and the
fluorescent resin-bound peptide was washed with DMF, DCM and MeOH. Finally, the
peptide was cleaved and purified following the general methods 1.f. and 1.g., affording
the expected compound as a purple solid (21.6 mg, 16%). tr* = 5.98 min (>95% purity
[220.8 nm]); MS (ESI) calcd for CgoH108F18N16023S2: 2255.8; found: 2255.8.

F8-RYR: CF3(CF;)7(CH2)2CO-RYRG-NH(CH2)C = CH, 2 TFA (63)
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SPOrT resin (500 pmol) was prepared as previously described? and was deprotected
using a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min). Fmoc-
R(Pbf)Y(OtBu)R(Pbf)G-NH(CHz)C = CH was obtained by successive couplings of Fmoc-
Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Tyr(0tBu)-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH following the general method 1.c.
The resin-bound peptide was then deprotected using a 20% (v/v) solution of piperidine
in DMF (2 times for 15 min) and coupled with 4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10.10.11,11-
heptadecafluoroundecanoic acid according to the general method 1.c. Finally, the
peptide was cleaved and purified following the general methods 1.f. and 1.g., affording
the expected compound as a white solid (23.1 mg, 36%). tg* = 5.38 min (>95% purity
[220.8 nm]); MS (ESI) calcd for C37H44F17N1106: 1071.3; found: 1071.3.
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F8-EYE: CF3(CF2)7(CH2),CO-EYEG-NH(CH,)C = CH (64)

;
A
SPOrT resin (600 pmol) was prepared as previously described and was deprotected
using a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min). Fmoc-
E(OtBu)Y(OtBu)E(OtBu)G-NH(CH2)C = CH was obtained by successive couplings of
Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Tyr(OtBu)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH following the general
method 1.c. The resin-bound peptide was then deprotected using a 20% (v/v) solution
of piperidine in DMF (2 times for 15 min) and coupled with
4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10.10.11,11-heptadecafluoroundecanoic acid according to the
general method 1.c. Finally, the peptide was cleaved and purified following the general
methods 1.f. and 1.g., affording the expected compound as a white solid (6.0 mg, 10%).
= 6.57 min (>95% purity [220.8 nm]); MS (ESI) calcd for C3sHz4F17N5010: 1007.2;
found: 1007.2.

F8-DYD: CF3(CF;)7(CH2)2CO-DYDG-NH(CH;)C = CH (65)
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SPOrT resin (60 pumol) was prepared as previously described and was deprotected using
a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min). Fmoc-
D(tBu)Y(tBu)D(tBu)G-NH(CH2)C = CH was obtained by successive couplings of Fmoc-
Asp(0tBu)-OH, Fmoc-Tyr(0tBu)-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH following the general method
1.c. The resin-bound peptide was then deprotected using a 20% (v/v) solution of
piperidine in DMF (2 times for 15 min) and coupled with
4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10.10.11,11-heptadecafluoroundecanoic acid according to the
general method 1.c. Finally, the peptide was cleaved and purified following the general
methods 1.f. and 1.g, affording the expected compound as a white solid (21.7 mg, 37%).
tr* = 6.58 min (>95% purity [220.8 nm]); MS (ESI) calcd for Cz3zHzoF17NsO10: 979.2;
found: 979.2.
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F8-KYK: CF3(CF,)7(CH2)2CO-KYKG-NH(CH2)C = CH, 2 TFA (66)

lEF R FRFRF KS\W J;f\)LN/\

FFFFFFFF
+2 TFA

SPOrT resin (60 pumol) was prepared as previously described and was deprotected using
a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min). Fmoc-
K(Boc)Y(tBu)K(Boc)G-NH(CH2)C = CH was obtained by successive couplings of Fmoc-
Lys(Boc)-OH, Fmoc-Tyr(0tBu)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH following the general method 1.c.
The resin-bound peptide was then deprotected using a 20% (v/v) solution of piperidine
in DMF (2 times for 15 min) and coupled with 4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10.10.11,11-
heptadecafluoroundecanoic acid according to the general method 1.c. Finally, the
peptide was cleaved and purified following the general methods 1.f. and 1.g., affording
the expected compound (6.2 mg, 16%) as a white solid (25.9 mg, 43%). tr* = 5.14 min
(>95% purity [220.8 nm]); MS (ESI) calcd for C37H44F17N706: 1005.3; found: 1005.3.

Azido-spexine: N3-CH2-CO-NWTPQAMLYLKGAQ-NH;, 1 TFA (67)
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Fmoc-N(Trt)W(Boc)T(tBu)PQ(Trt)AMLY (tBu)LK(Boc)GAQ(Trt)-Rink sequence was
synthesized following the general method 1.b. The resin-bound peptide (36 pmol) was
then deprotected using a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min).
azido-acetic acid was introduced on the resin-bound peptide following the general
method 1.c. Finally, the peptide was cleaved and purified following the general methods
1.f. and 1.g., affording the expected compound (25 mg, 31%) as a white solid (18.9 mg,
28%). tr* = 4.32 min (>95% purity [220.8 nm]); MS (ESI) calcd for C76H115N23020S:
1701.8; found: 1701.8.
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F8-RYR-triazole-spexine: CF3(CF2)7(CH2)2CO-RYRG-NH-(CH32)-triazole -
NWTPQAMLYLKGAQ-NH;, 3 TFA (68)

H2N NH HN NH2
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CuSO04 (0.9 mg, 5,4 pmol), sodium ascorbate (2.9 mg, 10.9 pmol) and TBTA (2.1 mg, 5.4
umol) were dissolved in DMF (0.5 mL) and water (0.2 mL) and added to compound 63
(5.3 mg, 4.9 umol). Compound 67 (8 mg, 4.5 umol) was solubilized in DMF (0.6 mL) and
added to the reaction mixture. The reaction mixture was stirred at 37°C for 1h. The
crude was diluted in DMSO and purified following the general methods 1.f. and 1.g,
affording the expected compound as a white solid (5.8 mg, 50%). tr* = 4.70 min (>95%
purity [220.8 nm]); MS (ESI) calcd for C113H150F17N34025S: 2763.2; found: 2763.2.

F8-EYE-triazole-spexine: CF3(CF2)7(CH2)2CO-EYEG-NH-(CH2)-triazole -
NWTPQAMLYLKGAQ-NH;, 1 TFA (69)
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CuSO04 (0.65 mg, 5.4 umol), sodium ascorbate (2.1 mg, 10.9 umol) and TBTA (1.6 mg, 5,4
umol) were dissolved in DMF (0.4 mL) and water (0.15 mL) and added to compound 64
(3.7 mg, 3.7 umol). Compound 67 (6 mg, 3.4 umol) was solubilized in DMF (0.5 mL) and
added to the reaction mixture. The reaction mixture was stirred at 37°C for 1h. The
crude was diluted in DMSO and purified following the general methods 1.f. and 1.g,
affording the expected compound as a white solid (3.9 mg, 46%). tr* = 5.17 min (>95%
purity [220.8 nm]); MS (ESI) calcd for C111H149F17N25030S: 2709.0; found: 2709.0.

F8-DYD-triazole-spexine: CF3(CF2)7(CH2)2CO-DYDG-NH-(CH_)-triazole -
NWTPQAMLYLKGAQ-NH, 1 TFA (70)
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CuSO04 (0.9 mg, 5.4 pmol), sodium ascorbate (2.9 mg, 10.9 pmol) and TBTA (2.1 mg, 5.4
umol) were dissolved in DMF (0.5 mL) and water (0.2 mL) and added to compound 65
(4.9 mg, 4.9 umol). Compound 67 (8 mg, 4.5 umol) was solubilized in DMF (0.6 mL) and
added to the reaction mixture. The reaction mixture was stirred at 37 °C for 1h. The
crude was diluted in DMSO and purified following the general methods 1.f. and 1.g,
affording the expected compound as a white solid (5.7 mg, 51%). tzg* = 5.18 min (>95%
purity [220.8 nm]); MS (ESI) calcd for C109H145F17N25030S: 2681.0; found: 2681.0.

F8-KYK-triazole-spexine: CF3(CF2)7(CH2)2CO-KYKG-NH-(CH2)-triazole -
NWTPQAMLYLKGAQ-NHz, 3 TFA (71)

FFFFFFFFF Hjﬁ( /{\)L/\[ ¢$ JLgN\)L/qu\)LJ:'E\)L/{\)LJ}rN\)LNHZ

CuSO04 (0.9 mg, 5.4 pmol), sodium ascorbate (2.9 mg, 10.9 umol) and “TBTA (2.1 mg, 5.4
umol) were dissolved in DMF (0.5 mL) and water (0.2 mL) and added to compound 66
(5.1 mg, 4.9 umol). Compound 67 (8 mg, 4.5 umol) was solubilized in DMF (0.6 mL) and
added to the reaction mixture. The reaction mixture was stirred at 37°C for 1h. The
crude was diluted in DMSO and purified following the general methods 1.f. and 1.g,,
affording the expected compound as a white solid (6.2 mg, 51%). tr* = 4.61 min (>95%
purity [220.8 nm]); MS (ESI) calcd for C113H150F17N30026S: 2707.2; found: 2707.2.

CF3(CF2)7(CH;)2CO-K-Lys(CHz-CH,-CO-TRIS(OTBDMS)3)-GF-OH, 1 TFA (84)

NH,
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Fmoc-Phe-Wang resin (30 umol) was swollen in DCM for 1 h and was deprotected using
a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min). Fmoc-Phe-OH, Fmoc-
Gly-OH, Fmoc-Lys(CH2-CH2-CO-TRIS(OTBDMS)3)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH and finally
4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10.10.11,11-heptadecafluoroundecanoic acid were successfully
coupled according to the general method 1.c. Finally, the peptide was cleaved and

purified following the general methods 1.f. and 1.g., affording the expected compound
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(6.2 mg, 16%) as a white solid (10,4 mg, 30%). tr* = 4.85 min (>95% purity [220.8 nm]);
MS (ESI) calcd for C37H44F17N706: 1155.9; found: 1155.9.
CF3(CF2)7(CH2)2C0O-K-Lys(CH2-0-CH2-CO-TRIS(OTBDMS)3)-GF-OH, 1 TFA (85)

NH;

Fmoc-Phe-Wang resin (30 umol) was swollen in DCM for 1 h and was deprotected using
a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (2 times for 15 min). Fmoc-Phe-OH, Fmoc-
Gly-OH, Fmoc-Lys(CH2-0-CH,-CO-TRIS(OTBDMS)3)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH and finally
4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10.10.11,11-heptadecafluoroundecanoic acid were successfully
coupled according to the general method 1.c. Finally, the peptide was cleaved and
purified following the general methods 1.f. and 1.g., affording the expected compound
(6.2 mg, 16%) as a white solid (6,6 mg, 18%). tr* = 5.23 min (>95% purity [220.8 nm]);
MS (ESI) calcd for C37H44F17N706: 1171.9; found: 1171.9.

2. Chemical Synthesis

5-(chlorosulfonyl)-2-(6-(diethylamino)-3-(diethyliminio)-3H-xanthen-9-
yl)benzenesulfonate (45)

Sodium 4-[6-(diethylamino)-3-(diethyliminiumyl)-3H-xanthen-9-yl]benzene-1,3-
disulfonate (3.5 g, 6.03 mmol) is dissolved in a DCM (116 mL) and DMF (0.06 mL)
mixture. The reaction mixture is cooled at -10°C. (COCl); (3.83 g, 30.1 mmol) is
solubilized in anhydrous DCM (5 mL) and added slowly to the reaction mixture. The
mixture is brought back to room temperature and stirred for 16 h. The crude is
concentrated under reduced pressure, co-evaporated with toluene to obtain a solid. The

solid is washed with ethyl acetate and anhydrous ether to obtain the final purple solid
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(3.45 g, 5.8 mmol, 8%). tr* = 4.95 min (>95% purity [220.8 nm]); MS (ESI): [M+H]* calcd
fOI‘ C27H29C1N20652 576.1; found 576.1.

5-(chlorosulfonyl)-2-(6-(diethylamino)-3-(diethyliminio)-3H-xanthen-9-
yl)benzenesulfonate (46)
Le)
. o
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Compound 45 (0.69 g, 1.16 mmol) is solubilized in anhydrous DCM (1 mL) and DMF (1
mL). NEtz (0.5 mL, 3.48 mmol) and DMAP (12.2 mg, 0.16 mmol) were added. The
mixture is stirred for 16 h at room temperature. The crude product was concentrated
under reduced pressure and was purified on silica gel eluted with 10% ethyl acetate in
n-pentane to obtain a purple solid (0.63 g, 0.85 mmol, 74%). tr = 4.78 min (>95% purity
[220.8 nm]); MS (ESI): [M+H]* calcd for C27H29CIN206S2 744.8; found 744.8.

tert-butyl (1,3-dihydroxy-2-(hydroxymethyl)propan-2-yl)carbamate (72)

HO\J(N\HOH

OAO

A suspension of trometamol (2 g, 16.5 mmol) in tertbutanol (16.7 mL) and methanol
(16.7 mL) is slowly added to Boc;0 (4.7 g, 21.5 mmol) solubilized in tertbutanol (22.3
mL). The reaction mixture was stirred for 16 h at room temperature. The crude mixture
was concentrated under reduced pressure and washed three times with ethyl acetate.
The pure compound was obtained as a white solid (1,65 g, 15,1 mmol, 69%). 1H NMR
(400 MHz, DMSO0O-d6) 6 5.83 (brs, 1 H) 4.57 (t,]=5.6 Hz, 3 H) 3.58 (d, ]=5.8 Hz, 6 H) 1.44
(s, 9 H); 3C NMR (126 MHz, Methanol-d4) 6 164.7,87.5,70.1, 69.9, 37.8.

2-(acetoxymethyl)-2-((tert-butoxycarbonyl)amino)propane-1,3-diyl diacetate (73)

()
T
\n,o\)ﬁﬁoj\
Compound 72 (1 g, 4.52 mmol) , acetic anhydride (4.24 mL, 45.2 mmol) and NaHCO3
(2.3 g, 27.1 mmol) are dissolved in acetonitrile (18 mL) and ethyl acetate (9.01 mL). The

reaction mixture was stirred for 24 h at room temperature. The crude mixture was

filtered and washed with ethyl acetate. The filtrate was concentrated under reduced
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pressure, solubilized with DCM and extracted with water. The organic layer was dried
over anhydrous Na;SO4, isolated by filtration and concentrated under reduced pressure.
The crude was purified on silica gel eluted with 30% ethyl acetate in n-pentane to obtain
a white solid (1,7 mg, 3,16 mmol, 70%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3) § 4.93 - 5.02 (m, 1 H),
4.35 (d, J=11.3 Hz, 2 H), 4.14 (d, J=11.3 Hz, 2 H), 3.76 (s, 2 H), 2.08 - 2.12 (m, 9 H), 1.41 -
1.47 (m, 9 H); 13C NMR (101 MHz, CDCl3) 6 170.7, 63.0, 58.4, 28.3, 20.8

1,3-diacetoxy-2-(acetoxymethyl)propan-2-aminium chloride (74)

(o)
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Compound 73 (600 mg, 1.73 mmol) was dissolved in 4N HCI in dioxane (5.4 mL). The
mixture was stirred during 1 h at room temperature. The reaction mixture was
concentrated under reduced pressure, the residue was washed three times with toluene
and concentrated under reduced pressure. The crude was dried under vacuum to give a
clear oil (432 mg, 0.67 mmol, 99%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 9.12 (br s, 2 H), 4.39 (s,
6 H), 2.19 (s, 9 H); 3C NMR (101 MHz, CDCl3) 6 170.1, 67.1, 61.3, 58.5, 20.7

2-(4-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-5-(benzyloxy)-5-oxopentanamido) -
2-(acetoxymethyl)propane-1,3-diyl diacetate (75)
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N-a-Fmoc-L-glutamic acid a-benzyl ester (157 mg, 0.35 mmol), dihydroxy-carbodiimide
(55 pL, 0.35mmol) and Oxyma (50.1 mg, 0.35mmol) were solubilized in DMF (1.5 mL) at
0°C. DIEA (146 pL, 0.88 mmol) and compound 74 (100 mg, 0.35mmol) were added and
the mixture was stirred for 5 min and then was brought to room temperature and
stirred for 16 h. The crude mixture was concentrated under reduces pressure and
purified in RP-HPLC C18 column. The compound was eluted with 80% acetonitrile 0.1%
TFA in water 0.1% TFA to obtain an oil (80 mg, 0.12 mmol, 34%). 1H NMR (500 MHz,
CDCl3) 6 7.78 (d, ]=7.6 Hz, 2 H), 7.60 (br t, ]=6.3 Hz, 2 H), 7.41 (br t, ]=7.4 Hz, 2 H), 7.33 (t,
J=7.4 Hz, 2 H), 6.67 - 6.74 (m, 1 H), 5.86 - 5.94 (m, 1 H), 4.39 - 4.51 (m, 8 H), 4.36 (brs, 1
H), 4.20 - 4.25 (m, 1 H), 3.81 - 4.16 (m, 2 H), 2.39 (br s, 1 H), 2.18 - 2.26 (m, 1H), 2.18 -
2.26 (m, 1 H), 2.09 (s, 9 H), 1.92 - 2.00 (m, 1 H); 13C NMR (126 MHz, CDCI3) 6 170.9,
143.5,141.3,127.8,127.1,125.0,120.1, 67.3, 62.6, 58.5, 53.0, 47.1, 20.8
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N-(((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)-N5-(1,3-diacetoxy-2-(acetoxymethyl) propan-
2-yl)glutamine (76)

Compound 75 (68 mg, 0.1 mmol) was dissolved in MeOH (2.5 mL). Pd/C (6.8 mg) was
added to the mixture and stirred under H; for 1 h. The crude mixture was filtered on
celite and washed with MeOH. The solvent was removed under reduced pressure and
the residue was dried under vacuum to give a white solid (48 mg, 0.08 mmol, 92%). 1H
NMR (500 MHz, CDCl3) 6 7.75 (br d, J=7.6 Hz, 2 H), 7.58 (br t, ]=7.3 Hz, 2 H), 7.36 - 7.42
(m, 2 H), 7.27 - 7.32 (m, 2 H), 7.27 - 7.32 (m, 2 H), 6.65 (br s, 1 H), 5.98 (br d, ]=6.7 Hz, 1
H), 4.35 - 4.50 (m, 6 H), 4.27 - 4.35 (m, 1 H), 4.19 (t,]=7.0 Hz, 1 H), 2.34 (brs, 2 H), 2.13 -
2.26 (m, 1H), 2.01 - 2.09 (m, 8 H), 1.89 - 1.97 (m, 1 H); 13C NMR (126 MHz, CDCl3) 6
170.9,143.6,141.3,127.8,127.1.125.0,120.0, 67.2, 62.5, 58,4, 47.1, 29.2, 20.7

6-(((tert-butyldimethylsilyl)oxy)methyl)-2,2,3,3,9,9,10.10-octamethyl-4,8-dioxa-3,9-

disilaundecan-6-amine (77)
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Imidazole (1.27 g, 18.7 mmol) and TBDMS-Cl (1.87 g, 12.4 mmol) were disolved in DCM
(9.3 mL) under argon atmosphere. Trometamol (0.5 g, 4.13 mmol) was then added and
the reaction mixture was stirred for 48 h at room temperature. An ammonium acetate
solution (5 mL) was added to the reaction mixture. DCM was added to the mixture and
extracted with water then brine. The organic layers were dried over anhydrous Na;S0Oa,
isolated by filtration and concentrated under reduced pressure to obtain a white oil (1.7
g, 3.7 mmol, 89%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 3.46 (s, 6 H), 0.88 - 0.91 (m, 27 H), 0.03 -
0.07 (m, 18 H); 3C NMR (101 MHz, CDCl3) 6 64.1,57.4,25.9,18.3,-5.5
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4-((6-(((tert-butyldimethylsilyl)oxy)methyl)-2,2,3,3,9,9,10.10-octamethyl-4,8-dioxa-3,9-

disilaundecan-6-yl)amino)-4-oxobutanoic acid (78)

Succinic anhydride (2 g, 4.3 mmol) is disolved in anhydrous DCM (12 mL) and
compound 77 dissolve separately in DCM (8 mL) is added drop by drop. The reaction
mixture is stirred at room temperature for 2 h. The crude is concentrated under reduced
pressure to obtain a white oil (1.8 g, 3.2 mmol, 75%). 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) &
11.39-12.30 (m, 1 H), 6.84 - 6.92 (m, 1 H), 3.66 (s, 6 H), 2.27 - 2.36 (m, 4 H), 0.84 - 0.86
(m, 27 H), -0.01 (s, 18 H); 13C NMR (101 MHz, DMS0O-d6) 6 174.3, 171,1, 65.4, 62.3, 59.3,
31.3,39.9,26.2,18.4,15.6,-5.1

benzyl-17-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-6,6-bis(((tert-
butyldimethylsilyl)oxy)methyl)-2,2,3,3-tetramethyl-8,11-dioxo-4-oxa-7,12-diaza-3-

silaoctadecan-18-oate (79)

Compound 78 (563 mg, 1 mmol), PYBOP (520 mg, 1 mmol) and DIEA (0.901 mL, 5.45
mmol) were dissolved in anhydrous DMF under argon atmosphere. The mixture was
stirred for one minute then compound 11 (450 mg, 0.909 mmol) was added. The
reaction mixture was stirred for 1 h at room temperature. The crude product was
concentrated under reduced pressure and was purified on silica gel eluted with 40%
ethyl acetate in n-pentane to obtain a yellowish oil (235 mg, 0.24 mmol, 40 %). 1H NMR
(400 MHz, CDCI3) 6 7.77 (d, ]=7.5 Hz, 2 H), 7.61 (d, ]=7.5 Hz, 2 H), 7.28 - 7.43 (m, 9 H),
6.32 (br t, ]=5.4 Hz, 1 H), 5.70 (s, 1H), 5.44 - 5.51 (m, 1 H), 5.12 - 5.24 (m, 2 H), 4.35 -
4.46 (m, 3 H), 4.22 (br t, J=6.9 Hz, 1 H), 3.82 (s, 6 H), 3.11 - 3.21 (m, 2 H), 2.95 (s, 1 H),
2.88(s,1H),2.36-2.52 (m, 4 H),1.81-1.96 (m, 2 H),1.66 - 1.77 (m, 1 H), 1.43 - 1.54 (m,
2H),1.32-1.39 (m, 1 H),1.24 - 1.39 (m, 3 H),1.24 - 1.39 (m, 3 H), 0.86 - 0.89 (m, 27H),
0.01 - 0.05 (m, 18 H); 13C NMR (101 MHz, CDCI3) 6 172.3, 171.6, 141.3, 128.6, 128.5,
128.3,127.7,127.0,125.1,119.9, 61.9, 60.6, 47.1, 39.0, 32.3, 31.8, 29.1, 25.8, 18.2,-5.6
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17-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-6,6-bis(((tert-
butyldimethylsilyl)oxy)methyl)-2,2,3,3-tetramethyl-8,11-dioxo-4-oxa-7,12-diaza-3-

silaoctadecan-18-oic acid (80)
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Compound 79 (170 mg, 0.17 mmol) was dissolved in MeOH (3.7 mL). Pd/C (17 mg) was
added to the mixture and stirred under H; for 1 h. The crude mixture was filtered on
celite and washed with MeOH. The solvent was removed under reduced pressure and
the residue was dried under vacuum to give a white oil (140 mg, 0.15 mmol, 90 %). 1H
NMR (400 MHz, CDCI3) 6 7.73 (d, J=7.5 Hz, 2 H), 7.58 (br s, 2 H), 7.33 - 7.39 (m, 2 H), 7.27
(s,3H) 6.69-6.83 (m,1H), 6.53-6.62 (m,1 H), 6.36 (s,1H),590-6.07 (m, 1 H),577 -
5.85 (m, 1 H), 4.32 (br dd, J=14.3, 7.53 Hz, 3 H), 4.18 (br d, ]=7.0 Hz, 1 H), 3.72 - 3.84 (m,
6 H), 3.08 - 3.26 (m,2 H), 2.45 (br s, 4 H), 1.59 - 1.99 (m, 3 H), 1.32 - 1.52 (m, 4 H), 0.92
(s, 2 H), 0.85 - 0.89 (m, 25 H), 0.10 - 0.11 (m, 1 H), 0.01 - 0.06 (m, 17 H); 13C NMR (101
MHz, DMSO-d6) 6 171.6. 143.1, 139.9, 137.9. 129.4, 128.0, 127.8, 127.5. 125.7, 127.8,
121.8,120.5,110.2,62.2.59.3, 33.8,32.3, 31.6, 26.2, 29.5, 24.9, 23.3, 18.5, -5.1

6,6-bis(((tert-butyldimethylsilyl)oxy)methyl)-2,2,3,3-tetramethyl-8-ox0-4,10-dioxa-7-
aza-3-siladodecan-12-oic acid (81)
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Diglycolic anhydride (12.5 mg, 0.1 mmol) is dissolved in anhydrous DCM (12mL) and
compound 77 (50 mg, 0.1 mmol) dissolve separately in DCM (0.5 mL) is added drop by
drop. The reaction mixture is stirred at room temperature for 2 h. The crude is
concentrated under reduced pressure to obtain a white oil (48 mg, 0.08 mmol, 78%). 1H
NMR (400 MHz, DMS0-d6) 6 12.55 - 13.17 (m, 1 H), 6.82 - 6.89 (m, 1 H), 4.06 (s, 2 H),
3.87 (s, 2 H), 3.76 (s, 6 H), 0.85 (s, 27 H), 0.01 (s, 18 H); 13C NMR (101 MHz, DMSO0-d6) 6
171.5,168.7,70.7.68.1. 65.4, 61.7,60.3, 26.1. 18.4, 15.6, -5.2
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benzyl-18-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-6,6-bis(((tert-
butyldimethylsilyl)oxy)methyl)-2,2,3,3-tetramethyl-8,12-dioxo0-4,10-dioxa-7,13-diaza-

3-silanonadecan-19-oate (82)
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Compound 81 (31.5 mg, 0.06 mmol), PYBOP (36.5 mg, 0.07 mmol) and DIEA (0.063 mL,
0.4 mmol) were dissolved in anhydrous DMF under argon atmosphere. The mixture was
stirred for one minute then compound 11 (40.6 mg, 0.07 mmol) was added. The reaction
mixture was stirred for 1 h at room temperature. The crude product was concentrated
under reduced pressure and was purified on silica gel eluted with 40% ethyl acetate in
n-pentane to obtain a yellowish oil (235 mg, 0.24 mmol, 40 %). 1H NMR (400 MHz,
CDCl3) 6 7.77 (d, J=7.5 Hz, 2 H), 7.61 (br d, ]=7.4 Hz, 2 H), 7.38 - 7.43 (m, 2 H), 7.27 - 7.34
(m, 3 H), 6.55 (br t, J=5.9 Hz, 1 H), 6.48 - 6.52 (m, 1 H), 5.43 - 5.49 (m, 1 H), 5.13 - 5.24
(m, 2 H),4.33-4.48 (m, 3 H),4.18 - 4.26 (m, 1 H), 4.01 (s, 2 H), 3.92 (s, 2 H), 3.87 (s, 6 H),
3.25 (q, J=6.9 Hz, 2 H), 2.95 (s, 1 H), 2.89 (s, 1 H), 1.83 - 2.00 (m, 1 H), 1.66 - 1.78 (m, 1
H), 1.46 - 1.63 (m, 2 H), 1.27 - 1.44 (m, 2 H), 0.87 - 0.90 (m, 27 H), 0.05 (s, 18 H); 13C NMR
(101 MHz, CDCl3) & 168.5, 167.5, 167.1, 166.8, 143.7. 141.3, 135.2, 128.6, 128.5, 128.3,
127.7,127.0, 125.1, 119.9, 71.7, 71.1, 67.2, 67.0. 61.7. 60.7. 53.7, 47.1, 38.5, 32.1, 29.2,
25.8,22.4,18.2,-5.6

benzyl-18-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-6,6-bis(((tert-
butyldimethylsilyl)oxy)methyl)-2,2,3,3-tetramethyl-8,12-diox0-4,10-dioxa-7,13-diaza-

3-silanonadecan-19-oate (83)
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Compound 82 (43 mg, 0.04 mmol) was dissolved in MeOH (1,1 mL). Pd/C (4.3 mg) was

added to the mixture and stirred under H; for 1 h. The crude mixture was filtered on

celite and washed with MeOH. The solvent was removed under reduced pressure and

the residue was dried under vacuum to give a white oil (32,8 mg, 0.03 mmol, 70 %). 1H

NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.75 (d, J=7.1 Hz, 2 H), 7.60 (br t, ]=5.7 Hz, 2 H), 7.27 - 7.42 (m,
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4 H), 6.48 - 6.75 (m, 2 H), 5.71 - 5.84 (m, 1H), 4.36 (br d, ]=6.8 Hz, 2 H), 4.17 - 4.24 (m, 1
H), 4.01 (br d, J=2.0 Hz, 2 H), 3.94 (s, 2 H), 3.86 (d, ]=1.8 Hz, 6 H), 3.20 - 3.42 (m, 2 H),
2.08 - 2.09 (m, 1 H), 2.08 - 2.09 (m, 1 H), 1.70 - 1.96 (m, 2 H), 1.47 - 1.66 (m, 3 H), 1.13 -
1.41 (m, 3 H), 0.88 (s, 27 H), 0.02 - 0.05 (m, 18 H); 13C NMR (101 MHz, DMS0-d6) &
143.1,139.9,137.9.129.4, 127.8, 121.8, 120.5, 110.2, 62.2. 59.3, 26,2, 18.5.

3. CHI measurements

CHI measurements were done on a Gilson HPLC system with a photodiode array
detector, an autosampler, and a Valco injector. Data acquisition and processing were
performed with Trilution LC V3.0 software. Measurements were carried out at 20 + 2 °C.
A 5 pm Luna C18(2) column (50 x 4.6) purchased from Phenomenex was used. The
mobile phase flow rate was 2 mL/min and the following program was applied for the
elution: 0-0.2 min, 0% B; 0.2-2.7 min, 0-100% B; 2.7-3.2 min, 100% B; 3.2-3.4 min,
100-0% B; and 3.4-6.1 min, 0% B. Solvent A was 50 mM ammonium acetate (pH 7.4) in
water, and solvent B was HPLC-grade acetonitrile (Sigma-Aldrich Chromasolv). The

detection wavelengths were 254 and 230 nm.

First, a solution with 10 reference compounds with known CHI values was injected onto
the HPLC to generate a calibration line from their retention times. The concentration of
the mixture was 0.2 mg/mlL for each compound and the injected volume was 3 pL. The
test compounds were analyzed on the same system. The 10 mM DMSO stock solutions
were diluted to 200 pM in acetonitrile/50 mM ammonium acetate, pH 7.4 (1/1 v/v). The
linear regression equation of the calibration line was used to convert retention time of

the test compounds to CHI values
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Synthése de nouveaux conjugués
fluorocarbonés pour augmenter la
stabilité métabolique de peptides
thérapeutiques ciblant les récepteurs
couplés aux protéines G : application aux
peptides apeline et spexine, étude
mécanistique et évaluation biologique.

Résumé

Les peptides présentent un fort potentiel thérapeutique. En revanche, leur faible
stabilité dans l'organisme rend leur étude et leur développement difficiles. Afin
d’améliorer la stabilité plasmatique de peptides, il a été développé au laboratoire une
nouvelle stratégie qui consiste en l'introduction d’une chaine fluorocarbonée dans la
séquence d'un peptide. Au cours de ce travail de thése, nous avons étudié les
mécanismes conduisant a cette augmentation de stabilité dans le cas de I'apeline, un
peptide possédant un intérét potentiel pour le traitement des maladies
cardiovasculaires. Cette stratégie de stabilisation a également été appliquée a la spexine,
peptide ayant des propriétés analgésiques intéressantes. Ainsi, des études de relations
structure-activité autour de ces peptides ont permis de montrer l'importance de la
longueur et de la nature de la chaine fluorocarbonée. Ce travail a également permis de
concevoir de nouveaux dérivés biocompatibles a fort potentiel thérapeutique. Nous
avons également développé une stratégie originale de synthése des fluoro-peptides en
solution par une réaction de bioconjugaison.

Mots-clefs : fluoro-peptides, RCPG, stabilité plasmatique, ADME, thérapie.

Abstract

Peptide are macromolecules presenting a high therapeutic potential. The main
limitation for their study and development as therapeutics is their low plasma stability.
In order to increase therapeutic peptides’ stability, a novel strategy based on the
incorporation of a fluorocarbon chain into the peptide’s sequence has been developed in
the laboratory. During this thesis, we studied the mechanism leading to this stability on
a model peptide involved in cardiovascular diseases: apeline-17. This method has also
been applied to spexine, a promising peptide in pain regulation. Structure-activity
relationship studies on those two peptides showed the importance of the fluorocarbon
chain length and its nature. These studies allowed the development of new
biocompatible fluoro-peptides showing a high therapeutic potential. We also developed
an original solution phase fluoro-peptide synthesis strategy using a bioconjugation
reaction fluoro-peptide synthesis strategy.

Key words: fluoro-peptides, GPCR, plasma stability, ADME, therapy
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