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ACE - angiotensin-converting enzyme
AMPc - adénosine monophosphate cyclique
Ang - angiotensine

AP] / ApelinR - récepteur de I'apéline

AT1 et 2 - récepteurs de I'angiotensine 1 et 2
Boc - tert-butyloxycarbonyl

BSA - bovine serum albumin

CAC - concentration d’agrégation critique
cAMP - cyclic adenosine monophophate
CBT - carbétocine

CEso - concentration effectrice médiane
CHO - chinese hamster ovary

Cls0 - concentration d’inhibition médiane

CLHP - chromatographie liquide a haute
performance

CMC - concentration micellaire critique
DCM - dichloromethane

DIC - N,N’-diisopropylcarbodiimide

DIEA - N,N-diisopropylethylamine

DLS - dynamic light scattering

DMF - N,N-dimethylformamide

DMSO - dimethylsulfoxyde

ECso - half maximal effective concentration
ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay
equiv. - equivalent

EtOH - ethanol

ESI - electrospray ionization

FDA - Food and Drug Administration

Fmoc - fluorenylmethylmethyloxycarbonyl

FRET - Forster resonance energy transfer
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GALR1, 2 et 3 - récepteurs de la galanine 1, 2 et
3

GFP - green fluorescent protein

HATU - 0-(7-azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’ N'-
tetraméthyluronium

HBTU - O-(benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N"-
tetramethyluronium hexafluorophosphate

HEK - human embryonic kidney
HOBt - 1-hydroxybenzotriazole hydrate

HPLC - high-performance liquid
chromatography

HRMS - high-resolution mass spectroscopy
HSA - human serum albumin
K17F - apeline-17

Kq4 - constante de dissociation / dissociation
constant

Ki - constante d’inhibition / inhibition constant
MeCN - acetonitrile

MeOH - methanol

Mmt - 4-monomethoxytrityl

mp - melting point

MS - mass spectroscopy

Mtt - 4-monomethyltrityl

NHS - N-hydroxysuccinimide

NMR - nuclear magnetic resonance
OT - oxytocine

OTR - oxytocine receptor

Pbf - 2,2,4,6,7-pentamethyldihydrobenzofuran-
5-sulfonyl chloride

PBS - phophate buffered saline
PDI - polydispersity index

pE13F - forme pyroglutamyl de lapeline-13



PEG - polyethylene glycol

PyBOP - benzotriazol-1-yl-
oxytripyrrolidinophosphonium
hexafluorophosphate

QY - quantum yield

RCPG - récepteur couplé aux protéines G

RSA - Relation structure activité

SMBR - spectroscopie de masse a basse
résolution

SMHR - spectroscopie de masse a haute
résolution

SPPS - solid-phase peptide synthesis

TBTA - Tris[(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)methyl]lamine

tBu - tert-butyl
TFA - trifluoroacetic acid

TIS - triethylsilane
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TNBS - 2,4,6-trinitrobenzenesulfonic acid
TNF - tumor necrosis factor

TR-FRET - time-resolved FRET

Trt - trityl

UV - ultraviolet

wt - wild-type
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Contexte

1. Les peptides thérapeutiques

1.1.Intéréts thérapeutiques des peptides

Les peptides sont des molécules de la famille des protéines, constituées d'un
assemblage d’acides aminés, de taille généralement inférieure a 5000 Da et souvent
dépourvues de structure tertiaire.! A 'heure actuelle, plus de 7000 peptides endogénes
ont été identifiés et sont connus pour leurs roles physiologiques primordiaux. Ils
peuvent notamment agir comme hormones, neurotransmetteurs, facteurs de croissance,
ligands de canaux ioniques, ou anti-infectieux.2 En général, les peptides sont des
molécules de signalisation sélectives et efficaces qui se lient a des récepteurs
membranaires tels que les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). En modulant ces
divers processus physiologiques, les peptides peuvent étre impliqués dans la régulation
de nombreuses maladies. Le développement de peptides thérapeutiques représente
donc un enjeu prometteur pour la conception de nouvelles molécules capables d’agir de

maniere spécifique sur un site d’action donné.

L’augmentation considérable du colit et du temps passé a développer un nouveau
médicament a conduit les chercheurs et les industries pharmaceutiques a se tourner
vers la conception de nouvelles molécules thérapeutiques.®> # La plupart des
médicaments actuels reposent sur le développement de petites molécules de taille
inférieure a 500 Da ou de molécules biologiques beaucoup plus grosses, telles que les
protéines ou les anticorps, de taille supérieure a 5000 Da (Figure 1). Les petites
molécules représentent de bons candidats médicaments en raison de leur synthese
facilitée, de leur faible colit, de leur importante stabilité métabolique ainsi que de leur
biodisponibilité par voie orale. Cependant, ces petites molécules ont souvent une faible
spécificité pour le récepteur cible, ainsi qu’'une stabilité métabolique qui peut conduire
a leur accumulation dans de nombreux organes tels que les reins ou le foie, conduisant
potentiellement a des effets secondaires. Pour pallier ces limitations, l'industrie
pharmaceutique s’est donc tournée vers le développement de molécules présentant un
poids moléculaire élevé, dérivées de protéines ou d’anticorps. Ces molécules a poids
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moléculaire élevé sont tres sélectives et actives. Elles présentent donc d’excellentes
interactions ligand-récepteur, minimisant ainsi considérablement les effets secondaires.
Cependant, leur synthése peut étre complexe et extrémement coliteuse. L’'industrie
pharmaceutique s’intéresse donc désormais au développement de nouveaux agents
thérapeutiques peptidiques qui présentent une taille intermédiaire et regroupent les
avantages des deux anciennes stratégies.3 4 5 En comparaison aux molécules a poids
moléculaire élevé, les peptides sont plus facilement synthétisables et a moindre cofit.
Leur plus petite taille leur permet de pénétrer plus facilement dans les tissus pour
remplir leur fonction biologique. Par comparaison aux petites molécules, les peptides
disposent d’'une tres grande activité, spécificité et affinité pour leur récepteur,

minimisant ainsi leurs effets secondaires.

Small molecules Biologics

Il .

chemically synthesised recombinantly expressed isolated from
human/animals/
microorganisms

increasing size

decreasing passive cell uptake properties

Figure 1. Caractéristiques des différentes classes de molécules thérapeutiques. >

Le développement de ces peptides thérapeutiques a été initié en 1953, lorsque
duVigneaud a réussi a synthétiser en solution le premier peptide a visée thérapeutique :
I'ocytocine. Suite a ¢a, Merrifield a développé, dans les années 1960, la synthese
peptidique sur support solide, facilitant considérablement le développement de
nouveaux peptides médicaments.” L'optimisation des techniques de synthese, telles que
I'introduction des groupements protecteurs dans les années 19808 ou la
fonctionnalisation des peptides par ligation chimique native développée par Kent en
1994° ont permis d’obtenir trés rapidement de nombreux nouveaux composés
peptidiques. Durant les dix dernieres années, le développement de peptides

thérapeutiques pour diverses applications médicales a alors pris son plein essor. Les
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peptides représentaient, en 2010, 8% des médicaments approuvés par la Food and Drug
Administration (FDA), soit un total de 60 peptides thérapeutiques disponibles sur le
marché (Figure 2).19 Depuis, plus de 20 peptides supplémentaires ont été approuvés par
la FDA, 140 sont en phase d’essais cliniques et 600 sont en développement préclinique.lt
2 Leur utilisation en tant que médicament est déja reconnue pour le traitement de
nombreuses maladies telles que le diabete, les cancers, les maladies
gastroentérologiques ou cardiovasculaires, 'ostéoporose ou l'obésité, par exemple.l2
75% des peptides thérapeutiques sont administrés aujourd’hui par voie intraveineuse
mais de nouvelles alternatives d’administration sont également en cours de
développement ou d’optimisation incluant la voie orale, intranasale, et transdermique,
afin de faciliter leur utilisation aupres des patients.2 13 Au vu des 7000 peptides
endogenes connus a ce jour, le développement de nouveaux peptides thérapeutiques

représente encore aujourd’hui un potentiel prometteur et sous-exploité.

Nuceloside Macrocycle
1% 1%
Steroid Enzyme Other
2% 1% 1%
Amino acid \ \ /
5% \

Natural product
6%
y Small molecule
34%

Peptide
8%

Monoclonal antibody

8% Protein

9%

Figure 2. Graphique représentant en 2010 la distribution des médicaments approuvés
pas la FDA en fonction de I'espece chimique.1?

19



1.2.Limitations de leur utilisation

Bien que les peptides soient des candidats thérapeutiques prometteurs, ils ne
sont généralement pas directement utilisables en tant que médicament. En effet, la
plupart du temps, ils présentent de faibles stabilités chimique et métabolique mais

également une clairance rénale importante.*

Leur instabilité chimique résulte de leur exposition a de nombreuses réactions
chimiques telles que I'hydrolyse, l'oxydation, la racémisation, l'isomérisation, la
déamidation, les échanges de disulfures ou la -élimination. Cette instabilité chimique
conduit souvent a la formation de nouvelles entités moléculaires dénuées de I'activité
thérapeutique attendue. Par ailleurs, I'instabilité physique des peptides s’explique par
une dénaturation de leur structure secondaire entrainant leur adsorption sur des
surfaces, leur agrégation et/ou leur précipitation. De plus, les peptides sont
extrémement sensibles aux dégradations enzymatiques. Ils présentent généralement
une stabilité métabolique relativement courte, allant de la minute a quelques heures.
Cette instabilité est attribuable aux enzymes du systeme digestif et sanguin, telles que
les estérases, exopeptidases et endopeptidases, ou protéases. Enfin, la taille relativement

faible des peptides (< 5000 Da) les rend facilement éliminables par filtration rénale.

2. Stabilisation des peptides

2.1.Stratégies existantes

Une amélioration de l'intégrité physique, chimique et métabolique des peptides
doit donc étre réalisée afin de pouvoir faciliter leur utilisation en tant qu’agents
thérapeutiques. Différentes stratégies ont alors été développées en vue d’augmenter
leur durée de demi-vie plasmatique telles que la substitution des sites de coupure
enzymatique ou la modification de la structure secondaire du peptide (Figure 3).
D’autres stratégies plus récentes ont également été proposées et reposent sur la
polymérisation du peptide ou sur sa liaison a l'albumine circulante permettant
d’empécher a la fois sa reconnaissance enzymatique mais aussi de limiter sa filtration

rénale (Figure 3).
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Figure 3. Différentes stratégies existantes pour augmenter la stabilité métabolique des
peptides.11

2.2.Renforcement de la stabilité des extrémités du peptide

L’instabilité des peptides attribuable aux exopeptidases est I'une des causes
principales de dégradation enzymatique. Les exopeptidases sont des enzymes capables
de couper l'acide aminé se situant sur les parties N- ou C-terminale des peptides. Cette
métabolisation du peptide peut induire une perte conséquente de l'activité biologique.
Ce type de dégradation peut étre limité efficacement par la fonctionnalisation des
extrémités du peptide, empéchant ainsi I'exopeptidase de reconnaitre son substrat.1% 15
Dans ce but, différentes fonctionnalisations ont été développées telles que 'acétylation,
'estérification ou l'introduction d’'un pyroglutamate en partie N-terminale ainsi que

I'amidation de 'acide carboxylique en partie C-terminale.

2.3.Substitution des acides amines

Afin de limiter la dégradation enzymatique résultante de I'action des
endopeptidases, une des techniques couramment utilisée consiste a identifier les sites
de reconnaissance enzymatique et a substituer les acides aminés sensibles.1% 15 16 La
premiere étape consiste donc a déterminer les sites de coupure. Pour cela, les peptides
sont incubés dans du plasma et les différents métabolites de dégradation enzymatique
sont ensuite caractérisés. Des études des relations structure-activité (RSA) sont ensuite
nécessaires afin d’identifier les acides aminés qui ne sont pas impliqués dans
I'interaction ligand-récepteur et qu’il est donc possible de substituer. La stratégie de
stabilisation repose ensuite sur la substitution des acides aminés sensibles aux coupures

enzymatiques par des acides aminés non-naturels: acides aminés 3, méthylation de
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I'azote impliqué dans la liaison peptidique ou des chaines latérales. Pour finir, il est
important de contréler 'activité biologique du peptide résultant ainsi que sa toxicité. En
effet, ces modifications non-naturelles peuvent impacter la fonction biologique et
augmenter la toxicité du peptide qui ne sera plus reconnu par le systeme enzymatique et

pourrait donc présenter une bioaccumulation a long terme.

2.4.Modification de la stéréochimie

L’orientation stéréochimique est primordiale pour la reconnaissance
enzymatique d’'un substrat. En changeant la configuration L des acides aminés du
peptide par leurs homologues de configuration D, la molécule ne sera plus reconnue par
les enzymes, augmentant ainsi sa stabilité plasmatique.l* 16 Cependant, si la
conformation du peptide est importante pour son interaction avec le récepteur, la
modification de sa stéréochimie peut entrainer une perte d’affinité. Dans le but de
limiter cet effet, un processus de rétro-inversion est parfois appliqué. Cette technique
consiste a inverser la séquence peptidique en introduisant les isomeres-D de la partie N-
a la partie C-terminale. Structurellement, le peptide-D rétro-inversé est plus proche du
peptide natif que le simple analogue D, permettant ainsi de conserver l'affinité de liaison

au récepteur tout en augmentant la durée de demi-vie du peptide in vivo.

2.5.Modification du squelette peptidique : pseudopeptides

La modification du squelette peptidique est également une stratégie utilisée pour
augmenter la stabilité plasmatique des peptides. 14 15 16 En effet, méme si les chaines
latérales des acides aminés sont les premieres structures reconnues par les enzymes, les
liaisons peptidiques sont finalement le véritable substrat pour la réaction d’hydrolyse
enzymatique, notamment par le biais des endopeptidases. Ainsi, en modifiant le
squelette peptidique, le pseudopeptide résultant sera protégé des dégradations
enzymatiques. La modification du squelette peptidique peut s’effectue soit au niveau de
la liaison peptidique (groupement carbonyle ou azote), soit sur le carbone en a.
Différentes modifications ont alors été développées telles que la réduction du

groupement carbonyl en remplagant la fonction CONH par CH:NH.'* Une autre
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modification classiquement utilisée consiste a déplacer d’'une position la chaine latérale
qui se situe normalement sur le carbone en a pour se retrouver sur 'atome d’azote du
squelette peptidique (Schéma 1).17-18 Ces pseudopeptides, nommés peptoides, ont été
développés par Simon, en 1992, pour aider a la découverte de nouveaux agents
thérapeutiques.l® Cette structure originale confere une stabilité enzymatique a la
molécule car le lien amide N-substitué n’est pas reconnu par le site de clivage des
enzymes naturelles. En plus de 'augmentation de la stabilité métabolique, cette nouvelle
liaison amide offre également une plus grande flexibilité par rapport au peptide natif

ainsi qu’'une meilleure perméabilité cellulaire.

Peptide N Peptoide

Schéma 1. Représentation chimique d’un peptide et d'un peptoide.

Une modification également employée consiste a remplacer un ou plusieurs
atomes de carbone en o par un atome d’azote, on parle alors d’azapeptides (Schéma 2).14
Cette aza-substitution entraine une restriction conformationnelle du squelette qui
résulte en une augmentation de la demi-vie plasmatique de I'azapeptide ainsi qu’en une
amélioration de sa sélectivité et de son activité fonctionnelle. Ces azapeptides sont

souvent utilisés en tant qu’inhibiteur d’enzyme.2°

H Azapeptide

Schéma 2. Représentation chimique d'un peptide et d'un azapeptide.
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2.6.Renforcement de la structure secondaire

Afin de limiter I'acces des enzymes aux sites de clivage, une autre possibilité est
de renforcer la structure secondaire du peptide soit en rendant sa structure plus
contrainte par une technique de cyclisation soit en confinant le peptide dans une
structure secondaire stabilisée en hélice-a.21 Ces deux techniques permettent de
structurer le peptide dans une forme qui ne sera plus reconnue par I'enzyme, renforcant

ainsi sa stabilité métabolique.

a) Cyclisation du peptide

En fonction des groupements fonctionnels se trouvant dans la séquence
peptidique, les peptides peuvent étre cyclisés soit au niveau de leurs extrémités entre la
partie N-terminale et C-terminale, soit entre deux chaines latérales.1* 15,16 La cyclisation
entre deux chaines latérales d’acides aminés naturels s’effectue généralement par
formation d’un pont disulfure entre deux cystéines ou par formation d'un pont lactame
(lien amide) entre une lysine et un acide aspartique ou glutamique. Il est également
possible d’insérer, au sein de la séquence peptidique, des acides aminés dont la chalne
latérale est modifiée pour cycliser le peptide par des réactions de click ou de
métathese.22 23, 24 La formation d’'une architecture cyclique est une stratégie efficace
pour réduire la flexibilité conformationnelle du peptide linéaire et ainsi limiter sa
dégradation physico-chimique ou enzymatique. De plus, cette contrainte
conformationnelle conduit a une diminution des liaisons hydrogéne et par conséquent a

une augmentation de la perméabilité membranaire.

b) Structuration en hélice-a

Différentes stratégies ont été développées pour structurer les peptides en hélice-
a notamment l'insertion d’acides aminés inducteurs de liaisons hydrogene en partie N-
terminale ainsi que la cyclisation du peptide en introduisant un especeur dérivé de
chaines de polyéthylénes glycol (PEG).2> 26 Par ailleurs, des études structurales portant
sur I’étude de la structuration en hélices-a des peptides ont permis de mettre en avant
I'importance des liaisons hydrogene entre les chaines latérales des résidus i, i+3; i, i+4

ou i, i+7.27 Il est ainsi possible de structurer le peptide en hélice-a en mimant ces liaisons
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hydrogéne. Pour cela, la stratégie proposée repose sur la création d'une liaison
covalente entre les résidus i, i+3; i, i+4 ou i, i+7. Ces liaisons covalentes sont
généralement formées par des ponts disulfures, des ponts lactames, des liens biphényles
ou, plus classiquement, par des liaisons carbone-carbone.28 Cette derniere technique
repose sur l'utilisation d’acides aminés portant un alcéne sur la chaine latérale
permettant de former des oléfines par une réaction de métatheése (Figure 4). Cette
formation d’un lien hydrocarboné permet également d’améliorer l'affinité de certains

peptides pour leur récepteur et d’augmenter leur perméabilité membranaire.

Figure 4. Induction d’'une hélice-a par réaction de métathese d’oléfines positionnées sur
les résidus i et i+4.2°

2.7.Introduction d’'une chaine polymérique sur le peptide

La modification de la surface du peptide par des chalnes polymeres est une
méthode également classiquement utilisée pour améliorer la résistance enzymatique et
augmenter la durée de circulation plasmatique des peptides.30L’organisation
polymérique permet de masquer la surface du peptide, rendant ainsi ce dernier invisible
au systeme enzymatique et limitant sa filtration rénale. La polymérisation est une
technique qui permet également d’améliorer la stabilité physique et thermique du

peptide ainsi que sa solubilité.
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a) PEGylation

La PEGylation est un concept introduit en 1970 par Davis.3! Les chaines PEG sont
classiquement utilisées pour polymériser les peptides et aujourd’hui plusieurs peptides
PEGylés sont disponibles sur le marché (pegaspargase, peginterferon-a2b,
peginesatide).lt 5 30 (Ces chalnes sont généralement conjuguées directement sur la
séquence du peptide en partie N-terminale ou en utilisant les groupements nucléophiles
des chaines latérales tels que la fonction amine en position € de la lysine ou sur la
fonction thiol d’'une cystéine. Afin de conserver l'entiere activité thérapeutique du
peptide, le site d’'introduction des chaines PEG sur le peptide et leur caractéristiques
(longueur, structure chimique, embranchement) doivent étre précisément étudiés
(Figure 5). Le caractere hautement hydrophile des chalnes PEG conduit a la formation
d’'un important réseau d’hydratation par interaction avec les molécules d’eau, entrainant
ainsi une augmentation conséquente du volume hydrodynamique du peptide. Cette
propriété permet au peptide d’étre considérablement moins sensible a la filtration

rénale et/ou a la dégradation protéolytique.

PEGylation
e e

H,00 =CH,CH, 0, =0,

H 0O =~(CH,CHO),

Figure 5. Chaines-PEG classiquement utilisées pour la PEGylation des peptides.3°

b) Introduction d’'une chaine de polysaccharide

Une alternative a la PEGylation a été proposée dans les années 1970 et repose sur
la conjugaison d’une chaine de polysaccharide.3? Cette stratégie de polymérisation peut
étre effectuée en introduisant différents polysaccharides tels que le dextran, I'amidon
d’hydroxyéthyle ou les acides polysialique ou hyaluronique (Figure 6). De maniere
similaire a la PEGylation, l'introduction d’'une chaine de polysaccharides permet

d’accroitre la durée de demi-vie plasmatique du peptide grace a 'augmentation de son
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rayon hydrodynamique, ce qui lui confere également une faible clairance rénale. Par
ailleurs, la majorité de ces dérivés de polysaccharides sont entierement biocompatibles

et métabolisés in vivo par des enzymes naturelles.

Carbohydrate conjugation
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Figure 6. Polysaccharides classiquement utilisés pour la polymérisation des peptides.30

2.8.Glycosylation

La glycosylation des peptides est une stratégie de stabilisation qui a été
développée en se basant sur l'étude des modifications post-traductionnelles des
protéines. En effet, environ 50% des protéines sont glycosylées in vivo afin d’augmenter
leur solubilité aqueuse ainsi que leur stabilité physico-chimique, conformationnelle et
métabolique. En se basant sur ce constat, il est paru intéressant de glycosiler des
peptides afin de renforcer leur stabilité in vivo. La glycosylation repose donc sur
I'introduction d’'un glycane soit sur une chaine latérale d’'un acide aminé soit sur les
extrémités du peptide.130 [1 a ainsi été reporté dans la littérature que les glycopeptides
présentent une stabilité plasmatique améliorée, une faible clairance rénale ainsi qu'un

passage potentiel de la barriére hémato-encéphalique.32
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2.9.Introduction de motifs capables de se lier a 'albumine

La derniére stratégie couramment utilisée pour stabiliser les peptides consiste a
les modifier afin qu’ils présentent une bonne affinité pour I'albumine, une protéine
plasmatique de masse moléculaire d’environ 66 kDa (Figure 7).33 L’albumine est la
protéine la plus abondante dans le sang puisqu’elle représente 50% des protéines
plasmatiques. Sa durée de demi-vie plasmatique est de I'ordre de 19 jours chez I'Homme.
L’albumine est impliquée dans de nombreux phénomenes physiologiques tels que le
maintien du pH et de la pression sanguine colloidale, ou encore dans le transport de
différents métabolites ou d’acides gras.3* Son importante taille moléculaire, ses
nombreux sites de liaison, son abondance plasmatique et sa lente élimination de la
circulation sanguine font de cette protéine une cible de choix pour véhiculer des agents
thérapeutiques qui présentent une faible stabilité plasmatique. Ainsi, 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 physique réversible

qui s’effectue in vivo.3> 36
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Figure 7. Représentation tridimensionnelle de I'albumine humaine et mise en évidence
des différents sous-domaines présents dans sa structure.3”
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a) Liaison covalente peptide-albumine

Afin de former un complexe entre un peptide et 'albumine humaine (HSA), une
des stratégies consiste a créer une liaison covalente entre ces deux entités. Pour ce faire,
I'introduction du peptide s’effectue généralement sur l'unique résidu cystéine de
I'albumine humaine (Cys34) par addition de Michael entre le peptide qui présente une
fonction maléimide et le groupement thiol du résidu cystéine.3% 33, 38 En raison de la
masse conséquente de I'albumine, la liaison confére au peptide une protection contre les
dégradations enzymatiques par géne stérique ainsi qu’'une faible clairance rénale.
Différents composés ont fait leurs preuves en tant qu’agents thérapeutiques tels que le
complexe PC-15053% (Figure 8) développé en phase préclinique en tant qu’inhibiteur de
I'entrée du virus VIH dans les cellules ainsi que le composé CJC-1134-PC40, un dérivé
stable du GLP-1, impliqué dans le traitement du diabete de type 2 et actuellement en
phase clinique 1. Il a ainsi été reporté que ces complexes peptide-HSA présentent une
amélioration conséquente de l'activité biologique et du profil pharmacocinétique du

peptide in vivo.
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Figure 8. Structure chimique du composé PC-1505, inhibiteur de I'entrée du virus VIH
dans les cellules.33

b) Introduction d’'une petite molécule chimique

L’introduction sur le peptide d’'un vecteur chimique présentant une affinité pour
I'albumine est une autre stratégie proposée. En conjuguant une petite molécule
aromatique sur la partie N-terminale du peptide, il a pu étre reporté une augmentation
de sa stabilité plasmatique.#! L’affinité de ces molécules pour I'albumine permet de lier
le peptide-vecteur de maniére réversible, ce qui présente moins de risque

d'immunogénicité qu'une liaison covalente.
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c) Introduction d’'une chaine lipidique

La lipidation des protéines et des peptides in vivo est une modification post-
traductionnelle classique qui permet d’augmenter leur hydrophobie et d’améliorer le
passage des membranes biologiques. De méme, il est connu que I'albumine humaine
présente 9 sites de liaison pour les acides gras.3* En se basant sur ces deux constats, un
nouveau concept de stabilisation peptidique a été développé et repose sur l'introduction
d’une chaine lipidique pour permettre une liaison réversible du peptide a I'lalbumine.3%
42 Différentes chaines lipidiques ont alors été évaluées, notamment pour améliorer la
stabilité de l'insuline (insuline degludec) ou du GLP-1 (liraglutide, Figure 9), deux
lipopeptides utilisés aujourd’hui en clinique pour le traitement du diabete de type 2.43. 44
Ces chalnes sont généralement introduites soit en partie N-terminale, soit sur la chaine
latérale d'un acide aminé. Les chalnes palmitiques, comportant 16 atomes
hydrocarbonés, ont démontré leur grande efficacité a augmenter la stabilité métabolique
de peptides comme c’est le cas pour le liraglutide*+, 'angiotensine-11*> ou I'apeline-134e.
Par exemple, en introduisant la chaine palmitique, la durée de demi-vie du GLP-1 est
augmentée de 1 h a 13 h apres administration chez 'homme, permettant aux patients de

recevoir une seule injection par jour.4’

HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVRGRG

/\/\/\/\/\/\/\/ﬁ\,‘§°

liraglutide

Figure 9. Structure du liraglutide, le dérivé lipidique stable du peptide GLP-1 impliqué
dans le traitement du diabete de type-2.44

Les 9 sites de liaison potentiels pour des chaines lipidiques (dont 7 principaux)
conferent a 'albumine la capacité de lier plusieurs lipopeptides (Figure 10). Ces derniers
vont ainsi pouvoir étre véhiculés dans le sang sans étre reconnus par le systeme
enzymatique ou éliminés par filtration rénale avant d’étre libérés progressivement afin
de remplir leur fonction biologique. Cette stratégie présente I'avantage d’utiliser un
vecteur lipidique qui est naturel, contrairement aux petites molécules chimiques, donc
potentiellement moins toxique et capable de se lier sur de nombreux sites d’affinité pour

I’albumine.
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Figure 10. Représentation tridimensionnelle de l'albumine humaine et mise en
évidence de ses 7 principaux sites de liaison pour les acides gras (FA).34

3. Limitation des techniques de stabilisation existantes

Bien que de nombreuses techniques de stabilisation peptidique aient été
développées au cours de ces dernieres années, la plupart d’entre elles nécessitent
d’effectuer de longues et couteuses études des relations structure-activité afin de
déterminer les acides aminés potentiellement modifiables sans altérer I'activité
biologique du peptide (Figure 11). Ces études nécessitent d’identifier tout d’abord les
acides aminés impliqués dans linteraction ligand/récepteur en remplagant
successivement les acides aminés de la séquence par une alanine (Ala-scan). Il est
important, ensuite, d’'identifier et de substituer les résidus sensibles a une dégradation
chimique tout en vérifiant l'activité fonctionnelle du peptide modifié par des études de
relation structure-activité. De méme, il est nécessaire de déterminer les sites de coupure
enzymatique et de renforcer la stabilité de ces sites : substitution avec des acides aminés
non naturels, cyclisation, ou formation d'un pseudopeptide. Cependant, ces
modifications de la structure primaire ou secondaire conduisent souvent a une
diminution de I'affinité du peptide pour son récepteur (Clso) entrainant alors une perte
de l'efficacité biologique (CEso). Il est donc important de controler, une fois de plus,

I'activité fonctionnelle du peptide résultant.

31



ID of enzymatically New
cleavable sites

peptide
ligands
ID of chemically ) ge g(?
labile AAs o® %00
¢ C 1 ECSO
ID of essential AAs 0g® %O.O ST
° ‘ Selection
00 (4 SAR
%OO Substitution
Focused
. libraries
Peptlde Ala-scan

3D structure

Figure 11. Stratégie de développement classique pour la conception de peptides
thérapeutiques.?

Au contraire, I'introduction d’'une chaine polymérique (PEGylation) ou lipidique
(lipidation) sont des stratégies qui permettent d’augmenter considérablement la
stabilité des peptides sans modifier leur séquence peptidique. Ces techniques peuvent
donc s'effectuer sans études poussées de relation structure-activité et permettent
généralement de conserver entierement l'affinité du peptide pour son récepteur ainsi
que son efficacité. Cependant, des problémes de toxicité ont été reportés. La PEGylation
peut étre associée a des problémes de tolérance et d'immunogénicité chez 'Homme avec
formation d’anticorps anti-PEG.#8 La lipidation entralne une augmentation de
I’hydrophobie du peptide ce qui peut induire de fortes interactions avec les membranes
cellulaires. Le lipopeptide peut donc présenter une forte cytotoxicité ainsi qu’une
importante activité hémolytique comme il I'a été démontré pour les lipopeptides

antimicrobiens.®
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Objectifs des travaux de la these

L’objectif général de ma these a été de développer une stratégie alternative de
stabilisation plasmatique des peptides afin de permettre leur utilisation en tant
qu’agents thérapeutiques. Pour cela, nous nous sommes plus particulierement
intéressés aux peptides visant les RCPG. Afin d’améliorer la stabilité plasmatique des
peptides, la stratégie proposée est basée sur la modification d’'un peptide par une chaine
fluorocarbonée (F-chaine). Ainsi, le fluoropeptide obtenu doit conduire, en solution
aqueuse, a la formation de structures supramoléculaires permettant une protection du
peptide vis-a-vis de la protéolyse. Afin de vérifier I'efficacité de cette approche, nous
avons choisi de travailler sur un peptide modele, I'apeline-17, impliqué dans la
régulation de la fonction cardiovasculaire et qui présente un potentiel thérapeutique

prometteur pour le traitement de I'insuffisance cardiaque.

Le premier objectif a été de concevoir, de synthétiser et de participer a
I’évaluation physico-chimique et biologique de nouveaux fluoropeptides dérivés de

I'apeline-17.

Afin de mieux comprendre les mécanismes conduisant a I'augmentation de la
stabilité plasmatique de ces dérivés et d’étudier également leur comportement in cellulo,
le deuxieme objectif a été de concevoir et de synthétiser des sondes fluorescentes

originales dérivées des fluoroapelines.

Le troisieme objectif a été d’étendre le concept a d’autres peptides d’'intérét
thérapeutique visant un RCPG tels que I'apeline-13, I'angiotensine-II, I'ocytocine et la

spexine.

Enfin, le dernier objectif a été de développer des sondes fluorescentes
fluorogénes dites « turn-on » dans le but de suivre in vivo la biodistribution de nos
fluoropeptides. Ces sondes présentent la propriété d’étre « éteintes » dans le sang et de
« s’éclairer » une fois liées a leur cible moléculaire. Cette stratégie innovante doit
permettre d’améliorer considérablement le rapport signal/bruit et ainsi offrir une

excellente sensibilité pour la détection des sondes chez I’animal.
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Chapitre 1

Développement d’'une nouvelle
méthode pour augmenter la stabilité
plasmatique et I'activité biologique des
peptides en utilisant des chaines
fluorocarbonées : Preuve de concept

sur I'apeline-17
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1. Contexte de I'étude

1.1.Les chaines fluorocarbonées

Le Fluor est l'atome le plus électronégatif décrit parmi les 118 éléments
chimiques du tableau périodique. Sa forte densité électronique le rend faiblement
polarisable lui conférant ainsi des propriétés uniques. Les chaines fluorocarbonées (F-
chaines) sont des chaines hydrocarbonées (H-chaines) sur lesquelles les atomes
d’hydrogene ont été remplacés par des atomes de fluor sur toute une partie de la chaine.
Ces F-chalnes présentent de tres solides liaisons intramoléculaires avec trés peu
d’interactions intermoléculaires.#® De plus, la faible polarisabilité des atomes de fluor
permet aux F-chaines d’avoir de faibles interactions de Van der Waals avec le milieu
dans lequel elles se trouvent. Ces faibles interactions conférent aux F-chaines de
nombreuses propriétés physico-chimiques telles qu'une bonne fluidité, une forte
compressibilité ainsi qu’'une excellente capacité a dissoudre les gaz. Les F-chalnes
posseédent ainsi des caractéristiques tres différentes des H-chaines : elles sont a la fois
plus stables, plus hydrophobes, et présentent une importante oléophobie. Ces propriétés
expliquent leur utilisation dans le développement de tensioactifs perfluorocarbonés qui
sont capables de s’auto-organiser efficacement en micelles, en solution aqueuse.>? 51, 52
En effet, ces tensioactifs présentent de plus faibles concentrations micellaires critiques

(CMC) que leurs dérivés hydrocarbonés ainsi qu’'une plus faible toxicité in vitro.>3

La capacité de ces tensioactifs fluorocarbonés a s’auto-organiser en émulsions et
a dissoudre efficacement les gaz (tels que 'oxygene, le dioxyde de carbone, ou 'azote) a
conduit au développement de nouvelles applications médicales. Les F-chaines sont ainsi
utilisées en tant que transporteurs d’oxygeéne (appelés également substituts sanguins).>*
55, 56, 57 Ces émulsions, constituées de dérivés perfluorocarbonés, ont déja été injectées
chez 'Homme (évaluation clinique en phase III) démontrant leur absence de toxicité.>8 Il
a également été mis en évidence qu’apres injection et circulation dans le sang, les F-
chalnes sont prises en charge par le systeme réticulo-endothélial avant d’étre excrétées
par voie pulmonaire.59 60, 61, 62 Plys récemment, ces chaines fluorocarbonées ont aussi
été utilisées pour la formulation de vaccins synthétiques, mettant de nouveau en avant

la biocompatibilité des F-chalnes chez 'Homme (évaluation clinique en phase II).63. 64
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En s’appuyant sur ces propriétés uniques, notre stratégie de départ a donc
consisté a introduire une F-chalne sur un peptide d’intérét pour forcer son auto-
organisation en micelles, en solution aqueuse (Figure 12). Cette organisation physico-
chimique réversible pourrait offrir au peptide une protection contre les dégradations
enzymatiques tout en lui permettant de remplir sa fonction biologique en se liant, par la
suite, a son récepteur. Afin de vérifier I'efficacité de notre approche, nous avons choisi

de travailler sur des peptides ciblant les récepteurs couplés aux protéines G.

T~ ,?g@ ~ b

== F-Chaine ) Fluoropeptide
NN Peptide Micelle RCPG

Figure 12. Nouvelle stratégie de stabilisation des peptides : introduction d’'une F-chaine
pour forcer le peptide a s’auto-organiser en micelle de maniére réversible.

1.2.Les RCPG, une famille de choix pour le développement de nouveaux

médicaments

Les RCPG correspondent a la classe des récepteurs membranaires la plus vaste et
la plus étudiée. La famille des RCPG est composée de 800 a 1000 récepteurs, constituant
ainsi la plus grande famille de récepteurs identifiée chez 'homme.%> 66 Les RCPG sont
composés de sept domaines transmembranaires et se situent a la surface des
membranes cellulaires ou ils détectent un signal qui va activer une cascade de
signalisation interne, conduisant a la réponse cellulaire.’ Le signal percu par les RCPG
peut étre de type lumineux, olfactif, gustatif, ionique, petites molécules, peptides et
hormones. Ces divers signaux sont impliqués dans de nombreuses actions
physiologiques liées a la vision, au go(t, a 'odorat mais également au contréle de
I'humeur et du comportement et a la régulation du systeme immunitaire, nerveux et
homéostatique.®® Un disfonctionnement du systeme de signalisation lié aux RCPG
résulte souvent en l'apparition de troubles pathologiques. De ce fait, de nombreux
médicaments ciblant les RCPG ont été développés et représentent aujourd’hui environ

33% des médicaments sur le marché.®? 70. 71 Malgré ce fort attrait pour ce type de
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récepteurs, seuls 15% des RCPG non-sensoriels possedent aujourd’hui un ligand non-
peptidique, 60% possedent un ligand endogene connu (peptides, protéines) et 25%
n’ont ni ligand, ni fonction (récepteurs dits orphelins). Ainsi, cette classe de protéines
offre encore un potentiel important pour le développement de nouveaux
médicaments.”? Comme vu précédemment, les peptides sont des molécules
prometteuses pour le développement de nouveaux agents thérapeutiques. Ils ciblent
trés souvent un RCPG de maniére hautement spécifique et active. Cependant, leur
développement pharmaceutique est souvent limité par leur trés faible stabilité
plasmatique. Ainsi, afin de valider notre stratégie, nous avons sélectionné un peptide
modele ciblant les RCPG : 'apeline-17. Ce peptide présente un intérét thérapeutique
prometteur pour le traitement des maladies cardiovasculaires mais son développement

est limité en raison de sa faible stabilité plasmatique (temps de demi-vie < 5 min).

1.3.L’apeline-17

Le récepteur de 'apeline (AP]) est constitué de 377 acides aminés et appartient a
la famille des RCPG.73 Ce récepteur est resté orphelin jusqu’en 1998 lorsque Tatemoto a
découvert son ligand endogene qu'il a choisi d’appelé apeline. Ce ligand est un peptide
bioactif isolé d’extraits d’estomac bovin et composé de 36 acides aminés (apeline-36)
qui est produit a partir d'un plus grand précurseur de 77 acides aminés, appelé
préproapeline.”* La comparaison des séquences peptidiques des préproapelines de
différents mammiféres a permis de mettre en évidence la conservation exacte des 17
acides aminés de la partie C-terminale entre plusieurs especes.”> Cette séquence est
connue sous le nom d’apeline-17 ou K17F. Plusieurs formes moléculaires de l'apeline
ont été identifiées: apeline-36, K17F et la forme pyroglutamylée de l'apeline-13
(pE13F).76 K17F et pE13F sont tous deux naturellement présents dans le cerveau et le
plasma de rats et sont capables d’inhiber la production d’AMP cyclique (AMPc) induite
par la forskoline sur des cellules qui expriment le récepteur de I'apeline.’?.75.78.79 Ces
peptides permettent, d'une part, la phosphorylation des enzymes ERKs, Akt et de la
kinase p70S6 et, d’autre part, l'internalisation du récepteur de l'apeline via la

mobilisation de la $-arrestine.80 81
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L’apeline et son récepteur sont tous deux présents dans des parties du cerveau
impliquées dans le contrdéle neuroendocrinien, dans la régulation de la prise de
nourriture et dans le maintien de 'homéostasie (Figure 13).82 83, 84 []s colocalisent avec
I'arginine-vasopressine (AVP) dans les neurones magnocellulaires.8> L’AVP est libérée
dans le sang par ces neurones et active au niveau du rein les récepteurs de I’AVP de type
2 pour induire un effet antidiurétique. L'injection centrale de K17F chez des rates
allaitantes inhibe cet effet antidiurétique en diminuant la sécrétion d’AVP dans le
systeme sanguin.”” De plus, 'injection systémique de K17F chez des rates allaitantes
augmente la diurese en inhibant l'effet de production d’AMPc induit par I'’AVP.86
L’apeline, en agissant au niveau central et périphérique, pourrait donc étre un inhibiteur
naturel de l'effet antidiurétique de '’AVP.87 Il a également été montré, chez des rats
privés d’eau, que les niveaux endogenes d’AVP et d’apeline sont régulés de maniere
opposée afin d’optimiser la libération d’AVP systémique pour empécher des pertes d’eau
supplémentaires dans les reins.8¢ Ainsi, une balance anormale d’apeline/AVP pourrait
contribuer a des problemes de rétention d’eau chez des patients hyponatrémiques avec
le syndrome de I'hormone antidiurétique inappropriée et des problemes d’insuffisance

cardiaque chronique.88

L’apeline et son récepteur sont également présents dans le systéme
cardiovasculaire, le cceur, les reins et les vaisseaux sanguins (Figure 13).82 89 ]] a été
montré que l'injection systémique d’apeline chez le rat et chez 'Homme induit une
diminution de la pression artérielle via la production d’oxydes nitriques.?® °1 De plus,
des souris déficientes en récepteurs de l'apeline présentent une augmentation de
pression artérielle en réponse a I'angiotensine II (Ang II) systémique, suggérant un effet
de contre-régulation de l'apeline sur I'’Ang I1.92 L’injection intraveineuse d’apeline
augmente la contractilité cardiaque et diminue le remplissage cardiaque chez les
rongeurs.”3 Enfin, il a été montré que des souris déficientes en apeline faisaient des
infarctus du myocarde et de I'ischémie-reperfusion.®# La sous-régulation d’apeline est
donc accompagnée d’un déclin des performances cardiaques. L’ensemble de ces constats
mettent en évidence le role clé de I'apeline dans le maintien des équilibres hydriques et

de la fonction cardiovasculaire.

40



Neurones,
oligodendrocytes,
astrocytes

Unknown action

Inhibits AVP release;
modulates food and water intake;
theromoregulation

Anterior pituitary
cells

Stimulates ACTH / Hypothalamic
release ﬁ— ) neurones
/

A o
X

pulmonary

Restricted to |
vasculature

Unknown
action 4/ A
‘ Positive inotropic {

effect;

Cardiomyocytes,
increases conduction

endocardial cells

BT

= ' . \\T Osteoblasts | ? Bone formation
\\
\

velocity
. i Enterochromaffin- | Gastric cell proliferation;
Pancreatic islet Inhibits insulin / Ilke gastric cells stimulates CCK release
cells secretion \
(
Adipocytes*® | Unknown action ‘f—}‘—
/ Re“l”“ed e | Diuresis ( ¥ AVP)
Endothelial cells, | Vascdilation, FEnavasculatre
vascular smooth | vasoconstriction, —'—
muscle cells angiogenesis /
[/ )
/N ( \
- \ T
& \ L r
\ |
W

Figure 13. Schéma représentant I'expression et les fonctions physiologiques du systeme
apeline-AP].8°

Le récepteur de I'apeline représente donc une cible thérapeutique prometteuse
pour la recherche médicale et le développement de nouveaux médicaments. Bien que
I'apeline se lie a son récepteur avec une haute affinité et induit de nombreux effets
biologiques, son application thérapeutique est limitée par sa faible stabilité plasmatique.
En effet, 'apeline présente une demi-vie plasmatique de 'ordre de la minute. L'enzyme
carboxypeptidase (ACE II) est 'enzyme principalement responsable de sa dégradation
enzymatique, en clivant K17F entre les acides aminés Prol® et Phel?.95 9 Le
développement de nouveaux agonistes stables du récepteur de l'apeline serait donc
particulierement intéressant pour le traitement de linsuffisance cardiaque, des
problémes de rétention d’eau et/ou de '’hyponatrémie. Dans ce but, plusieurs agonistes
stables de I'apeline ont déja été développés par des stratégies de cyclisation?”- 98, de
PEGylation®?, d’'introduction de chaines lipidiques190. 46 et de substitution par des acides
aminés non naturels!01 102,103 Un agoniste non-peptidique de taille supérieure a 1000
Da a également été développé au laboratoire : E339-3D6. Cette molécule correspond au
premier agoniste non-peptidique synthétisé pour le récepteur AP] mais présente un
effet agoniste seulement partiel sur I'inhibition d’AMPc induite par la forskoline.”8 104
Suite a c¢a, de plus petites molécules non-peptidiques ont également été découvertes

telles que l'agoniste ML233 ainsi que des dérivées de structure triazole ou de
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benzimidazole qui sont brevetés par Sanofi Aventis ou Sanford-Bumham Medical
Research Institute.l9> Cependant, ces petites molécules présentent des affinités de

liaison et des propriétés pharmacologiques encore éloignées de I'apeline native.

Par conséquent, en considérant l'intérét thérapeutique de I'apeline-17 et le fait
qu'aucun dérivé peptidique stable présentant a la fois une affinité et une activité
fonctionnelle élevée n’ait été découverts, nous avons choisi de travailler sur ce peptide

modele afin d’évaluer notre nouvelle stratégie de stabilisation.

2. Conception et synthése de composés fluorocarbonés et hydrocarbonés

dérivés de I'apeline-17

Le premier objectif de ma these a été de concevoir les dérivés fluorocarbonés de
I'apeline-17 en introduisant une F-chalne sur ce peptide. En vue d’étudier I'impact de la
longueur de la F-chaine sur la stabilité plasmatique du peptide résultant et d’identifier la
longueur de chaine optimale permettant d’obtenir la meilleure stabilité, des F-chalnes
de différentes longueurs ont été introduites sur I'apeline-17 : C4F9-(CH2)2COOH, CgF13-
(CH2)2COOH et CgF17-(CH2)2COOH (Schéma 3). Nous avons choisi d’introduire les F-
chalnes en partie N-terminale de I'apeline-17 en nous basant sur les études des relations
structure-activité et de modélisation moléculaire réalisées précédemment sur ce peptide
et son récepteur (figure 14. A et B).106,107.108 Ces études mettent notamment en évidence
que l'acide aminé Phel? interagit avec le fond de la cavité du récepteur par des
interactions de type m-1 et que I’Arg®, I'Arg8 et la Lys!? interagissent a I'entrée du site de
liaison par interactions électrostatiques. Il est donc primordial de ne pas modifier cette
partie de la séquence du peptide qui est impliquée dans l'interaction ligand-récepteur.
En revanche, les quatre acides aminés supplémentaires présents sur I'apeline-17 par
rapport a 'apeline-13 (pE13F) améliorent que trés peu l'affinité du peptide pour son
récepteur (Ki = 0.060 + 0.010 nM pour K17F et Ki = 0.56 + 0.010 nM pour pE13F).10° Ces
acides aminés ne doivent donc pas jouer de role critique dans l'interaction ligand-
récepteur. De ce fait, il nous a paru plus judicieux d’introduire les F-chaines a la suite de

ces acides aminés, en partie N-terminale du peptide.
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% Phe 257

Figure 14. A) Modélisation du récepteur de l'apeline humain complexé avec K17F ou
pE13F. B) Vue détaillée de la cavité aromatique dans laquelle se situe I'acide aminé Phe
en position C-terminale.106

Par ailleurs, comme vu précédemment, une des stratégies classiquement utilisée
pour stabiliser les peptides consiste a introduire une chaine hydrocarbonée (H-chaine)
sur le peptide natif, comme c’est le cas pour certains dérivés de l'insuline ou pour le
liraglutide utilisés tous deux en thérapie pour le traitement du diabéte de type 2.43 110, 44
Afin de mettre en évidence l'efficacité de notre nouvelle stratégie, nous avons choisi
d’introduire cette H-chaine palmitique CisH33-COOH sur l'apeline-17, dans le but
d’utiliser ce lipopeptide comme référence pour la suite de notre étude (Schéma 3). Une
H-chaine présentant la méme longueur que la F-chaine la plus longue a également été

introduite : C1oH21-COOH (Schéma 3).

Les composés fluoroapelines ont été synthétisés sur support solide en suivant
une approche Fmoc/tBu. L’apeline-17 a d’abord été synthétisée sur une résine de Wang
en utilisant un synthétiseur automatique. Le peptide, monté sur résine, a ensuite été
déprotégé et différentes F-chaines ont été introduites manuellement sur support solide
via une acylation par leur acide carboxylique activé sous forme d’ester en utilisant
comme agents de couplage HBTU, HOBt et DIEA dans DMF (Schéma 3). Les peptides ont
été déprotégés et coupés de leur résine suite a un traitement par une solution de TFA.
Une étape de purification par CLHP préparative a permis d’isoler chaque fluoropeptide
avec des rendements allant de 17 a 43% (37 étapes) ainsi qu’une trés bonne pureté (>

95%). En tant que controle, 'apeline-17 native, l'apeline-17 acétylée et les deux
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lipoapelines ont été obtenues en suivant la méme approche. L’identité des peptides a été

confirmée par analyse CLHP et analyse de masse a haute résolution (Tableau 1).

Résine Wang-Phe 8
Fmoc—HN
o

Déprotections et couplages successifs

HN NH HN NH2

; Ji; Ji'} O“B“’D :f oN ' Clivage avec TFA ; Ji; /da C‘:E’JLNN
_— O &( \&Em et purification . 0 ) i\i\';m
(Boc)HN NH{Pbl) NH ;\( HN NH ;\«
(Pbf) N:H HzNT(NH
1) Couplage : R-COOH
2) Clivage avec TFA et purification
A o °\?“j‘ﬁo ?L'(%
an . Oﬁé¢é2 K ,C:”j“ OUL@ ML
HZNT(N:H 27
Composé Groupement R Structure
2 CHs- HsC—
R FFR F
- FW
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4 CF3(CF2)5(CHz)2- FW
Fr FEFF
_ F FRFFR FFEF
5 CF3(CF2)7(CHz)2 .
F
F FFFFFF
6 CH3(CHz)o- NN
RS SN
7 CH3(CHz2)14-

Schéma 3. Synthese des peptides 1-7 dérivés de I'apeline-17.
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Tableau 1. Caractérisation chimique de I'apeline 1 et de ses dérivés 2-7.

Masse
Masse CLHP Rendement
Composé observée
théorique tr (min) (%)
(SMHR)
1 2137.1956 2137.1978 6.68 43
2 2179.2062 2179.2024 6.85 23
3 2411.1996 2411.1941 8.37 24
4 2511.1932 2511.1910 9.18 17
5 2611.1868 2611.1867 10.35 28
6 2305.3470 2305.3521 9.35 28
7 2375.4253 2375.4292 10.88 26

3. Stabilités plasmatiques des différents dérivés fluoro- et lipoapelines

Afin de sélectionner le composé le plus stable dans le plasma, la demi-vie in vitro
(t1/2) des peptides 1 a 7 a été mesurée dans du plasma de souris a 37 °C. Comme le
montre le Tableau 2, [lintroduction d'une F-chaine permet d’augmenter
considérablement la stabilité plasmatique du peptide natif. Cette stabilité plasmatique
s’éleve méme a plus de 24 h avec la F-chalne la plus longue (CsF17, peptide 5). Le
lipopeptide 6, composé d'une chaine de méme longueur que le fluoropeptide 5, présente
une stabilité plasmatique tres inférieure (t1/2> 24 h vs 144 min). Il faut utiliser une H-
chaine bien plus longue pour atteindre une stabilité plasmatique équivalente (peptide 7).
En effet, I'introduction d’'une H-chalne palmitique permet d’atteindre les 24 h de stabilité
mais celle-ci comporte 5 atomes de carbone supplémentaires, augmentant les risques
d’interactions non-spécifiques avec les membranes. Par ailleurs, en diminuant la
longueur de la F-chaine, la demi-vie plasmatique passe de plus de 24 h a 342 min avec la
F-chaine CeF13 (peptide 4) puis a 65 min avec la F-chaine C4F9 (peptide 3), une stabilité
comparable a celle obtenue pour le peptide acétylé (peptide 2). De fagon intéressante,
en modulant la longueur de la F-chaine, il est possible de moduler de maniére fine la

stabilité plasmatique du peptide résultant.
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Tableau 2. Stabilité plasmatique des composés 1-7 mesurée dans du plasma de souris a

37 °C.
Composé Groupement en partie Demi-vie plasmatique

N-terminale (t1/2,min)

1 H- 46 +0.6

2 CH3CO- 54+6

3 CF3(CF2)3(CH2)2CO- 652

4 CF3(CF2)s(CH2)2CO- 342 +12

5 CF3(CF2)7(CH2)2CO- > 1440

6 CH3z(CH2)9CO- 144+ 6

7 CH3(CHz2)14CO- > 1440

Afin d’étendre la stratégie a différentes espéces, la stabilité des peptides a été
évaluée dans du plasma de rat et humain. Comme le montre la Figure 15, des stabilités
comparables a celles obtenues dans le plasma de souris ont été obtenues pour la
fluoroapeline 5 et la lipoapeline 7 (t1/2> 24 h), alors que le peptide natif 1 est dégradé
en quelques minutes (t1/2 = 9 min dans le plasma de rat et 12 min dans le plasma
humain). Ces résultats confirment I'application possible de la stratégie de stabilisation a
différentes especes, dont 'Homme, ce qui est trés encourgeant pour le développement

d’un peptide thérapeutique pour le traitement de maladies cardiovasculaires.

Apres avoir identifié le peptide 5 comme étant le fluoropeptide le plus stable,
nous avons décidé d’évaluer ses propriétés pharmacologiques telles que son affinité
pour le récepteur APJ, son activité fonctionnelle et son activité biologique in vivo. Afin de
mettre en évidence les avantages de notre approche, tous les résultats ont été comparés
avec ceux obtenus pour le peptide natif 1 et pour le lipopeptide 7, utilisé respectivement

comme controle et comme référence.
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Figure 15. Evaluation de la stabilité plasmatique des composés 1, 5 et 7 dans du plasma
humain (A, B et C) et dans du plasma de rat (D, E et F).

4. Evaluation pharmacologique

4.1.Mesure de I'affinité pour le récepteur de I'apeline

Afin d’évaluer I'impact de la F-chaine sur les propriétés pharmacologiques du
peptide, une premiere étude de mesure de I'affinité du fluoropeptide pour le récepteur
de I'apeline a été réalisée. Cette expérience, effectuée par Xavier Iturrioz (College de
France), repose sur un test de compétition de liaison sur des membranes de cellules
CHO qui expriment le récepteur humain de I'apeline, utilisant [125[]-apeline-13 comme
radioligand. Ainsi, comme le montre la Figure 16 et le Tableau 3, nous avons pu mettre
en évidence que l'introduction d’'une F-chalne a peu d’impact sur I'affinité du peptide
pour son récepteur puisqu’on conserve une affinité sub-nanomolaire (K; = 0.21 + 0.03
nM), similaire a celle obtenue pour l'apeline native 1 (K; = 0.06 = 0.01 nM) et pour la

lipoapeline 7 (K; =0.76 = 0.13 nM).
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Figure 16. Evaluation de I'affinité des composés 1, 5 et 7 pour le récepteur de I'apeline.

Tableau 3. Affinité des composés 1, 5 et 7 pour le récepteur de l'apeline.

Composé Groupement en partie N- Affinité pour le
terminale récepteur de I'apéline,
Ki (nM)
H- 0.06 *0.01
5 CF3(CF2)7(CH2)2CO- 0.21 £0.03
7 CH3(CH2)14CO- 0.76 £0.13

4.2.Evaluation de I'activité fonctionnelle

Nous avons également étudié l'impact de lintroduction de la F-chalne sur
I'activité fonctionnelle du peptide, comme notamment sa capacité a inhiber la
production d’AMPc induite par la forskoline. Pour cela, Xavier Iturrioz (College de
France), a incubé des cellules CHO exprimant le récepteur de I'apeline chez le rat en
présence de 5 uM de forskoline. Aprés ajout de concentrations croissantes de 1, 5 et 7
(10 nM a 100 uM), des valeurs d’Clso ont pu étre déterminées (Figure 17 et Tableau 4). Il
a ainsi été montré que l'incorporation d’'une F-chaine a un impact limité sur la capacité
du fluoropeptide a inhiber la production d’AMPc induite par la forskoline puisque
I'inhibition s’effectue dans les mémes concentrations avec une Clso de 1.71 * 0.28 nM
pour le fluoropeptide 5, similaire a celle du peptide natif 1 (0.30 + 0.10 nM), et du
lipopeptide 7 (3.90 + 1.50 nM).
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Figure 17. Evaluation de l'activité fonctionnelle des composés 1, 5 et 7 sur le récepteur
de I'apeline.

Tableau 4. Activité fonctionnelle des composés 1, 5 et 7 en mesurant leur capacité a
inhiber '’AMP cyclique induite par la forskoline.

Composé Groupement en partie Inhibition AMPc,
N-terminale Cls50 (nM)
1 H- 0.30 £0.10
5 CF3(CF2)7(CH2)2CO- 1.71 £0.28
7 CH3(CH2)14CO- 3.90 £1.50

Nous pouvons alors conclure que I'introduction de la F-chalne ou de la H-chaine a
peu d’'impact sur l'affinité du peptide natif pour son récepteur et sur son activité
fonctionnelle alors qu’elles permettent d’augmenter considérablement sa stabilité

plasmatique de 4.6 min a plus de 24 h.

5. Evaluation de la cytotoxicité et de I'activité pro-inflammatoire

Dans le but d’étudier la biocompatibilité de la F-chaine, nous avons également

évalué la cytotoxicité de la fluoroapeline 5 sur des globules rouges et des macrophages.
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5.1.Evaluation de la viabilité cellulaire

Tout d’abord, un test de mesure de la viabilité cellulaire a été réalisé sur des
cellules macrophages de souris (RAW 264.7) incubées pendant 24 h en présence de
différentes concentrations en apeline native 1, fluoroapeline 5, et lipoapeline 7.
L’activité métabolique des cellules a ensuite été mesurée en les incubant 1 h en présence
d’'un sel de tétrazolium. Si les cellules sont métaboliquement actives, les enzymes
déshydrogénases présentes dans les mitochondries vont convertir le sel de trétrazolium
en cristaux de formazan dosables par spectroscopie UV-visible. Ainsi, la mesure de
I'absorbance des cristaux de formazan a 490 nm est directement proportionnelle aux

cellules métaboliquement actives et donc vivantes.

Les résultats de cette étude (Figure 18) mettent en évidence que la fluoroapeline
5, tout comme I'apeline native 1, n’induisent pas de perte de viabilité cellulaire en
dessous de 30 uM (concentration maximale évaluée). En revanche, la lipoapeline 7 est
hautement toxique pour les cellules puisque ces dernieres deviennent métaboliquement
inactives a partir de 7 uM. Ainsi, comparé a la lipoapeline, la fluoroapeline ne présente

pas de toxicité cellulaire jusqu’a 30 pM.
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Figure 18. Viabilité cellulaire aprés 24 h d’incubation des peptides 1, 5 et 7 sur des
cellules RAW 264.7.
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5.2.Evaluation de I'activité pro-inflammatoire

Afin d’évaluer l'activité pro-inflammatoire des trois composés, les surnageants
des mémes cellules RAW 264.7 (incubées pendant 24 h en présence de différentes
concentrations en apeline native 1, fluoroapeline 5, et lipoapeline 7) ont également été
caractérisés. En effet, en réponse a un agent pro-inflammatoire, les macrophages
induisent la production de TNF-alpha dans le surnageant. En mesurant la concentration
en TNF-alpha par un test ELISA, il est donc possible de comparer l'activité pro-

inflammatoire des trois composés.

Comme le montre la Figure 19, les cellules incubées en présence de 15 uM
d’apeline native 1 ou de fluoroapeline 5 n’ont pas induit la production de TNF-alpha,
mettant en évidence l'absence d’effet pro-inflammatoire a 15 pM. Au contraire, le
lipopeptide 7 présente une activité pro-inflammatoire puisque, a cette concentration, il

induit une petite production de TNF-alpha.
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Figure 19. Production de TFN-alpha aprés 24 h d’incubation des peptides 1, 5 et 7 (15
uM) sur des cellules RAW 264.7.
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5.3.Evaluation de I'activité hémolytique

Dans le but de mesurer l'activité hémolytique de l'apeline native 1, de la
fluoroapeline 5 et de la lipoapeline 7, différentes concentrations en peptide ont été
déposées sur des globules rouges de mouton et laissées 30 min a incuber. Les cellules
ont ensuite été centrifugées afin de doser I'hémoglobine libérée dans le surnageant lors
de la lyse des cellules provoquée par un détergent, le TritonX-100. Une analyse de
I'absorbance de 'hémoglobine a 550 nm nous a permis de déterminer le pourcentage
d’hémolyse en comparant les résultats avec des cellules completement lysées par le

TritonX-100.

Comme le montre la Figure 20, la fluoroapeline 5 présente une activité
hémolytique tres faible, méme a 30 pM, proche de celle mesurée pour I'apeline native 1.
Au contraire, la lipoapeline 7 commence a induire la lyse des globules rouges a partir de

7 UM jusqu’a entrainer une lyse complete des cellules a 30 uM.

Lysis (%)

Concentration (uM)

Figure 20. Activité hémolytique apres 30 min d’incubation des peptides 1, 5 et 7 sur
des cellules globules rouges.
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L’ensemble de ces résultats met en évidence une bien meilleure biocompatibilité
de la fluoroapeline 5 en comparaison avec la lipoapéline 7. En effet, en dessous de 30
uM, la fluoroapeline n’entraine pas de perte de viabilité cellulaire et ne présente
pratiquement pas d’activité hémolytique. De méme, a 15 pM, elle n’induit pas non plus
d’inflammation. L’introduction d’'une H-chaine est au contraire fortement cytotoxique.
Elle entraine la perte de viabilité cellulaire, la lyse des membranes des globules rouges,
ainsi qu’une activité pro-inflammatoire. Par conséquent, afin de minimiser les effets
toxiques lors du développement d’'un nouveau médicament, 'utilisation d’'une F-chaine
pour stabiliser un peptide thérapeutique semble plus prometteuse que la stratégie de
stabilisation existante avec les H-chaines. Apres avoir étudié I'ensemble des propriétés
pharmacologiques et toxicologiques in vitro de la fluoroapeline et démontré I'efficacité
de notre approche a augmenter la stabilité plasmatique sans induire de toxicité ou de
perte de l'activité fonctionnelle du peptide, il est important de vérifier également

'activité biologique in vivo de ce fluoropeptide.

6. Evaluation de I'activité biologique in vivo

Pour finir, I'activité biologique des peptides 1, 5 et 7 a donc été évaluée in vivo.
Comme vu précédemment, I'apeline native est connue pour agir sur la fonction
cardiovasculaire en diminuant la pression artérielle. La capacité des peptides 1,5 et 7 a
moduler la pression artérielle a donc été évaluée dans un modele de rats alertes et
normo-tendus. L’expérience a été réalisée par Adrien Flahault (College de France) en
insérant un cathéter dans la veine droite fémorale pour injecter les composer et un autre

cathéter dans 'artere droite fémorale pour enregistrer la pression artérielle moyenne.

La Figure 21 représente directement la diminution de pression artérielle
moyenne en comparaison avec le niveau basal mesuré pour des rats normo-tendus non
traités. Comme montré sur la Figure 21, I'injection intraveineuse d’apeline native 1, a
une dose de 15 nmol/kg, n'induit pas de diminution de pression artérielle. Il faut
augmenter la dose a 400 nmol/kg pour observer un effet sur la diminution de pression.
Au contraire, I'injection intraveineuse de la fluoroapeline 5 et de la lipoapeline 7 a la

dose de 15 nmol/kg diminue considérablement la pression artérielle de 59 + 3 et de 38
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*+ 2 mmHg respectivement. L’effet hypotensif est maximal 10 min apres l'injection pour
la fluoroapeline et 7.5 min apres l'injection pour la lipoapeline. En calculant I'aire sous
les courbes de réponse obtenues sur la Figure 21 entre 0 et 30 minutes (pour 1 : 1.2 *
0.4, pour 5 : 18.6 + 2 et pour 7 : 10.4 + 2 mmHg.min) nous pouvons conclure que la
fluoroapeline 5 présente un effet biologique 16 fois plus important que I'apeline native 1

et environ 2 fois plus important que la lipoapeline 7.

-20 7

-40 A
“* 1 (15 nmol)

== 1 (400 nmol)
== 5 (15 nmol)
% 7 (15 nmol)

*MABP (mmHg)

-60 T

0 10 20 30

Time (min)

Figure 21. Effet de l'injection intraveineuse des peptides 1, 5 et 7 sur la pression
artérielle de rats vigiles et normo-tendus. Représentation de la diminution de pression
artérielle (MABP) aprés une injection unique de 1 (15 et 400 nmol/kg, n = 3), 5 (15
nmol/kg, n =3) et 7 (15 nmol/kg, n = 3) chez des rats males Sprague-Dawley.

7. Conclusion et perspectives

En travaillant sur ce peptide modéle, nous avons pu mettre en évidence que
notre stratégie d’introduction d'une F-chaine permettait bien d’augmenter
considérablement la stabilité plasmatique du peptide natif de 4.6 min jusqu’a plus de 24
h avec la F-chaine CgF17. Nous avons également montré qu’en modulant la longueur de la
F-chalne il était possible de venir réguler tres finement la stabilité plasmatique du
peptide natif. De méme, il a été mis en avant que l'introduction d'une F-chaine a peu

d’impact sur I'affinité du peptide pour son récepteur ni sur son activité fonctionnelle in
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vitro et que celle-ci n’induit pas non plus de cytotoxicité ou d’activité pro-inflammatoire
jusqu’a 30 uM. L’activité biologique est, quant a elle, grandement améliorée par l'ajout
de cette F-chalne puisqu’a des doses relativement faibles nous obtenons un effet
biologique largement amplifié sur la diminution de pression artérielle par rapport au
peptide natif. Afin de mettre en avant les avantages a introduire une F-chaine par
rapport a une H-chaine, habituellement utilisée pour stabiliser les peptides, une chaine
palmitoyle a également été introduite sur I'apeline. Cette lipoapeline présente le méme
profil pharmacologique et la méme stabilité plasmatique que la fluoroapeline.
Cependant, ce lipopeptide est moins biocompatible puisqu’il induit une forte activité
hémolytique et pro-inflammatoire a partir de 7 pM. De méme, la H-chaine ne permet
pas d’améliorer l'activité biologique in vivo de maniere aussi efficace que la F-chaine.
Nous pouvons donc conclure que l'introduction d’'une F-chalne par rapport a une H-
chaine est une stratégie de stabilisation davantage biocompatible et efficace qui permet
également d’améliorer 'activité biologique du peptide in vivo. Actuellement, le potentiel
de la fluoroapeline comme éventuel candidat médicament pour le traitement de
maladies cardiovasculaires telles que l'insuffisance cardiaque est en cours d’étude dans

I’équipe de Catherine Llorens-Cortes (College de France).
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Chapitre 2

Conception de sondes fluorescentes
pour I'étude des interactions
ligand /récepteur et du trafic cellulaire

des fluoropeptides
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1. Introduction a la fluorescence : un outil pour suivre les interactions

cellulaires

Depuis quelques dizaines d’années, les sondes fluorescentes sont de plus en plus
utilisées pour étudier les procédés cellulaires.111 La détection par fluorescence présente
de nombreux avantages en comparaison avec les autres techniques d'imagerie
moléculaire existantes. En effet, cette méthode offre une excellente sensibilité
puisqu’elle permet d'imager une molécule isolée tout en présentant des temps de
réponse extrémement rapides (jusqu’'a 108 a 10-10 s), limités seulement par la vitesse
des procédés photo-physiques.l’? Les sondes fluorescence sont également une
excellente alternative aux sondes radioactives. Le caractére non-invasif et non-destructif
de cette technique lui permet d’étre compatible avec les applications biologiques et
médicales. De nos jours, cette détection par fluorescence est la technique la plus utilisée
en biologie ou biochimie pour étudier les phénomeénes cellulaires a un niveau
moléculaire ainsi qu’en imagerie biomédicale pour visualiser des tissus ou un animal
entier. La fluorescence est donc utilisée pour l'imagerie cellulaire!13, pour des essais
d'immunofluorescencell4, pour mesurer la concentration d’'une molécule a I'intérieur
d’une cellule!!s, pour étudier le repliement et la dynamique des protéines!1, ainsi que
pour le suivi les interactions biomoléculaires!1’” ou pour la détection et la quantification
des interactions ligand-récepteur. 118 119,120 De ce fait, I'intérét des ligands fluorescents
pour I'étude des RCPG a été reconnu depuis de nombreuses années.!?! Ces outils
permettent la visualisation et la localisation des RCPG sur cellules et tissus, 'étude des
changements conformationnels induits par la liaison d’un agoniste, le suivi en temps réel
et la quantification de l'interaction ligand-RCPG, ainsi que la découverte de nouveaux
ligands de RCPG. De nombreux ligands fluorescents ont ainsi été synthétisés et de
nouveaux essais analytiques adaptés a I'étude des RCPG ont été développés (ELISA,

anisotropie de fluorescence, FRET, TR-FRET).122 123, 124, 125

En vue d’étudier, in cellulo, 1a pharmacologie de la fluoroapeline ainsi que sa
spécificité d’interaction avec son récepteur et son trafic intracellulaire, des sondes
fluorescentes, dérivées de ce fluoropeptide, ont été développées. A ce jour, peu de
ligands fluorescents pour le récepteur de I'apeline ont été décrits et I'étude du trafic

cellulaire d’un fluoropeptide n’a encore jamais été effectuée. L’apeline-13 a été modifiée
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soit par la Fluorescéine!?¢ soit par la Lissamine Rhodamine B (LRB)78, mais les ligands
résultants présentent une diminution significative de I'affinité pour le récepteur. Nous
avons donc envisagé l'introduction d'un fluorophore dérivé d’'une cyanine 5, le DY647,
qui absorbe et émet en fluorescence dans le rouge lointain, afin de s’affranchir des
phénomenes de photo-dommages cellulaires et de contamination due a l'auto-
fluorescence des cellules qu'on rencontre avec des sondes excitables dans les régions

bleue ou verte.127, 128

2. Conception, synthese et évaluation de sondes fluorescentes DY647

dérivées de I'apeline, de la fluoroapeline et de la lipoapeline

2.1.Conception et synthese

Afin d’étudier, in vitro, la spécificité d’interaction de la fluoroapeline 5 avec son
récepteur ainsi que son trafic intracellulaire, nous avons tout d’abord choisi d’introduire
le fluorophore DY647 sur ce peptide. Ce fluorophore a été sélectionné car il présente
une excellente brillance (coefficient d’extinction molaire de 250 000 M-1.cm-1) et qu'’il est
excitable dans le rouge lointain (647 nm), une zone d’excitation idéale pour des études
sur cellules puisqu’elle permet de s’affranchir de I'auto-fluorescence cellulaire et de
limiter également les dommages cellulaires.127. 128 De plus, son excitation ne se recoupe
pas avec I"émission de la protéine fluorescente verte (GFP) ce qui permet 'utilisation de
cellules dont les récepteurs AP] sont fusionnés a la GFP. Ce nouvel outil fluorescent
devrait nous permettre de suivre, de maniere tres fine, les interactions spécifiques et
non-spécifiques de la fluoroapeline avec son récepteur ainsi que sa capacité

d’internalisation.

Nous avons choisi d’introduire le fluorophore DY647 sur la lysine se situant en
partie N-terminale de I'apeline-17 en nous basant sur les études des relations structure-
activité et de modélisation moléculaire précédemment décrites.19 En effet, comme vu
précédemment, ces études mettent en évidence que I'acide aminé Phel” interagit avec le
fond de la cavité du récepteur par des interactions de type m-m et que I'Arg®, I'Arg8 et la

Lys!? interagissent a I’entrée du site de liaison par interactions électrostatiques. Il est
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donc primordial de ne pas toucher a toute cette partie de la séquence du peptide qui se
situe dans la cavité du récepteur afin de ne pas perdre I'affinité du peptide pour son

récepteur.

Comme l'apeline-17 comporte deux lysines dans sa séquence peptidique, il était
important de venir introduire le fluorophore uniquement sur la lysine terminale sans
modifier la Lys!2. Pour cela, nous avons remplacé la lysine N-terminale par une lysine
que nous avions préalablement modifiée par une fonction hydrazine (Schéma 5). Cette
modification chimique permet d’abaisser le pKa de la lysine N-terminale de 10 a 6. Ainsi,
en travaillant a pH 5.2, la Lys'2 sera protégée par protonation (pK, = 10) et I'introduction
du fluorophore DY647 se fera donc préférentiellement sur la fonction hydrozino de la

lysine N-terminale (pK, = 6).12

(0] +
0 o © NHa Tampon o 4 0 NH,*
N f N,N\)Mxxxxxxx JU N XXXXXXX
DY647 o 2 DYe647 N
0 0 | :
Acylation (0]

X : acides aminés

Schéma 5. Stratégie générale pour la synthese de sondes fluorescentes par acylation
chimiosélective d’hydrazinopeptides.

Pour effectuer la synthese de cette fluoroapeline fluorescente, nous avons tout
d’abord couplé les 16 premiers acides aminés de l'apeline-17 sur support solide en
suivant une approche Fmoc/tBu. Aprés élongation du peptide sur une résine de Wang
en utilisant un  synthétiseur = automatique, la= Fmoc-L-Lys(N,N,N’-
tris(Boc)hydrazinoacetyl)-OH (Fmoc-L-Lys((Boc)3aza-Gly)-OH) a été introduite
manuellement sur support solide suivie de la F-chalne activée sous forme d’ester, en
utilisant comme agents de couplage HBTU, HOBt et DIEA dans DMF (Schéma 6). Les
peptides ont ensuite été déprotégés et coupés de leur résine suite a un traitement par
une solution de TFA. Une étape de purification par CLHP préparative a permis d’isoler la
fluoro-hydrazino-apeline 13 avec un rendement de 16% (37 étapes) et une tres bonne

pureté (> 95%). En tant que contrdle et référence, les hydrazino-peptides dérivés de
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I'apeline acétylée 12 (rendement de 23% - 35 étapes), et de la lipoapeline 14
(rendement de 17% - 35 étapes) ont également été synthétisés en suivant la méme
approche. L'identité des peptides a été confirmée par analyse CLHP et analyse de masse

a basse résolution (Tableau 5).

i
Déprotections et (F'beN NH Pbf) @5‘ o)\ f
(Boc)HN

couplages successifs N
. 5 ) gt

H y N
N\Fmoc /dN\)J\ /6'; 2 tBN\)&\N Q
G § “Chon
Résine
NH

(Pbf)HN

Wang-Phe o

1) Couplage :
Fmoc-L-Lys((Boc)3aza-Gly)-OH,
HOBt, HBTU, DIEA, DMF

2) Déprotection : pipéridine 20% (DMF)
3) Couplage : R-COOH

4) Clivage avec TFA et purification
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14 CH3(CH2)14-

Schéma 6. Synthése des dérivés hydrazino de I'apeline (12), de la fluoroapeline (13), et
de la lipoapeline (14).
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Tableau 5. Caractérisation chimique des dérivés hydrazino de I'apeline.

Masse
Masse CLHP Rendement
Composé observée
théorique tr (min) (%)

(SMBR)

12 2252.2 2252.2 6.94 23

13 2684.2 2684.2 10.19 16

14 2448.4 2448.4 11.17 17

En raison du colit et de la sensibilit¢ chimique du fluorophore DY647 aux
conditions acides, nous avons choisi de ne pas l'introduire sur support solide puisque
cette technique nécessite l'utilisation d'un large exces de réactif et d’'un traitement final
en condition acide pour séparer le peptide de la résine. De ce fait, les hydrazino-peptides
12, 13 et 14 ont été ensuite engagés dans l'acylation chimio-sélective en solution du
fluorophore DY647 activé par un ester de N-hydroxysuccinimide (DY647-NHS) (Schéma
7). En réalisant la réaction a pH 5.2 pendant 1 h, l'acylation sélective totale de
I'hydrazine par le fluorophore DY647-NHS a pu étre réalisée. Une étape de purification
par CLHP préparative a permis d’isoler la fluoroapeline fluorescente 16 avec un
rendement de 80% et une tres bonne pureté (> 95%). En tant que controle et référence,
I'apeline fluorescente 15 (rendement de 82%), et la lipoapeline fluorescente 17
(rendement de 92%) ont également été synthétisées en suivant la méme approche.
L’identité des peptides a été confirmée par analyse CLHP et analyse de masse a haute

résolution (Tableau 6).
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Schéma 7. Synthese des dérivés fluorescents DY647 de l'apeline (15), de la

fluoroapeline (16), et de la lipoapeline (17).

Tableau 6. Caractérisation chimique des dérivés fluorescents DY647 de I'apeline.

Masse
Masse CLHP Rendement
Composé observée
théorique tr (min) (%)
(SMHR)
15 2919.4611 2919.4613 8.31 82
16 3351.4418 3351.4385 10.77 80
17 3115.6802 3115.6812 11.57 92
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2.2.Evaluation pharmacologique

Afin de valider ces nouveaux outils fluorescents et confirmer leur utilisation pour
le suivi des interactions ligand/récepteur sur cellules, nous avons voulu vérifier si leur
affinité pour le récepteur de l'apeline n’était pas modifiée suite a l'introduction du
fluorophore. Cette expérience, effectuée par Xavier Iturrioz (College de France), a été
réalisée comme précédemment décrit par un test de compétition de liaison sur des
membranes de cellules CHO qui expriment le récepteur humain de I'apeline, utilisant
[125]]-apeline-13 comme radioligand. Ainsi, nous avons pu mettre en évidence que
I'introduction du fluorophore DY647 a un impact treés limité sur l'affinité du peptide
pour son récepteur (Figure 22 et Tableau 7) puisqu’on conserve toujours des affinités
sub-nanomolaires pour I'apeline 15 (K; = 0.16 * 0.03 nM), la fluoroapeline 16 (K; = 0.45
*+ 0.03 nM) et la lipoapeline 17 (Ki = 0.31 * 0.11 nM). Le fluoroapeline 16 représente
donc la premiere sonde fluorescente dans le rouge lointain, stables, et d’affinité sub-

nanomolaire pour le récepteur de I'apeline.
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Figure 22. Evaluation de l'affinité des composés 15, 16 et 17 pour le récepteur de
'apeline.
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Tableau 7. Affinité des composés 1, 15, 16 et 17 pour le récepteur de I'apeline.

Composé Groupement en partie N- Affinité pour le récepteur
terminale de I'apeline, K; (nM)
1 H- 0.06 +0.01
15 CH3CO- 0.16 £ 0.03
16 CF3(CF2)7(CH2)2CO- 0.45+0.03
17 CH3(CH2)14CO- 0.31+0.11

2.3. Caractérisation spectacles des sondes

Nous avons évalué les propriétés spectrales de notre sonde fluoroapeline 16 afin
de confirmer que l'intruduction du fluorophore DY647 sur un peptide n’impact pas ses
propriétés d’absorption et d’émission de fluorescence. Le fournisseur Dyomics GmbH
indique que, dans I'’éthanol, le DY647 possede un maximum de fluorescence a 653 nm et
une émission de fluorescence maximale a 672 nm. Comme nous pouvons le voir sur la
Figure 23, nous retrouvons exactement les mémes valeurs pour la sonde fluoroapeline
fluorescente 16. Nous confirmons ainsi que l'introduction du DY647 sur I'apeline ne

modifie pas ses propriétés spectrales.
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Figure 23. Caractérisation spectrale de la sonde fluoroapeline 16 dans le solvant
éthanol.
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2.4.Evaluation in cellulo

2.4.1. Etude des interactions avec les membranes cellulaires

Afin d’étudier I'impact de l'introduction d’une F-chalne ou H-chalne sur les
interactions du peptide avec les membranes cellulaires, 50 nM des trois peptides
fluorescents 15, 16 et 17 ont été déposés sur des cellules HEK293 et le noyau des
cellules a été marqué par le colorant Hoechst (en bleu). . Aprés incubation pendant 5
min et/ou 1 h a température ambiante, des images des cellules ont ensuite été réalisées
par microscopie confocale suivant deux canaux: un canal pour le colorant Hoechst
(excitation: 405 nm; émission: 415 a 490 nm) et un canal pour la sonde DY647
(excitation: 635 nm; émission: 645 a 750 nm). Comme le montre la Figure 24a,
I'apeline ne présente aucune interaction non-spécifique avec les membranes. De fagon
similaire, nous pouvons voir sur la Figure 24b que la fluoroapeline se lie faiblement aux
membranes cellulaires mais l'intensité de fluorescence est bien moins élevée que celle
obtenue avec le lipopeptide (Figure 24c) qui semblent induire beaucoup plus
d’interactions non-spécifiques. Nous pouvons également observer sur la Figure 24d
qu’'au bout d’une heure, a température ambiante, des vésicules intra-cytoplasmiques
apparaissent montrant que le lipopeptide a pénétré dans la cellule de maniere

indépendante a la liaison a son récepteur.

. !
Figure 24. Evaluation des sondes fluorescentes DY647 dérivées de l'apeline 15, de la
fluoroapeline 15 et de la lipoapeline 17 par imagerie confocale sur des cellules HEK293
qui ne surexpriment pas le récepteur de I'apeline et dont le noyau est marqué avec un
colorant Hoechst (en bleu). Les interactions non-specifiques avec les membranes sont
visibles (en rouge) aprés 5 min d’'incubation des cellules a température ambiante en

présence de 50 nM de peptides 15 (a), 16 (b) et 17 (c). Le lipopeptide 17 a également
été observé apres une incubation de 60 min a température ambiante (d).
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Afin de quantifier précisément la différence d’interactions non-spécifiques avec
les membranes entre la fluoroapeline et la lipoapeline, une étude supplémentaire a été
réalisée par mesure de cytométrie en flux. Cette technique permet de mesurer une par
une la fluorescence globale des cellules. 100 nM des trois peptides fluorescents 15, 16 et
17 ont alors été déposés sur les cellules HEK293. La fluorescence des cellules a ensuite
été évaluée au cytometre en flux, nous permettant de tracer l'intensité de fluorescence
moyenne (MFI) pour chacun des trois peptides. Comme nous pouvons le voir sur la
Figure 25, la lipoapeline 17 présente un signal 5 fois supérieur a la fluoroapeline 16.
Cette mesure confirme que le lipopeptide interagit bien plus fortement avec les

membranes cellulaires que le fluoropeptide.
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Figure 25. Evaluation des sondes fluorescentes DY647 dérivées de l'apeline 15, de la
fluoroapeline 16 et de la lipoapeline 17 par cytométrie en flux. Les interactions non-
spécifiques avec les membranes ont été quantifiées sur les cellules HEK293 qui ne
surexpriment pas le récepteur de l'apeline. Les profils de fluorescence ont été traduits
en présentant les intensités moyennes de fluorescence (MFI) pour chacun des composés.

Cette forte interaction avec les membranes et cette capacité a internaliser
indépendamment du récepteur pourrait potentiellement expliquer la forte activité
hémolytique et la toxicité cellulaire que nous avons précédemment mesurées pour le
lipopeptide. En se liant aux membranes, le lipopeptide pourrait entrainer des
déstabilisations membranaires, voire la lyse des cellules. Cette augmentation des
interactions non-spécifiques du lipopeptide en comparaison du fluoropeptide pourrait

également expliquer la plus faible activité in vivo du lipopeptide.
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2.4.2. Etude de la spécificité d’interaction des peptides pour le
récepteur de l'apeline

Afin d’évaluer la liaison spécifique de la fluoroapeline a son récepteur, nous
avons réalisé une expérience de compétition sur des cellules HEK293 surexprimant le
récepteur de I'apeline auquel est fusionné une GFP (GFP-AP]J-HEK293). Un exces (20
équiv.) d’apeline-17 non fluorescente 1 a été ajouté sur les cellules en compétition avec
les sondes 15, 16 et 17 (50 nM). Apres 5 min d’incubation a température ambiante, les
cellules ont été imagées par microscopie confocale suivant deux canaux : un canal pour
la GFP (excitation : 488 nm ; émission : 500 a 580 nm) et un canal pour la sonde DY647
(excitation: 635 nm; émission: 645 a 750 nm). Les images des Figures 26a et 26b
montrent que la fluoroapeline 16 présente une excellente spécificité, tout comme
I'apeline 15 puisqu’apres saturation des récepteurs par le compétiteur, le signal de
fluorescence des peptides disparait. Au contraire, aprés avoir réalisé la compétition,
nous pouvons observer une fluorescence membranaire résiduelle pour la lipoapeline
(Figure 26c¢). Cette fluorescence résiduelle est due aux fortes interactions membranaires
induites par la présence de la H-chaine. Ainsi, ces expériences de compétition mettent en
évidence que l'introduction d'une H-chaine entraine une diminution de la spécificité du
peptide pour son récepteur contrairement a lI'introduction de la F-chaine qui permet de

conserver une excellente spécificité de liaison.

Figure 26. Evaluation des sondes fluorescentes DY647 dérivées de I'apeline 15 (a), de la
fluoroapeline 16 (b) et de la lipoapeline 17 (c) par imagerie confocale sur des cellules
GFP-APJ-HEK293, avec ou sans addition d’'un exces d’apeline-17 native 1 (20 équiv.).
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2.4.3. Etude de I'effet agoniste de la fluoroapeline

L’apeline est un agoniste au regard de 'internalisation du récepteur. En effet, en
se liant au récepteur, elle provoque son internalisation. Dans le but d’évaluer si
I'introduction de la F-chaine pourrait impacter cette capacité du peptide a faire
internaliser son récepteur, une derniere expérience de suivi de l'internalisation du
récepteur a été réalisée. Pour cela, 50 nM de fluoropeptide 16 ont été déposés sur les
cellules GFP-APJ-HEK293. Les cellules ont ensuite été imagées par microscopie
confocale aprés 5 min et 20 min d’incubation a température ambiante. Nous pouvons
observer sur la Figure 27 qu’aprés 20 min d’incubation le récepteur de 'apeline (canal
GFP) et le fluoropeptide (canal DY647) sont internalisés et que le fluoropeptide
colocalise bien avec son récepteur puisque les deux images sont superposables. Ainsi,
I'introduction d’'une F-chaine ne modifie pas la propriété du peptide apeline-17 a
provoquer l'internalisation de son récepteur. La fluoroapeline est donc bien un agoniste

au regard de l'internalisation de son récepteur.
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Figure 27. Evaluation du caractére agoniste de la fluoroapeline marquée par une sonde
fluorescente DY647 (16) par imagerie confocale sur des cellules GFP-AP]-HEK293, apres
5 et 20 min d’incubation.
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3. Conclusion et perspectives

Cette étude nous a permis de concervoir les premieres sondes fluorescentes dans
le rouge lointain, stables, et d’affinité sub-nanomolaire pour le récepteur de I'apeline. En
synthétisant les dérivés fluorescents de la fluoroapeline et de la lipoapeline, nous avons
pu mettre en évidence, in cellulo, que l'introduction d’'une F-chaine permettait une
meilleure spécificité de la sonde pour le récepteur par rapport a la lipoapeline. Nous
avons également montré que l'introduction du fluorophore DY647 n’empechait pas
I'apeline de conserver son affinité pour son récepteur (diminution de l'affinité d’un
facteur 7.5) ainsi que son caractere agoniste au regard de I'internalisation du récepteur.
Nous envisageons maintenant lintroduction d'un acide aminé fluorogene et
solvatochrome directement dans la séquence peptidique de 'apeline-17 afin d’étre au
plus proche de la structure de nos fluoropeptides et pouvoir suivre ainsi, de maniere
trés fine, leur interaction avec les membranes cellulaires, les récepteurs et le trafic
intracellulaire. En effet, cette sonde fluorogene et solvatochrome présenterait la
particularité de voir son intensité de fluorescence ainsi que son maximum d’émission
décalés en réponse a un changement d’environnement. Ces propriétés spectrales
pourraient nous permettre de suivre tres précisément le devenir du peptide au sein de
la cellule, ainsi que de pouvoir discriminer, en deux couleurs différentes sur la méme
image, les peptides liés de maniere spécifique aux récepteurs de ceux liés de maniere

non-spécifique aux membranes biologiques.
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Chapitre 3

Compréhension du mécanisme de
stabilisation plasmatique des

fluoropeptides
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1. Compréhension du mécanisme de stabilisation des fluoropeptides

Notre stratégie de départ pour améliorer la stabilité des peptides natifs était
d’'introduire une F-chaine pour forcer les fluoropeptides a s’auto-organiser en micelles,
leur permettant ainsi d’étre protégés des dégradations enzymatiques tout en conservant
leur capacité a interagir avec leur récepteur et remplir leur fonction biologique (Figure
28). En effet, comme reporté dans la littérature, en raison de leur fort caractere a la fois
hydrophobe et lipophobe ces F-chalnes, introduites sur des fonctions alkyles, sont
connues pour s’auto-organiser efficacement en micelles, en solution aqueuse.5% 51 52 En
transposant le concept a des peptides, nous espérions conserver ces propriétés physico-
chimiques d’auto-assemblage pour obtenir ainsi des fluoropeptides présentant des
organisations fortes mais réversibles. Par conséquent, apres avoir confirmé que
I'introduction d’une F-chaine permettait d’augmenter considérablement la stabilité
plasmatique du peptide natif, nous voulons maintenant évaluer le mécanisme de
stabilisation et, dans ce sens, étudier la capacité de ces fluoroapelines a s’auto-organiser

en micelles en solution aqueuse.
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Figure 28. Nouvelle stratégie de stabilisation des peptides : introduction d’'une F-chaine
pour forcer le peptide a s’auto-organiser en micelles de maniere réversible.

2. Evaluation de I'organisation physico-chimique de la fluoroapeline

Afin d’étudier notre hypothése de départ d’auto-organisation des fluoropeptides,
nous avons tout d’abord évalué la concentration a partir de laquelle nous aurions une
formation éventuelle de micelles. Cette concentration d’agrégation critique (CAC) a été
déterminée en utilisant une sonde fluorescente solvatochrome sensibles a

I’environnement : le Nile Red.
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Le fluorophore Nile Red est connu comme étant un excellent senseur
d’organisation physico-chimique.130. 131, 132, 133 Ep effet, ce fluorophore présente un
comportement solvatochrome dépendant de la polarité du milieu dans lequel il se
trouve.13* En milieu organique et apolaire, le Nile Red présente une tres grande
solubilité et des rendements quantiques tres élevés (> 90% dans le dioxane). Lorsque la
polarité du solvant diminue, 'émission de sa fluorescence est déplacée vers les
longueurs d’onde plus faibles. En milieu aqueux, le Nile Red devient trés faiblement
fluorescent (rendement quantique de 5% en tampon phosphate 20 mM, pH 7.4). Une
fois dispersées dans des organisations supramoléculaires, les molécules de Nile-Red
s'inserent dans une cavité hydrophobe et se mettent a fluorescer a nouveau. Ainsi, en
faisant varier la concentration en fluoropeptides et en mesurant l'intensité de
fluorescence des molécules de Nile Red nous pouvons corréler l'apparition de
fluorescence a une organisation supramoléculaire (Figure 29). Cette méthode permet de
déterminer des valeurs de CAC directement a partir de la fluoroapeline 5 qui a été
utilisée lors de I’évaluation de la stabilité plasmatique. Les CAC de I'apeline native 1 et

de la lipoapeline 7 ont également été évaluées en tant que contrdle et référence.
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Figure 29. Evaluation de I'organisation en utilisant le fluorophore Nile Red.

Afin d’étudier la capacité de la fluoroapeline a s’auto-organiser en milieux aqueux,
nous avons choisi d’évaluer différents milieux aqueux afin de voir si la concentration en
sels pourrait avoir un impact sur l'organisation supra-moléculaire. Nous nous sommes
alors intéressés a trois types de milieux aqueux, correspondant aux milieux utilisés pour
les tests biologiques, in vitro et in vivo a savoir : eau milliQ, tampon PBS (8 g/L NacCl, 0.2
g/L KCl, 1.44 g/L NazHPOg4, 0.24 g/L KH2PO4) et NaCl 0.9%. Afin de déterminer les CAC,
différentes concentrations en peptides 1, 5 et 7 ont été évaluées allant de 0.001 a 500
UM pour une concentration fixe en Nile Red (30 uM). L’intensité de fluorescence des

molécules de Nile Red a été mesurée par spectroscopie UV-visible en excitant le Nile Red
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a 530 nm et en mesurant son émission a 615 nm. Ainsi, les CAC ont été déterminées en
mesurant la concentration qui correspond au point d’inflexion des courbes d’intensité

de fluorescence.

Dans '’eau milliQ, aucun changement de fluorescence n’a été observé jusqu’a 500
uM, indiquant une absence d’organisation de nos peptides dans ce milieu. En revanche,
comme le montre la Figure 30, dans le tampon PBS l'intensité de fluorescence des
molécules de Nile Red augmente en fonction de la concentration en fluoroapeline 5 et
lipoapeline 7 ajoutée, alors qu’elle reste faible et stable pour 'apeline native 1. Ainsi, en
déterminant la concentration qui correspond au point d’'inflexion des courbes, nous
pouvons conclure que la fluoroapeline 5 et la lipoapeline 7 sont capables de s’auto-
organiser pour des concentrations supérieures a 80 uM dans le tampon PBS (Tableau 8).
Par ailleurs, nous pouvons observer, sur la Figure 30, que l'intensité de fluorescence du
Nile Red est plus importante dans les organisations lipopeptides par rapport aux
fluoropeptides. Cet effet peut s’expliquer par le caractere a la fois hydrophobe et
lipophobe des F-chalnes, présentant certainement un environnement moins favorable
pour les molécules de Nile Red. Des résultats identiques ont été obtenus dans NaCl 0.9%

(Tableau 8) avec des CAC se situant de nouveau a 80 pM.
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Figure 30. Evaluation de l'auto-organisation des composés apeline native 1,
fluoroapeline 5 et lipoapeline 7 dans le tampon PBS en utilisant le Nile Red comme
senseur d’organisation moléculaire.

Etant donné que la fluoro- et lipoapeline présentent sept charges positives il n’est
pas surprenant que ces peptides soient parfaitement solubles dans I’eau. En revanche, il
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est connu qu’en présence de sels la solvatation du composé diminue et donc conduit a
une organisation des molécules pour minimiser I'état d’énergie libre des peptides.!3> En
effet, les composés ioniques présents dans les milieux salins PBS ou NaCl 0.9%, peuvent
capturer les molécules d’eau par solvatation entrainant ainsi une diminution des liaisons
hydrogéne entre le peptide et le solvant aqueux. De plus, nous avons pu mettre en
évidence que la présence d’'une chaine hydrophobe, F-chaine ou H-chaine, est clairement
nécessaire pour entralner une organisation du peptide en milieu salin. Ce phénomeéne
est semblable a ce qui est décrit dans la littérature pour les peptides amphiphiles ou il a
été montré que la présence d’'une H-chaine hydrophobe est nécessaire pour forcer un

peptide a s’auto-organiser.13¢

Tableau 8. Propriétés physico-chimiques des composés 1, 5 et 7.

Composé Solubilité 2 CAC (uM)
(mM) PBS NaCl 0.9%
1 >1 > 500 > 500
>1 80 80
7 >1 80 80

aMesurée a pH 7.4 dans un tampon PBS

Afin d’étudier plus en détail I'organisation de nos peptides nous avons également
évalué la taille et 'homogénéité des organisations par mesure de diffusion dynamique
de la lumiere (DLS). Nous confirmons ainsi l'obtention d’organisations homogenes
(indice de polydispersité < 0.3), de diametre 100 nm et réversibles puisque lorsque 'on
dilue la solution de fluoroapeline a 10 uM, nous perdons le pic d’organisation micellaire
a 100 nm. En raison du caractere réversible de I'organisation, de la taille de 100 nm et de
I’'homogénétité de I'organisation, nous pouvons supposer qu'’il s’agit trés probablement

de structures organisées en micelles.137

La force ionique du plasma étant comparables a ceux des milieux salins PBS ou
NaCl 0.9% utilisés, nous pouvons supposer que la CAC dans le plasma sera
potentiellement assez proche de celle mesurée dans ces milieux. De ce fait, nous
pouvons conclure que notre hypothese de départ d’organisation en micelles ne permet

probablement pas d’expliquer les excellentes stabilités plasmatiques mesurées
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précédemment. En effet, les mesures de stabilité plasmatique de la fluoroapeline ont été
effectuées a 5 pM, une concentration bien inférieure aux CAC mesurées dans les
tampons. En revanche, cette auto-organisation confére aux peptides une excellente
solubilité en solution aqueuse (> 1 mM dans le PBS) malgré I'ajout d'une F-chaine ou H-

chaine hydrophobe.

En prenant en compte I'ensemble de ces résultats, nous pouvons conclure que
I'introduction d’'une F-chaine ou d’'une H-chaine entraine bien une auto-organisation
réversible de l'apeline-17 mais que les CAC mesurées restent trop élevées pour
expliquer les fortes stabilités plasmatiques mesurées en présence de seulement 5 pM de
peptides. Pour expliquer le mécanisme de stabilisation, nous nous sommes donc tournés
vers une nouvelle hypotheése. Il est connu que les lipopeptides, tel que le liraglutide, sont
trés probablement protégés des dégradations enzymatiques grace a leur importante
affinité de liaison pour les protéines plasmatiques telles que l'albumine.l38 Ce
mécanisme de liaison a l'albumine est également reporté pour de nombreux
médicaments pour lesquels I'albumine est utilisé en tant que transporteur, permettant
d’augmenter leur temps de résidence dans le sang.3% 139 De plus, il est également connu
que les F-chaines sont capables de se lier a 'albumine avec de bonnes affinités.140. 141 De
ce fait, nous avons ensuite voulu vérifier si I'introduction d’'une F-chaine sur un peptide
permettait au fluoropeptide de se lier, lui aussi, a I'albumine plasmatique, pouvant ainsi

expliquer le mécanisme d’augmentation de stabilité de la fluoroapeline (Figure 31).
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Figure 31. Mécanisme hypothétique de 'augmentation de stabilité plasmatique de la
fluoroapeline par liaison aux protéines circulantes.
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3. Evaluation de la liaison de la fluoroapeline aux protéines plasmatiques

L’albumine est de loin la protéine la plus abondante du plasma puisqu’elle se
retrouve a des concentrations allant de 35 a 50 mg/mL et représente plus de 50% des
protéines plasmatiques. De plus, il est connu que, dans le plasma, les médicaments
peuvent se lier a de nombreux composants sanguins tels que l’albumine, les
glycoprotéines, les lipoprotéines et les immunoglobines. Cependant, en raison du large
exces et de la petite taille de 'albumine, cette protéine est significativement la plus
impliquée.1#2 Ainsi, nous avons voulu dans un premier temps évaluer I'affinité de liaison

de nos composés pour 'albumine, la protéine plasmatique majoritaire dans le plasma.

Afin d’évaluer ces affinités de liaison pour I'albumine, nous nous sommes tournés
vers une technique de mesure de l'anisotropie de fluorescence.l43 Cette technique
permet de mesurer la diffusion rotationnelle d'une molécule fluorescente. Par
conséquent, quand une molécule fluorescente se lie a une autre molécule cible, le
complexe résultant aura une diffusion rotationnelle plus faible et donc une plus grande
anisotropie de fluorescence (Figure 32). Cette technique permet l'utilisation d’une tres
faible quantité de ligand fluorescent car la titration s’effectue en faisant varier la
molécule cible non fluorescente. On obtient ainsi I'affinité de la molécule fluorescente
pour la molécule cible. Nous avons donc utilisés les peptides fluorescents 15, 16 et 17
précédemment synthétisés pour évaluer, par anisotropie de fluorescence, la liaison a

I'albumine de différentes especes (bovine, de souris, de rat et humaine).

|
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Figure 32. Principe de 'essai de la mesure de l'affinité de liaison des fluoropeptides a
I'albumine par anisotropie de fluorescence.

80



3.1. Affinité de liaison a I'albumine en milieu aqueux

Tout d’abord, nous avons voulu évaluer l'affinité directe des peptides pour
I'albumine dans un tampon Hepes utilisé classiquement sur la plateforme PCBIS
(Illkirch) pour les mesures d’anisotropie (50 mM Hepes, 150 mM KCl, 0.2% Pluronic F-
127, pH 7.5). Les mesures ont été réalisées en utilisant une concentration fixe en
peptides fluorescents 15, 16 et 17 (0.25uM) et en faisant varier la concentration en
albumine afin de déterminer des constantes d’affinité pour cette protéine. Comme le
montre la Figure 33 et le Tableau 9, la fluoroapeline 16 et la lipoapeline 17 présentent
une bien meilleure affinité (Kq) pour I'albumine de souris contrairement a l'apeline 15
(Ka 15 > 100 pM; Kq 16 = 0.89 + 0.10 uM; Kq 17 = 0.66 = 0.11 uM). Puisque I'apeline
native ne se lie pas a I'albumine de souris contrairement a la fluoroapeline et a la
lipoapeline, nous pouvons supposer que c’est cette forte affinité pour I'albumine qui
permet de protéger les fluoro- et lipopeptides des dégradations enzymatiques,

expliquant ainsi les fortes stabilités obtenus dans le plasma de souris.

Dans le but de développer un nouveau médicament, il est important de montrer
que cette affinité a 'albumine reste similaire entre différentes espéces, et notamment
chez 'Homme. Afin de vérifier ceci, nous avons donc mesuré I'affinité des composés
pour I'albumine bovine, de souris, de rat et humaine. Comme le montrent les résultats de
la Figure 33 et du Tableau 9, I'apeline 15 ne se lie pas a I'albumine de ces quatre especes
pour des concentrations en protéine inférieures a 100 uM. En revanche, la fluoroapeline
16 et la lipoapeline 17 se lient a 'albumine de ces quatre especes avec des constantes de
dissociation variant seulement de 0.89 a 3.61 uM pour la fluoroapeline et de 0.52 a 0.84
UM pour la lipoapeline. Ainsi, ces résultats confirment que I'affinité des composés pour
I'albumine est similaire en fonction des différentes especes évaluées (de souris, de rat,
bovine, et humaine). Ces résultats sont donc trés encourageants pour le développement

de nouveaux agents thérapeutiques applicables chez 'Homme.
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Figure 33. Evaluation de la liaison des peptides fluorescents apeline native 15,
fluoroapeline 16 et lipoapeline 17 a I'albumine bovine (a), de souris (b), de rat (c) et
humaine (d) par mesure de I'anisotropie de fluorescence.

Tableau 9. Constantes de dissociation (K4) des peptides fluorescents apeline 15,

fluoroapeline 16 et lipoapeline 17 a I'albumine de différentes especes (bovine, de rat, de
souris, humaine).

Composé Constantes de dissociation a I'albumine (K4, pM)
Bovine Mouse Rat Human
15 >100 >100 >100 >100
16 2.90 +0.33 0.89+0.10 1.08%0.26 3.61+0.90
17 0.79 £ 0.07 0.66+0.11 052+0.05 084 =+0.11
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3.2. Affinité de la fluoroapeline pour les protéines plasmatiques

Afin de valider notre hypothese, il est également important de vérifier que nous
conservons bien l'affinité a l'albumine lorsque le peptide se trouve dans un
environnement plasmatique puisque les mesures de stabilité ont été réalisées dans du
plasma de souris ou humain. En effet, dans un environnement plasmatique, les peptides
peuvent rencontrer des compétiteurs potentiels tels que des acides gras. La présence de
ces compétiteurs pourrait entralner une diminution conséquente de l'affinité des
peptides pour I'albumine. Par conséquent, de nouvelles mesures d’anisotropie ont été
réalisées en faisant varier, cette fois-ci, le pourcentage de plasma pour une
concentration fixe en peptide. En raison du large exces et de la petite taille de I’albumine,
nous avons négligé les autres protéines plasmatiques pour pouvoir calculer les

constantes de dissociation a ’albumine.42

Comme le montre le Tableau 10, nous pouvons observer que l'affinité de la
fluoroapeline et de la lipoapeline pour I'albumine est identique en milieu tampon ou en
milieu plasmatique puisqu’on conserve des constantes de dissociation de l'ordre du
micromolaire. De méme, nous avons a nouveau montré que l'apeline native ne se lie pas
aux protéines plasmatiques pour des concentrations en albumine inférieures a 100 pM.
Les tests ont été réalisés a la fois dans du plasma de rat, de souris et humain. Ces
résultats démontrent ainsi l'efficacité de la fluoroapeline a se lier a l'albumine
plasmatique malgré la présence de compétiteurs potentiels contenus dans le sang. Nous
avons ainsi pu confirmer que la fluoroapeline et la lipoapeline se lient a I'albumine
circulante dans le sang contrairement a I'apeline. De méme, nous avons pu mettre en
évidence que la présence d’'une chaine hydrophobe semble primordiale pour permettre

cette interaction.
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Tableau 10. Constantes de dissociation (Kq) des peptides fluorescents apeline 15,
fluoroapeline 16 et lipoapeline 17 dans le plasma de différentes especes (bovine, de rat,
de souris, humaine).

Composé Constantes de dissociation dans le plasma (K4, pM)
Mouse Rat Human
15 > 100 > 100 > 100
16 1.66 + 0.25 1.51+0.47 3.16 £ 0.49
17 0.55 + 0.04 0.36 + 0.04 0.58+ 0.13

3.3. Impact de la longueur de la F-chaine sur l'affinité de liaison a

I'albumine

Pour terminer, nous avons voulu étudier I'impact de la longueur de la F-chailne
sur l'affinité a I'albumine. En effet, nous avons montré précédemment qu’en diminuant
la longueur de la F-chalne nous obtenions des stabilités plasmatiques plus faibles. Ainsi,
il est important de vérifier qu’en diminuant la longueur de la F-chaine nous diminuons
proportionnellement son affinité pour l'albumine afin de confirmer le mécanisme de
stabilisation plasmatique. Pour cela, nous avons synthétisé le dérivé fluorescent DY647
de I'apeline qui présente une F-chaine plus courte C4F9 (19). Ce composé a été préparé
comme décrit précédemment en utilisant une stratégie de synthése sur support solide
ainsi qu'une acylation chimiosélective en solution. Le dérivé 19 a ainsi été obtenu avec

un rendement isolé de 15% et une pureté CLHP > 95% (Schéma 8 et Tableau 11).
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Schéma 8. Représentation chimique de la fluoroapeline C4Fo fluorescente 19.
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Tableau 11. Caractérisation chimique de la fluoroapeline C4F9 fluorescente 19.

Masse
Masse CLHP Rendement
Composé observée
théorique tr (min) (%)
(SMHR)
19 3152.4546 3152.4736 9.36 15

L’affinité de la fluoroapeline C4F9 19 pour I'lalbumine bovine a ensuite été évaluée

en anisotropie de fluorescence. La Figure 34 et le Tableau 12 permettent de mettre en

évidence que cette fluoroapeline C4F9 19 se lie a I'albumine bovine avec une affinité 30

fois plus faible que la fluoroapeline CgF17 16 (Kq = 79.6 £ 13.9 uM vs 2.6 £ 0.19 uM). Or,

comme vu précédemment, cette fluoroapeline C4F9 présente une stabilité plasmatique

bien plus faible que la fluoroapeline CgF17 dans le plasma de souris (t1/2= 55 min vs > 24

h). Ce résultat confirme ainsi qu’en augmentant la longueur de la F-chaine, il est possible

d’augmenter l'affinité du peptide pour l'albumine ce qui justifie trés probablement

I'amélioration de la stabilité plasmatique résultante. En effet, en se liant a I'albumine

plasmatique, le peptide devrait étre protégé des dégradations enzymatiques en raison

de 'encombrement stérique.
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Figure 34. Evaluation de la liaison des peptides fluorescents apeline native 15,
fluoroapeline C4+F9 19, fluoroapeline CsF17 16, et lipoapeline 17 a I'albumine bovine par
mesure de 'anisotropie de fluorescence.
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Tableau 12. Constantes de dissociation des peptides fluorescents apeline 15,
fluoroapeline C4F9 19, fluoroapeline CgF17 16, et lipoapeline 17 a I'albumine bovine.

Constante de

Groupement en partie N- dissociation a
Composé terminale I’albumine bovine,
Ka (M)
15 CH3CO- >500
19 CF3(CF2)3(CH2)2CO- 79.6 +13.9
16 CF3(CF2)7(CH2)2CO- 2.60+0.19
17 CH3z(CH2)14CO- 0.79 £ 0.07

4. Conclusion et perspectives

Grace a ces études pour la compréhension du mécanisme de stabilisation des
fluoropeptides nous avons pu mettre en évidence que la fluoroapeline est capable de
s’auto-organiser en agrégats réversibles et de taille homogene (100 nm) dans différents
milieux aqueux (PBS et NaCl 0.9%). Nous avons également montré que la concentration
d’agrégation critique est de 80 uM. Ces CAC étant supérieures a la concentration en
peptide utilisée pour les mesures de stabilité plasmatique (5 pM), il est peu probable
que cette auto-organisation des fluoropeptides puisse expliquer le mécanisme de
stabilisation. En revanche, cette auto-organisation permet a la fluoroapeline de
conserver une trés bonne solubilité en solution aqueuse (> 1 mM dans PBS) malgré
I'ajout d'une F-chaine hydrophobe. Nous avons donc envisagé un mécanisme alternatif
de protection contre la dégradation enzymatique qui repose sur la capacité des chaines
hydrophobes a se lier aux protéines circulantes dans le plasma. En effet, il est connu que
les peptides ou autres médicaments se liant a l'albumine présentent des temps de
résidence dans le sang grandement améliorés.3> 142, 144, 145 Cette interaction avec une
grosse protéine de 66 kDa génere un encombrement stérique qui permet de limiter a la
fois la dégradation enzymatique en rendant le peptide invisible au systéme enzymatique
mais aussi la clairance rénale et hépatique. Nous avons ainsi confirmé que I'introduction
d’'une F-chalne permet d’induire une liaison de la fluoroapeline a I’albumine

contrairement au peptide non modifié. De plus, nous avons mis en évidence que cette
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affinité de la fluoroapeline pour I'albumine dépend de la longueur de la F-chalne et
correle bien avec les stabilités plasmatiques mesurées. En effet, la fluoroapeline la plus
stable (F-chaine CgF17) présente une affinité de 2.6 uM pour I'albumine bovine, alors que
la fluoroapeline la moins stable (F-chaine CsF9) présente une affinité de 79.6 uM.
L’ensemble de ces résultats nous confortent dans l'idée que c’est certainement cet
encombrement stérique induit par une liaison a I'albumine qui permet de protéger le
peptide de la protéolyse et ainsi de prolonger considérablement sa demi-vie
plasmatique a plus de 24 h. Nous tentons maintenant de co-cristalliser la fluoroapeline
5 avec I'albumine humaine afin d’identifier la nature et le nombre de sites de liaison a
I'albumine pour pouvoir ensuite optimiser notre vecteur en introduisant par exemple
entre la F-chaine et le peptide natif des acides aminés qui pourraient venir renforcer

I'interaction avec le site de liaison.
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Chapitre 4

Extension du concept a d’autres

peptides ciblant des RCPG
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1. Contexte de I'étude

Apres avoir validé l'efficacité de notre stratégie de stabilisation plasmatique avec
I'apeline-17, nous avons voulu étendre le concept a d’autres peptides ciblant des RCPG.
Nous avons donc choisi d'introduire la F-chalne sur quatre autres ligands : I'apeline-13,
I'angiotensine II, I'ocytocine et la spexine. Ces peptides ont été sélectionnés a la fois pour
leurs potentiels effets thérapeutiques prometteurs mais également car ils présentent

des structures et des propriétés physico-chimiques différentes de I'apeline-17.

2. Extension du concept a I'apeline-13

Comme vu précédemment, I'apeline-13 est un des ligands endogenes du
récepteur AP], identifié par Tatemoto en méme temps que I'apeline-36 et I'apeline-17.74
Tatemoto a également montré que l'apeline-13 possede, la plupart du temps, une
substitution par un acide aminé pyroglutaminé en partie N-terminale (pE13F). Cette
modification permet au peptide de conserver son activité biologique tout en le rendant
plus résistant aux dégradations enzymatiques. Parmi toutes les formes de l'apeline,
pE13F correspond a la séquence peptidique la plus abondante retrouvée dans le
systeme cardiovasculaire humain.1#¢ Tout comme 'apeline-17, ce peptide est lui aussi
responsable de la régulation cardio-vasculaire et représente donc une cible attrayante
pour le développement de nouvelles thérapies pour l'insuffisance cardiaque ou
I’hypertension artérielle.147- 89 73 Ces maladies sont généralement caractérisées par une
dérégulation du systéeme hormonal impliqué dans la régulation de la fonction
cardiovasculaire ou dans le maintien des équilibres hydriques. Des injections d’apeline-
13 seraient donc prometteuses pour permettre de rétablir la régulation du systeme
cardiovasculaire (Figure 35). Cependant, en raison de sa faible stabilité métabolique, il
n’est pas envisageable d’utiliser ce peptide en tant que médicament. En effet, la stabilité

plasmatique de pE13F est de 7.2 min dans le plasma de souris.109
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Figure 35. Régulation biologique de I'apeline-13 sur le systeme cardiovasculaire en
réponse a une inflammation systémique.148

En vue de développer des analogues plus stables de I'apeline-13, de nombreuses
études des relations structure-activité (Ala-scans) ou de mutagénese dirigée ont été
réalisées afin de déterminer les sites de pE13F impliqués dans l'interaction avec le
récepteur.198 149 De plus, il est connu que I'enzyme carboxypeptidase (ACE II) est
I'enzyme principalement responsable de la dégradation enzymatique de pE13F, en
clivant le peptide entre les acides aminés Prol2 et Phel3.95 En se basant sur 'ensemble de
ces observations, des études sur la stabilisation enzymatique de pE13F ont déja été
réalisées et reportées dans la littérature. Celles-ci ont permis d’évaluer 'activité et la
stabilité de nouveaux analogues présentant différentes modifications structurales telles
que la substitution de certains acides aminés de pE13F par des acides aminés de
configuration D ou non naturels, non reconnus par les enzymes101. 46, ]a cyclisation du
peptide®” et lintroduction d’une chaine PEGyléel%1 ou palmitoylée*t. Cependant,
I'ensemble de ces modifications n’a pas permis d’isoler un peptide a la fois stable et affin
pour le récepteur de 'apeline. L’analogue le plus prometteur décrit est celui comportant
une H-chaine palmitoyle en partie N-terminale.*¢ L’introduction de cette H-chalne

permet d’augmenter la stabilité plasmatique a plus de 29 h mais le peptide résultant
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présente une diminution de I'activité fonctionnelle sur cellules par rapport au peptide
natif. Par ailleurs, comme montré dans le chapitre 1, I'utilisation d’'une H-chaine induit
de la cytotoxicité et diminue la spécificité d’'interaction du peptide a son récepteur en
augmentant notamment les interactions pour les membranes biologiques. Il serait donc
intéressant d’introduire une F-chalne sur l'apeline-13 afin d’évaluer la stabilité et
'efficacité biologique du fluoropeptide résultant.Cette étude nous permettrait
également d’étudier l'efficacité de la F-chaine sur un peptide plus court et moins chargé

que I'apeline-17.

2.1.Conception et synthése des fluoropeptides

Nous avons choisi d’introduire les F-chaines en partie N-terminal de I'apeline-
13 en nous basant sur les études des relations structure-activité et de modélisation
moléculaire effectuées sur le complexe peptide-récepteur. En effet, comme vu
précédemment, ces études mettent en évidence que l'acide aminé Phel3, en partie C-
terminale, interagit avec le fond de la cavité du récepteur par des interactions m-m et que
I'’Arg?, I'Arg* et la Lys® sont engagées dans des interactions électrostatiques a I’entrée du
site de liaison (Figure 36).101. 108 [] est donc primordial de ne pas modifier cette partie du

peptide qui est impliquée dans I'interaction ligand-récepteur.

pE13F : pGlu'-Arg’-Pro-Arg’-Leu-Ser-His-Lys®-Gly-Pro-Met-Pro-Phe'*

Figure 36. Représentation tridimensionnelle de la modélisation du récepteur de
I'apeline humain complexé avec pE13F. Le récepteur de I'apeline est en orange et le
peptide pE13F est en vert. Le cercle bleu montre une vue détaillée du site de liaison de
pE13F avec des interactions entre les résidus basiques de pE13F (Arg?, Arg#, et Lys8, en
vert) et les résidus acides du récepteur de I'apeline (Asp®4, Glul74, et Asp284, en orange).
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Le cercle vert montre une vue détaillée de la cavité hydrophobe du récepteur dans
laquelle la partie C-terminale de pE13F (Phel3, en vert) interagit avec des résidus
aromatiques du récepteur (Phe2>7 et Trp2¢1, en orange).109

La fluoroapeline-13 a été synthétisée sur support solide selon une stratégie
Fmoc/tBu. Apres élongation du peptide sur une résine de Wang en utilisant un
synthétiseur automatique, la fluoro-apeline-13 a été synthétisée en introduisant
directement la F-chaine par acylation de la fonction amino N-terminale en utilisant
comme agents de couplage un mélange HBTU, HOBt et DIEA dans DMF (Schéma 9). Le
peptide a été séparé de la résine suite a un traitement par une solution de TFA. Une
étape de purification par CLHP préparative a permis d’isoler la fluoro-apeline-13 20
avec un rendement de 48% (26 étapes) ainsi qu'une tres bonne pureté (> 95%).
L’identité des peptides a été confirmée par analyse CLHP et analyse de masse a haute
résolution (Tableau 13). L’apeline-13 pyroglutaminée (pyr-apeline-13) commerciale

nous a servi de référence.

o
i ? N N B ° FRFRFRFRF Q H
an L, E oy § 3 0 < S SNS R o § 3 A0 < J
2 He NHH 7 OH_© F N - N~y %

o o
d I H u { _\Q'\w F FFFFFF o o d N n“' N { B \v
‘T'”HN/(O ﬂ &( N 1) Couplage : F-Chaine-COOH HzN’(o ﬂ Y e
HOBt, HBTU, DIEA, DMF

e 2) Clivage avec TFA et purification HaN—¢
NH & P NH 20

Schéma 9. Syntheése de la fluoroapeline-13 20.

Tableau 13. Caractérisation chimique de la fluoroapeline-13 20.

Masse Masse observée CLHP Rendement
Composé
théorique (SMHR) tr (min) (%)
20 2023.8212 2023.8275 11.05 48

94



2.2. Activité fonctionnelle et stabilité plasmatique

Afin d’évaluer I'impact de la F-chaine sur les propriétés pharmacologiques de
I'apeline-13, l'activité fonctionnelle de la fluoroapeline-13 ainsi que sa stabilité
plasmatique ont été mesurées. Pour cela, la société CEREP a évalué la capacité de la
fluoroapeline-13 a inhiber la production d’AMPc induite par la forskoline sur des
cellules CHO surexprimant le récepteur AP]. De plus, la demi-vie in vitro (ti2) des

peptides a également été mesurée dans du plasma humain a 37 °C.

Comme le montre le Tableau 14, comme c’était le cas pour la fluoroapeline-17,
I'introduction d’'une F-chaine ne modifie pratiquement pas l'activité fonctionnelle de
I'apeline-13 native et permet une augmentation considérable de la stabilité plasmatique

du peptide (t1/2 = 1241 min).

Tableau 14. Activité fonctionnelle et stabilité plasmatique des composés pyroglu-
apeline-13 et de la fluoroapeline-13 20.

Composé Inhibition AMPc, Stabilité
ClIso (nM) plasmatique, t1,2
(min)a
Pyroglu-apeline-13 24 5
20 2.7 1241

a : stabilité déterminée dans le plasma humain a 37 °C.

L’apeline-13 est un peptide plus court que son dérivé apeline-17 et il présente
seulement trois acides aminés chargés a pH 7.4, contre six pour 'apeline-17. Comme le
montre le Tableau 15, ses propriétés structurales et physico-chimiques sont donc assez
différentes de 'apeline-17 et pourtant l'introduction de la F-chaine permet a nouveau
d’améliorer considérablement la stabilité plasmatique du peptide sans modifier son
activité fonctionnelle. Cependant, afin de confirmer que la différence de stabilité
plasmatique s’explique bien, ici aussi, par une différence d’affinité de liaison pour

I'albumine, il serait intéressant de mesurer des constantes de dissociation a I’albumine.

95



Tableau 15. Caractéristiques physico-chimiques de la composition peptidique de
I'apeline 17, de la fluoroapeline-17, de la pyroglu-apeline-13 et de la fluoroapeline-13.

Nombre d’acides % acides % acides % acides % acides
Composé aminés chargésa aminés aminés aminés aminés
pH 7.4 basiques acides neutre  hydrophobes
Apeline-17 6 35 0 35 30
5 6 35 0 35 30
Pyroglu-

apeline-13 : = 0 o o
20 3 23 0 46 31

3. Extension du concept a I'angiotensine II

L’angiotensine II (Ang II) est un peptide composé de huit acides aminés et
produit a partir du substrat angiotensinogéne suite a plusieurs coupures enzymatiques
par la rénine et 'enzyme de conversion de I'angiotensine (ACE). Plus précisément, la
rénine coupe I'angiotensinogene formant ainsi I'angiotensine I (Ang I) qui a son tour est
convertie en Ang Il par I'ACE (Figure 37).150 Ainsi, I’Ang II a initialement été décrite
comme une hormone périphérique capable de réguler les effets du systéme rénine-
angiotensine (SRA) en agissant comme agoniste des récepteurs AT1 et AT2.151 ’Ang Il
circulante serait donc impliquée dans la régulation de la fonction cardiovasculaire et des
équilibres hydriques (vasoconstriction, rétention d’eau et de sodium, augmentation de
la prise d’eau).!>2 153 [’Ang Il est également produite dans le cerveau, exergant
également un effet central sur la régulation de la fonction rénale et de la pression
sanguine.l5* Par ailleurs, il a été montré qu'une augmentation d’Ang II est une des causes
principales des procédés d’inflammation induits par I'’hypertension.155 156 Le traitement
de I'hypertension s’effectue donc soit en limitant la synthese d’Ang II par
I'administration d’inhibiteurs de I'ACE, soit en bloquant l'activité du peptide par

l'utilisation d’antagonistes du récepteur AT1.157
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Figure 37. Le systeme Rénine-Angiotensine (SRA).158

L’Ang II est généralement utilisée en cas de choc septique lorsque les autres
traitements ne sont pas suffisamment efficaces pour rétablir la pression sanguine.15® En
effet, son réle important dans les phénomeénes de régulation de la pression sanguine
permet de palier aux chocs septiques qui sont associés a une hypotension artérielle et
une vasodilatation systémique persistante. Cependant, a forte dose, son important effet
vasoconstricteur peut conduire des effets secondaires dramatiques en aggravant la
perfusion tissulaire. Le développement d'une Ang II plus stable permettrait
certainement de diminuer considérablement les doses injectées pour palier a ces effets
secondaires et développer ainsi un traitement efficace contre les chocs septiques. Dans
ce sens, un dérivé cyclique a été développé, permettant d’obtenir une stabilité
plasmatique de 926 min vs 166 min pour I’Ang II native.160. 161 En introduisant une F-
chaine, nous espérons augmenter encore davantage sa stabilité plasmatique ce qui
permettrait d’évaluer l'efficacité de notre approche sur un peptide présentant une

structure peptidique différente de I'apeline-17.
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3.1.Conception et synthése des fluoropeptides

Nous avons choisi d’introduire la F-chaine en partie N-terminale de
I'angiotensine Il en nous basant sur les études des relations structure-activité qui
montrent que la partie C-terminale est primordiale pour l'affinité du peptide a son

récepteur AT1.162

Le composé fluoroangiotensine II a été synthétisé sur support solide selon une
stratégie Fmoc/tBu. Le peptide protégé a d’abord été élaboré sur une résine de Wang en
utilisant un synthétiseur automatique. La F-chalne a ensuite été introduite
manuellement sur support solide en utilisant comme agents de couplage HBTU, HOBt et
DIEA dans DMF (Schéma 10). Les peptides ont été séparés de leur résine suite a un
traitement par une solution de TFA. Une étape de purification par CLHP préparative a
permis d’isoler la fluoroangiotensine 22 avec un rendement de 47% (16 étapes) ainsi
qu’'une trés bonne pureté (> 95%). L'identité du peptide a été confirmée par analyse
CLHP et analyse de masse a haute résolution (Tableau 16). L’angiotensine II

commerciale nous a servi de référence.
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1) Couplage : F-chaine-COOH 21

HOBt, HBTU, DIEA, DMF

2) Clivage avec TFA et purification
Schéma 10. Synthése de la fluoroangiotensine 21.
Tableau 16. Caractérisation chimique de la fluoroangiotensine 21.

Masse Masse observée CLHP Rendement
Composé
théorique (SMHR) tr (min) (%)
21 1519.5258 1519.5231 12.94 47
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3.2. Activité fonctionnelle et stabilité plasmatique

Afin d’évaluer I'impact de la F-chaine sur les propriétés pharmacologiques de
I'angiotensine II, son activité fonctionnelle ainsi que sa stabilité plasmatique ont été
mesurées. Pour cela, la société CEREP a évalué la capacité de le fluoroangiotensine II a
induire la production de calcium sur des cellules HEK-293 sur-exprimant le récepteur
AT1. De plus, la demi-vie in vitro (ti/2) des peptides a également été mesurée dans du

plasma humain a 37 °C.

Comme le montre le tableau 17, I'introduction de la F-chaine sur I'angiotensine
[T entraine une diminution de I'efficacité fonctionnelle du peptide d’un facteur 33 (CEso =
460 nM vs 14 nM pour le peptide natif). En revanche, comme précédemment décrit pour
la fluoroapeline-13, la stabilité du peptide dans du plasma humain est considérablement
augmentée de 85 min a plus de 24 h grace a l'incorporation de la F-chaine. Ceci
démontre a nouveau l'effet bénéfique des F-chalnes sur I'augmentation de la stabilité
plasmatique des peptides malgré, dans ce cas, une petite baisse de l'activité
fonctionnelle. Afin de diminuer I'impact de la F-chaine sur l'activité fonctionnelle du

peptide, il serait intéressant d’introduire un espaceur entre le peptide et la F-chaine.

Tableau 17. Activité fonctionnelle et stabilité plasmatique des composés angiotensine II
et fluoroangiotensine II 21.

Composé Production Ca2*, Stabilité plasmatique,
CEso (nM) t1/2 (min)2
Angiotensine II 14 85
21 460 > 1440

a : stabilité déterminée dans le plasma humain a 37 °C.

L’angiotensine II est un peptide qui présente une séquence différente de
I'apeline-17 et de I'apeline-13. Ce peptide, composé de huit acides aminés, est nettement
plus court que les dérivés de I'apeline et contient seulement deux charges dans sa
séquence peptidique a pH 7, contre six pour I'apeline-17 (Tableau 18). Si on compare les
séquences des trois peptides fluorocarbonés (5, 20 et 21) dont la stabilité est

supérieure a 24 h, on s’apercoit qu'une arginine est toujours présente a proximité de la
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chaine, séparée par seulement un ou deux acides aminés. La présence d'un acide aminé
chargé a proximité de la F-chaine est peut-étre nécessaire pour permettre la liaison d’'un
fluoropeptide a I'albumine. Afin de vérifier cette hypothese, il serait intéressant, en
perspective, de contréler l'affinité de ces différents composés pour I'albumine, ainsi que

de substituer I'arginine par un acide aminé neutre ou hydrophobe.

Tableau 18. Caractéristiques physico-chimiques de la composition peptidique de
I'apeline 17, de la fluoroapeline-17, de I'angiotensine et de la fluoroangiotensine.

Nombre
% acides % acides % acides % acides
d’acides
Composé aminés aminés aminés aminés
aminés chargés
basiques acides neutre hydrophobes
apH7.4
Apeline-17 6 35 0 35 30
5 6 35 0 35 30
Angiotensine II 2 12.5 12.5 12.5 62.5
21 2 12.5 12.5 12.5 62.5

4. Extension du concept a 'ocytocine

L’ocytocine (OT) est une hormone neuropeptidique cyclique découverte par Dale
en 1906163 et dont la séquence primaire fut la premiere séquence a avoir été identifiée,
purifiée et synthétisée dans les années 1950 pour une hormone peptidique. Ce peptide
cyclique, composé de neuf acides aminés, est un ligand endogéne agoniste du récepteur
de I'ocytocine (OTR) dont la biosynthése s’effectue dans I'hypothalamus.1¢4 L’ocytocine
est connue pour son réle important dans la stimulation des contractions utérines et de la
lactation post-natale.l65 Ainsi, 'ocytocine est administrée sous perfusion (Pitocin®)
pour le déclenchement ou l'accélération du travail dans le cas d’'un accouchement a
terme mais également sous forme nasale (Syntocinon®) pour faciliter I'éjection du lait
pendant l'allaitement. En plus de ces fonctions physiologiques, il a été reporté que
I'ocytocine intervient dans la reproduction, la naissance, I’allaitement, ainsi que dans les
comportements maternels, sexuels et sociaux (Figure 38).166 De méme, il a récemment

été montré sur des souris que des injections d’ocytocine permettaient d’améliorer le
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comportement relationnel et la mise en confiance de ces derniers.16”7 Ces études mettent
donc en avant le potentiel thérapeutique de I'ocytocine pour le traitement de troubles

comportementaux tels que 'autisme.

formation de couple

dépendance

o comportement
addiction
maternel

sociabilisation s
agressivité/bravoure

mémoire sociale i
ocytocine anxiété Attachement

mere-enfant

Y™

confiance

agressivité dépression
stress

Attachement individu-groupe social

Figure 38. Implications de I'ocytocine dans différents phénomenes liés a la survie de
I'espéce.

Des analogues plus stables de l'ocytocine ont été développés en remplagant
I'ensemble des acides aminés de configuration L par des acides aminés de configuration
D ou en cyclisant le peptide entre les extrémités N-terminale et C-terminale.168 Cette
derniere modification a permis d’améliorer la demi-vie plasmatique a plus de 48 h
contre 11 h pour l'ocytocine native dans le plasma humain mais a conduit a une
diminution conséquente de l'affinité du peptide pour le récepteur ainsi que de son
activité fonctionnelle sur cellules. En vue de développer une molécule a la fois stable et
biologiquement efficace, l'introduction d'une F-chaine sur l'ocytocine parait
prometteuse et nous permettrait également d’évaluer I'extension de notre stratégie aux

peptides cycliques.
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4.1. Conception et synthese des fluoropeptides

Pour la synthese de la fluoroocytocine nous n’avons pas choisi d’introduire la
F-chalne en partie N-terminale car il a été reporté dans la littérature que cette partie est
primordiale pour conserver I'affinité du peptide pour son récepteur (Figure 39).169 164
Nous avons alors choisi de substituer le résidu Leu® par un résidu Lys® afin de venir
introduire la F-chaine sur la fonction epsilon-amino de la lysine. Cette substitution est
classiquement réalisée pour lintroduction de sondes fluorescentes et permet une

conservation de I'activité du peptide in vitro et in vivo.170. 171
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Figure 39. Modele schématique de l'interaction entre l'ocytocine et son récepteur
OTR.164

Le composé fluoroocytocine cyclique a été synthétisé manuellement par
Stéphanie Riché, sur support solide, selon une approche Fmoc/tBu, en partant d’'une
résine Rink-amide. Une Fmoc-L-Lys(Mmt) a été introduite en position 8 du peptide afin
de pouvoir permettre l'incorporation de la F-chalne. Le groupement Mmt de la lysine a
ensuite été déprotégé en présence d'un mélange AcOH/TFE/DCM (1/2/7). La F-chaine a
ensuite été introduite par acylation de la fonction epsilon-amino déprotégée en utilisant
comme agents de couplage HBTU, HOBt et DIEA dans DMF (Schéma 11). Pour finir, la
fonction alpha-amino du résidu cystéine a été déprotégée en utilisant un mélange
pipéridine/DMF (20/80). Enfin, les peptides ont été séparés de leur résine suite a un
traitement par une solution de TFA. Une étape de purification par CLHP préparative a
permis d’isoler la fluoroocytocine 23 avec un rendement de 8% (24 étapes) ainsi qu’une

trés bonne pureté (> 95%). L’identité du peptide a été confirmée par analyse CLHP et

102



analyse de masse a haute résolution (Tableau 19). L'ocytocine native commerciale nous

a servi de référence.
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Schéma 11. Synthése de la fluoroocytocine 22.
Tableau 19. Caractérisation chimique de la fluoroocytocine 22.
) Masse Masse observée CLHP Rendement
Composeée o
théorique (SMHR) tr (min) (%)
22 1495.4386 1495.4344 12.78 8

4.2. Activité fonctionnelle et stabilité plasmatique

Afin d’évaluer I'impact de la F-chaine sur les propriétés pharmacologiques de
'ocytocine, son activité fonctionnelle ainsi que sa stabilité plasmatique ont été mesurées.
Pour cela, la société CEREP a évalué la capacité de le fluoroocytocine a induire la
production de calcium sur des cellules ECV-304 surexprimant le récepteur OT. De plus,
la demi-vie in vitro (t1/2) des peptides a également été mesurée dans du plasma humain

a37°C.

Comme le montre le Tableau 20, I'introduction d’'une F-chaine sur l'ocytocine
induit une perte considérable de I'activité fonctionnelle du peptide (CEso = 42 nM pour
le peptide natif et tres supérieure a 100 nM pour la fluoroocytocine). Par ailleurs, la
présence de la F-chaine a, dans ce cas, peu d'impact sur la stabilité plasmatique du
peptide qui est seulement augmentée d'un facteur 1.6 (ti/2 = 147 min pour le peptide

natif vs 239 min pour la fluoroocytocine 22.
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Tableau 20. Activité fonctionnelle et stabilité plasmatique des composés ocytocine et
fluoroocytocine 22.

Composé Production CaZ?+, Stabilité
CEso (nM) plasmatique, t1,2
(min)a
Ocytocine 42 147
22 <25%a 100 nM 239

a : stabilité déterminée dans le plasma humain a 37 °C.

L’introduction d’'une F-chaine sur un peptide cyclique n’a donc pas permis
d’obtenir un peptide stable et affin qui aurait pu potentiellement étre utilisable pour le
traitement de troubles comportementaux tels que l'autisme. L’ocytocine étant un
peptide déja tres contraint stériquement par la présence de son cycle, I'ajout d’'une F-
chaine entraine une géne stérique qui rend difficile la liaison du peptide a son récepteur
ou a I'albumine circulante. De plus, comme le montre le Tableau 21, les caractéristiques
physico-chimiques de l'ocytocine sont tres différentes de l’apeline-17. 1l serait donc
intéressant de rajouter un espaceur, entre la F-chaine et le peptide natif, afin de
développer un nouvel analogue qui conserverait peut-étre l'affinité pour son récepteur

tout en permettant a la F-chaine d’accéder a un site de liaison a I'albumine.

Tableau 21. Caractéristiques physico-chimiques de la composition peptidique de
I'apeline 17, de la fluoroapeline-17, de I'ocytocine et de la fluoroocytocine.

Nombre d’acides % acides % acides % acides % acides
Composé aminés chargés aminés aminés aminés aminés
apH74 basiques acides neutre hydrophobes
Apeline-17 6 35 0 35 30
5 6 35 0 35 30
Ocytocine 1 11 0 44.5 44.5
22 0 0 0 55.5 44.5

5. Extension du concept a la spexine
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Le neuropeptide Q, appelé également spexine, est une hormone de quatorze
acides aminés découverte récemment par Mirabeau par analyses bio-informatiques.172
Depuis, il a été reporté I'expression de la spexine, de type ARNm ou protéines, a la fois
dans le cerveau ainsi que dans les tissus périphériques humains, de souris, de rats et de
poissons rouges.173 174 Des études de biodistribution dans les tissus ont montré que la
spexine est largement exprimée dans la peau, le systéme nerveuy, le systeme digestif, le
systéme endocrinien, le systéme reproductif, le systéme urinaire et le systeme digestif,
suggérant de nombreuses fonctions physiologiques possibles pour ce peptide (Figure
40).175 Dans ce sens, des études sur souris ont mis en évidence la capacité de la spexine a
moduler la fonction cardiovasculaire et rénale ainsi que la nociception.17>. Ce peptide est
également impliqué dans la régulation du poids en réduisant I'absorption adipocytaire

des graisses a longue chaine chez le rat et la souris.173
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Figure 40. Fonctions biologiques de la spexine identifiées suite a des études in vivo et in
vitro.176

Il a également été montré que la spexine est un ligand endogéne qui agit sur les
récepteurs galanine 2 et 3 (GALR2 et GALR3) mais pas sur le récepteur galanine 1
(GALR1).177 Les récepteurs GALR1 et GALR2 sont connus pour étre impliqués dans la
régulation de la réponse neuronale a la douleur.178 Ce peptide pourrait donc présenter
un intérét prometteur pour le développement de nouveaux médicaments analgésiques

qui ne passeraient pas par les récepteurs opioides. En effet, ces derniers sont les
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principaux responsables des nombreux effets secondaires rencontrés avec les
analgésiques actuellement sur le marché tels que la morphine: dépendance,
accoutumance, nausées, vomissements, vertiges.1’? Dans ce but, des dérivés plus stables
de la spexine native ont récemment été synthétisés (substitution des acides aminés
sensibles au clivage enzymatique, PEGylation, acétylation ou introduction d’'un
groupement Fmoc en partie N-terminale). Ces composés présentent a la fois une
stabilité plasmatique améliorée (atteignant une demi-vie de 14 h pour la Fmoc-spexine
contre 4 h pour la spexine native), tout en présentant un effet anxiolytique chez la
souris.180 L'introduction d’'une F-chalne sur ce peptide parait donc intéressante en vue
d’améliorer les dérivés existants et permettre ainsi le développement de nouveaux
médicaments aux propriétés analgésiques qui ne passeraient pas par les récepteurs

opioides.

5.1.Conception et synthése des fluoropeptides

Les études des relations structure-activité, décrites dans la littérature, ont permis
de mettre en évidences que les résidus Thr3, Tyr® et Leul? jouent un réle critique dans
'activation des récepteurs GALRZ et GALR3.180 De ce fait, il semblerait que la spexine
interagisse avec ces récepteurs par la partie centrale de sa séquence peptidique. Par
conséquence, nous avons choisi d’introduire la F-chaine a la fois en partie N-terminale
mais également du coté C-terminal. En se basant sur les résultats de stabilité
plasmatique obtenus sur les autres composés (apeline-13, apeline-17 et angiotensine II),
nous avons pu observer que la présence d'une arginine ou de charges semblait
importante pour permettre I'amélioration de la stabilité plasmatique. Par conséquent,
nous avons également voulu introduire un espaceur chargé positivement entre la
spexine et la F-chaine afin d’évaluer son impact sur la stabilité plasmatique. Nous avons
alors choisi d’insérer un espaceur constitué de l'enchainement: arginine-glycine-
arginine (RGR). Cet espaceur devrait également nous permettre d’améliorer la solubilité
du composé spexine, un peptide trés hydrophobe (50% d’acides aminés hydrophobes
contre 30% pour I'apeline-17, Tableau 24).

Pour les composés avec la F-chaine introduite en partie N-terminale, la séquence

Fmoc-spexine protégée contenant les 14 acides aminés a d’abord été synthétisée sur
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résine de Rink en utilisant un synthétiseur automatique selon une stratégie Fmoc/tBu.
L’espaceur, composé de la séquence RGR, et/ou de la F-chaine ont ensuite été introduits
manuellement sur support solide en utilisant comme agents de couplage HBTU, HOBt et
DIEA dans DMF (Schéma 12). Les peptides ont été séparés de leur résine suite a un
traitement par une solution de TFA. Une étape de purification par CLHP préparative a
permis d’isoler la fluorospexine 24 et la fluoro-RGR-spexine 27 avec des rendement de
26% (31 étapes) et 31% (37 étapes) respectivement, ainsi qu'une tres bonne pureté (>
95%). La spexine native 23 a également été synthétisée dans ces méme conditions pour
nous servir de référence (Rdt = 31%, 30 étapes). L’identité des peptides a été confirmée

par analyse CLHP et analyse de masse a haute résolution (Tableau 22).
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Schéma 12. Synthése de deux dérivés fluorocarbonés de la spexine 24 et 27.

Pour les composés avec la F-chaine introduite du c6té C-terminal, la séquence
Fmoc-spexine-Lys(ivDde) protégée a d’abord été synthétisée sur une résine de Rink en
utilisant un synthétiseur automatique et en introduisant, en premier, une Fmoc-
Lys(ivDde) avant de coupler les 14 acides aminés de la spexine. Toujours sur support

solide, la partie N-terminale de la spexine a été acétylée et le groupement protecteur
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ivDde de la lysine a ensuite été clivé par traitement avec 2% d’hydrazine dans DMF
(v/v). Enfin, 'espaceur RGR et/ou la F-chaine ont été introduits manuellement sur la
chaine latérale de cette lysine en utilisant comme agents de couplage HBTU, HOBt et
DIEA dans DMF (Schéma 13). Les peptides ont été séparés de leur résine suite a un
traitement par une solution de TFA. Une étape de purification par CLHP préparative a
permis d’isoler la spexine-Lys(fluoro) 29 et la spexine-Lys(RGR-fluoro) 30 avec des
rendement de 7.5% (35 étapes) et 13% (41 étapes) respectivement, ainsi qu'une tres
bonne pureté (> 95%). L’'identité des peptides a été confirmée par analyse CLHP et

analyse de masse a haute résolution (Tableau 22).

F
RFRFRF F o

F

FFFFFFFF
NH(Boc) NH(ivDde) 07 NH

ARy AR A

NH(Tr\

(Trl)HN 0 HoN 0
1) Déprotecion ivDde : /&O 29
Anhydride acétique/DIEA/DCM (10/5/85)
2) Couplage : F-chaine-COOH
HOBt, HBTU, DIEA, DMF
3) Clivage avec TFA et purification

0

1) Déprotecion ivDde :

Anhydride acétique/DIEA/DCM (10/5/85)
2) Couplages : Arg, Gly, et Arg

HOBt, HBTU, DIEA, DMF

N N’gNH
ol
o) NH
© NH(Pbf)
HN NH
NH(Boc) NH;
NH oﬂau ) (TIHN__O o(1Bu) NH oH HaN__O o OH
7 o
Nii(o Q H Q H Q H Q H @ H Q
[ % & %Jﬁ(ﬁ DRSSP NESNE NN
oﬂ oﬁ“)oLGHOEHO;HO;HO LI S|
NH(T) (WHN ! e N hd hd ns
Ao
1) Couplage : F-chaine-COOH 30

HOBt, HBTU, DIEA, DMF
2) Clivage avec TFA et purification

Schéma 13. Synthése des dérivés fluorocarbonés de la spexine 29 et 30.

Tableau 22. Caractérisation chimique de la spexine et de ses dérivés fluorocarbonés.
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Masse Masse observée CLHP Rendement
Composé

théorique (SMHR) tr (min) (%)
23 1618.8290 1618.8303 8.20 31
24 2092.8202 2092.8187 13.58 26
27 2462.0439 2462.0501 10.96 31
29 2262.9271 2262.9268 13.11 7.5
30 2632.1494 2632.1530 11.10 13

5.2. Activité fonctionnelle et stabilité plasmatique

Afin d’évaluer I'impact de la F-chaine sur les propriétés pharmacologiques du
peptide, nous avons mesuré 'activité fonctionnelle des fluorospexines 24, 27, 29 et 39
ainsi que leur stabilité plasmatique. Pour cela, Glenn-Marie Le Coz (ESBS) a évalué la
capacité des fluorospexines a induire la production de calcium sur des cellules CHO sur-
exprimant le récepteur GALR2. La demi-vie in vitro (t1,2) des fluorospexines a également

été mesurée dans du plasma de souris a 37 °C.

Comme le montre le Tableau 23, le site d’introduction de la F-chalne sur la
spexine, du co6té N-terminal ou C-terminal, a un impact important sur les propriétés
pharmacologiques du peptide résultant. En effet, I'introduction d’'une F-chaine en partie
N-terminale permet d’améliorer considérablement I'activité fonctionnelle du peptide
d’un facteur 100 (CEso = 0.2 nM pour la fluorospexine 24 vs 23 nM pour la spexine native
23) alors que les composés avec la F-chaine introduite du coté C-terminal ne présentent
aucune amélioration de l'activité fonctionnelle (CEso de 51 nM pour la spexine-
Lys(fluoro) 27 vs 23 nM pour la spexine native 23). L'introduction de I'espaceur RGR n’a
pas d’impact sur I'activité fonctionnelle de ces fluorospexines. En revanche, la stabilité
plasmatique peut étre modulée par la présence de cet espaceur. En effet, sans 'espaceur,
les dérivés fluorocarbonés de la spexine présentent une stabilité augmentée d'un facteur
environ 2.5 et ceci quelque-soit la position de la F-chaine (t1/2 = 60 min pour la spexine
natif 23 vs 156 min pour la fluorospexine 24 et 198 min pour la spexine-Lys(fluoro) 27).

En rajoutant l'espaceur chargé RGR entre la spexine et la F-chaine, la stabilité
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plasmatique est encore doublée (t1/2 = 156 min pour la fluorospexine 24 vs 300 min
pour la fluoro-RGR-spexine 27 ; ti,2 = 198 min pour la spexine-Lys(fluoro) 29 vs 390
min pour la spexine-Lys(RGR-fluoro) 30).

Tableau 23. Activité fonctionnelle et stabilité plasmatique de la spexine et de ses
dérivés fluorocarbonés.

Composé Production Ca?+, Stabilité plasmatique,
CEso (nM) t1/2 (min)?
23 23+10 ~ 60
24 0.2 £0.08 156 £ 12
27 0.5+0.1 300+ 6
29 51+24 198 £ 12
30 23+6 390 + 18

a : stabilité déterminée dans le plasma souris a 37 °C.

Nous pouvons ainsi observer que l'introduction d’'une F-chaine sur la spexine ne
permet pas d’obtenir des stabilités plasmatiques aussi importantes que celles évaluées
précédemment. La spexine étant composée a 93% d’acides aminés hydrophobes ou non
polaires (Tableau 24), elle présente une hydrophobie bien plus importante que les
autres peptides évalués, conduisant peut-étre a une moins bonne affinité du peptide
pour l'albumine. En effet, 'insertion d’'un espaceur chargé permet déja de doubler la
stabilité des fluorospexines 24 et 29. Ce résultat met de nouveau en avant que la
présence de charges, a proximité de la F-chalne, semble importante pour permettre
I’éventuelle liaison du peptide a I'albumine. Cependant, cet espaceur ne suffit toujours

pas a atteindre les 24 h de stabilité plasmatique obtenus sur les autres peptides linéaires.

En revanche, l'insertion de la F-chaine en partie N-terminale permet d’améliorer
considérablement I'activité fonctionnelle de la spexine native 23. Ce résultat est tres
prometteur pour des applications thérapeutiques puisque cette amélioration de

'activité in vitro pourrait résulter en une augmentation de I'effet biologique in vivo.

Tableau 24. Caractéristiques physico-chimiques de la composition peptidique de
I'apeline 17, de la fluoroapeline-17, de la spexine et de ses dérivés fluorocarbonés.
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%

Nombre d’acides % acides acides % acides % acides
Composé aminés chargés a aminés . . aminés aminés
H7.4 basiques amines neutre hydrophobes
P/ acides

Apeline-17 6 35 0 35 30
5 6 35 0 35 30
Spexine (23) 1 7 0 43 50
24 1 7 0 43 50
27 3 18 18 41 41

29 1 6.7 0 40 53.3
30 3 17 0 39 44

Afin de mieux comprendre le mécanisme de stabilisiation plasmatique sur ce
peptide et de déterminer le vecteur optimal, nous avons également choisi de faire varier
la nature de la chalne (F-chaine vs H-chaine) ainsi que la longueur de la F-chaine (C4F9vs
CeF13 vs CgF17). Pour cela, nous avons synthétisé la C4F9-RGR-spexine (composés 25), la
CeF13-RGR-spexine (composé 26) et la lipo-RGR-spexine (composé 28). Ces composés
sont actuellement en cours d’évaluations biologiques (activité fonctionnelle, stabilité
plasmatique, toxicité cellulaire). Nous avons choisi d’introduire l'espaceur RGR sur
I'ensemble de ces composés puisque les meilleurs résultats de stabilité ont été obtenus
en présence de cet espaceur. Nous avons également développé des sondes fluorescentes
DY647 dérivées de la spexine acétylée (composé 34), de la fluorospexine (composé 36)
et de la fluoro-RGR-spexine (composé 37) afin de pouvoir évaluer la liaison aux
protéines plasmatiques par anisotropie de fluorescence. Cela pourrait ainsi nous
permettre de comprendre pourquoi la présence de 'espaceur RGR permet de doubler la
stabilité de la fluorospexine. Nous souhaitons également utiliser ces sondes fluorescente

pour suivre in vitro le comportement de ces fluoropeptides dérivés de la spexine.
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5.3.Evaluation des propriétés physico-chimiques

En vue de développer un outil pharmacologique pour étudier le systéme
spexine/GALR2 et son implication dans la régulation de la douleur, il est important de
concevoir des molécules suffisamment solubles pour ne pas induire de toxicité lors de
I'administration du composé. En effet, comme vu précédemment et montré dans le
Tableau 24, la spexine est un peptide qui présente une composition peptidique tres
hydrophobe (50% d’acides aminés hydrophobes). L’ajout d’'une F-chaine hydrophobe
peut donc entrainer des problemes de synthese et de solubilité. Il serait donc intéressant
d’évaluer si l'introduction de l'espaceur chargé (RGR) pourrait potentiellement
compenser 'augmentation d’hydrophobie qu’'on s’attend a retrouver. De ce fait, nous
avons étudié les propriétés physico-chimiques des trois composés que nous souhaitions

évaluer in vivo : spexine native 23, fluorospexine 24 et fluoro-RGR-spexine 27.

Comme le montre le Tableau 22, I'introduction de la F-chalne décale grandement
le temps de rétention CLHP du composé puisque I'on passe de 8.2 min pour la spexine
native 23 a 13.58 min pour la fluorospexine 24. De méme, les rendements isolés sont un
peu réduits lorsque 'on introduit la F-chaine (31% pour la spexine native 23 contre
26% pour la fluorospexine 24). Ces résultats mettent ainsi en évidence 'augmentation
d’hydrophobie induite par la présence de la F-chaine. En introduisant I’espaceur RGR,
nous retrouvons pour la fluoro-RGR-spexine 27 un temps de rétention intermédiaire
entre ces deux composés (tr = 10.96 min) et un rendement identique au peptide natif
(Rdt = 31%), démontrant ainsi lefficacité de I’espaceur RGR a compenser

I'augmentation d’hydrophobie induite par la présence de la F-chaine.

Nous avons également étudié capacité de ces peptides a s’auto-organiser en
assemblage surpa-moléculaire. Pour cela, nous avons utilisé le fluorophore Nile Red
connu comme étant un excellent senseur d’organisation physico-chimique, comme vu
dans le Chapitre 3.130. 131,132,133 Ajnsi, en faisant varier la concentration en peptides et
en mesurant l'intensité de fluorescence du Nile Red, nous pouvons corréler I'apparition
de fluorescence a une organisation physico-chimique (Figure 41). Cette méthode permet

de déterminer la concentration a partir de laquelle les peptides s’organisent en agrégats.
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Nous avons effectué I’étude dans le tampon HEPES/0.1%BSA utilisé pour les mesures de
'activité fonctionnelle in vitro (Tampon composé de 10 mM Hepes, 137.5 mM NacCl, 1.25
mM MgCl;.6H:20, 1.25 mM CaClz, 2H20, 6 mM KCI, 10 mM Glucose, 0.4 mM NaHzPO4, 1
g.L'1 BSA). Comme nous pouvons le voir sur la Figure 41, la spexine native ne présente
pas d’organisation en-dessous de 500 uM alors que la fluorospexine s’organise a partir
de 10 uM et la fluoro-RGR-spexine a partir de 100 uM. De plus, en-dessus de 100 uM, ces
dérivés fluorocarbonés présentaient un aspect trouble, nous laissant penser que les
agrégats formés étaient de taille trop élevée pour étre des micelles. Pour confirmer ceci,
nous avons évalué, par mesure de diffusion dynamique de la lumiere (DLS), la taille des
organisations en se placant a des concentrations de 100 uM et 300 pM. Nous confirmons
ainsi la formation d’assemblages de type agrégats non-micellaires inhomogenes puisque
nous avons mesuré des tailles d’organisation de l'ordre de 2000 a 3000 nm et des

indices de polydispersité tres élevés (indice de polydispersité > 0.4).
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Figure 41. Evaluation de I'organisation des composés spexine native 23, fluorospexine
24 et fluoro-RGR-spexine 27 dans le tampon HEPES/BSA, en utilisant la sonde
fluorescente Nile Red comme senseur d’organisation physico-chimique.

Ces résultats mettent en évidence le fort caractere hydrophobe des dérivés
fluorocarbonés de la spexine qui précipitent en solution aqueuse pour former des
agrégats non solubles. Nous pouvons cependant observer que lintroduction de

I'espaceur RGR permet d’obtenir une meilleure solubilité que la fluorospexine puisque la
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formation d’agrégats apparait a des concentrations 10 fois supérieure. Il est donc plus
intéressant d’utiliser la fluorospexine avec espaceur puisque son introduction permet a
la fois de diminuer le caractere hydrophobe, d’augmenter les rendements de synthese,

d’augmenter la solubilité et de doubler la stabilité plasmatique.

5.4.Evaluation de I'activité biologique in vivo

Afin d’évaluer lI'impact de la F-chaine sur l'activité biologique in vivo, I'effet
analgésique des deux spexines fluorocarbonées 24 et 27 ainsi que de la spexine native
23 a été mesuré par Glenn-Marie Le Coz (ESBS). L’essai consiste a plonger la queue de
souris alertes dans de '’eau a 47 °C et a mesurer le temps de réponse que mettent les
souris pour retirer leur queue de 'eau chaude. Les mesures ont été réalisées a différents
temps apres injection intracérébrale de la spexine 23, de la fluorospexine 24 et de la
fluoro-RGR-spexine 27. Des courbes de réponse analgésique ont ainsi pu étre obtenues a

différentes doses de produit injecté (0.01 nmol a 10 nmol).

Comme le montre la Figure 42, il faut une dose de 10 nmol de spexine pour avoir
une réponse analgésique maximale : temps de réponse de 14 secondes pour des souris
qui ont recu 10 nmol de spexine contre 9 secondes pour des souris non-traitées. Cette
méme réponse analgésique est obtenue en utilisant des doses 10 fois inférieures de
fluoro-spexine et 100 fois inférieure de fluoro-RGR-spexine. Ainsi, en introduisant une F-
chaine, I'activité biologique est considérablement améliorée puisqu’en utilisant 10 a 100
fois moins de produit nous obtenons la méme réponse analgésique que le peptide natif.
Ces résultats montrent que I'augmentation de 'efficacité in vitro des fluorospexines 24

et 27 est confirmée in vivo dans un modeéle murin.
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Figure 42. Activité analgésique in vivo dans un modele souris de la spexine 23, de la
fluorospexine 24 et de la fluoro-RGR-spexine 27.

Les résultats obtenus sont tres prometteurs pour le développement de nouveaux
médicaments aux propriétés analgésiques qui ne passeraient pas par les récepteurs
opioides contrairement a la plupart des médicaments analgésiques présents sur le
marché. En effet, l'ajout d'une F-chaine pourrait permettre de minimiser
considérablement la dose a administrer puisqu’en injectant 10 a 100 fois moins de
fluoropeptides nous obtenons le méme effet thérapeutique que le peptide natif. En
diminuant la dose a administrée, cela pourrait permettre de minimiser grandement les
effets secondaires et I'éventuelle toxicité engendrée lors de I'administration massive

d’'un agent thérapeutique.

115



6. Conclusion et perspectives

L’ensemble des résultats présentés dans ce chapitre a permis de mettre en avant
I'extension de notre stratégie de stabilisation a d’autres peptides qui présentent des
structures et des activités biologiques différentes de I'apeline-17. Nous avons également
pu montrer que la composition structurale du peptide semble importante pour
permettre sa stabilisation lors de l'introduction d’'une F-chaine. En effet, nous n’avons
pas réussi a augmenter la stabilité plasmatique de l'ocytocine, un peptide cyclique, et
nous avons stabilisé que tres peu la spexine qui présente un fort caractere hydrophobe.
Nous avons également mis en évidence que la présence d'un acide aminé chargé, a
proximité de la F-chaine, semble importante pour permettre une stabilisation optimale
du peptide. De plus, nous avons montré sur la spexine l'intérét d’utiliser un espaceur
RGR pour favoriser la solubilité du composé, sa stabilité plasmatique ainsi que son
activité in vivo. Nous cherchons donc maintenant a développer un espaceur qui pourrait
permettre de stabiliser le plus de peptides possible, y compris ceux qui présentent une
structure peptidique tres apolaire. Par ailleurs, nous avons découvert que 'introduction
d’'une F-chaine sur la spexine permettait d’améliorer considérablement son activité
fonctionnelle in vitro. Dans ce cas, la chaine permet certainement une meilleure
interaction peptide/récepteur. Cet effet biologique conduit également a une
augmentation de l'efficacité thérapeutique in vivo et ouvre la voie au développement
prometteur de nouveaux médicaments analgésiques. En vue de valoriser ces résultats,
I'extension du concept de stabilisation a d’autres peptides que I'apeline a donc été
breveté (Iturrioz X.; Llorens-Cortes C.; Bonnet D. patent 2016, EP16305733.4.) ainsi que
le nouveau mécanisme des F-chaines qui permettent d’augmenter I'activité biologique in
cellulo et in vivo de la spexine (Esteoulle L.; Simonin F.; Bonnet D. patent 2017,
PCT/EP2017/064803). Ces deux brevets font aujourd’hui l'objet de projets de

maturation pour le développement de nouveaux agents thérapeutiques.
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Chapitre 5

Conception, synthese et évaluation de
nouvelles sondes fluorescentes « turn-
on » pour I’étude in vivo des
fluoropeptides : preuve de concept sur

le récepteur de I’'ocytocine
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1. Contexte de I'étude

1.1. Sondes fluorogenes

La fluorescence est une des techniques les plus utilisées pour le suivi des
interactions biologiques car elle permet I'étude des systemes biologiques au niveau
biomoléculaire avec une résolution spatiale et temporelle tres élevée.lll Cependant, les
approches classiques pour le suivi des interactions ligand-récepteur par fluorescence
sont généralement impactées par la présence d'un important bruit de fond résultant de
I'exces de ligands fluorescents non-liés a sa cible. Pour réduire ce signal de fond, I'exces
de ligands doit étre éliminé suite a plusieurs étapes de lavage, limitant ainsi I'utilisation
de ces sondes in vivo. Dans le but de suivre l'interaction ligand/récepteur a la fois in vitro
et in vivo, de nouvelles sondes fluorescentes fluorogenes ont alors récemment été
développées.18l. 182 Ces sondes présentent la particularité de ne pas fluorescer en
solution aqueuse et de ne révéler leur fluorescence qu'une fois liées au récepteur. Ce
phénomene, appelé également effet «turn-on», permet ainsi de diminuer
considérablement leur bruit de fond et donc d’améliorer le rapport signal/bruit et la
sensibilité de détection. Ces nouveaux outils fluorescents sont donc prometteurs pour
une détection moléculaire tres fine en biologie et sont utilisés comme senseurs
biologiques, permettant une détection directe d’'une interaction moléculaire sans étape
de lavage. Cela offre également la possibilité de suivre in vivo les interactions
moléculaires.183 184 Cependant, la plupart de ces sondes sont excitables dans la région
du bleu, une région qui conduit a des phénomeénes de photo-dommages cellulaires et de
contamination du signal due a l'auto-fluorescence des cellules dans cette région
d’excitation.127. 128 De plus, ces sondes présentent une brillance limitée en raison de leur
faible coefficient d’extinction molaire (< 60 000 M-1..cm'1) et une photo-stabilité assez
basse, limitant considérablement le développement d’essais biologiques qui nécessitent

une sensibilité élevée.
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1.2.Sondes fluorescentes dimériques « turn-on »

Une alternative encore faiblement étudiée repose sur l'utilisation de sondes
dimériques ultra-brillantes capables de former des agrégats intramoléculaires non-
fluorescents en milieu aqueux.18> 186 Les sondes fluorescentes dimériques « turn-on »
les plus brillantes et fluorogénes développées a ce jour ont été concues au sein de notre
laboratoire. Elles sont constituées d'une pince sur laquelle le fluorophore squarine a été
greffé a chaque extrémité et présentent ainsi I'avantage d’étre a la fois bien plus
photostables et brillantes que les sondes fluorogénes existantes.18¢ En milieu aqueux, les
deux fluorophores vont s’agréger par interactions m-m, conduisant a l'apparition
d’agrégats-H faiblement émetteurs. Au contraire, dans un milieu apolaire, les deux
fluorophores vont se désassembler, réactivant ainsi leur capacité a fluorescer, on parle
alors d’effet «turn-on». Par cet effet d’agrégation intramoléculaire, ces sondes
deviennent donc sensibles a la polarité du milieu dans lequel elles se trouvent, leur
conférant ainsi des propriétés fluorogénes. En introduisant un ligand sur I'assemblage
dimérique, il est possible de suivre linteraction ligand-récepteur de maniere tres
sensible puisque l'exces de sonde en solution sera non fluorescent, entrainant une
augmentation considérable du rapport signal/bruit. Au contraire, les sondes liées a leur
récepteur vont se retrouver dans un environnement apolaire (membrane cellulaire), se
dissocier et fluorescer de maniere ultra-brillante (Figure 43). En introduisant ces pinces
«turn-on » sur le peptide carbétocine (CBT), un ligand endogéne du récepteur de
I'ocytocine (récepteur OT), il a donc été possible de détecter sa liaison au récepteur OT
sur des cellules vivantes avec un excellent rapport signal/bruit. L’étude de ce RCPG est
primordiale car elle pourrait apporter de nombreuses informations sur le mécanisme de
fonctionnement du récepteur OT qui est connu pour jouer un role crucial dans la

reproduction, I'allaitement et les interactions sociales (autisme).187. 166

Figure 43. Principe des sondes dimériques « turn-on ».
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1.3.Sondes «turn-on» pour l'imagerie in vivo des récepteurs de

I'ocytocine

En vue de développer des sondes fluorogénes utilisables pour I'imagerie in vivo
des fluoropeptides, nous avons choisi d’utiliser la méme structure en pinces que ces
sondes « turn-on » mais en substituant la squarine par le fluorophore cyanine 5.5. En
effet, cette sonde fluorescente possede a la fois une excellente brillance (coefficient
d’extinction d’environ 250 000 M-1.cm-1) ainsi qu'une fenétre d’excitation dans le proche
infrarouge (650 - 800 nm), idéale pour des applications biologiques.188 Avant
d’introduire cette sonde sur un fluoropeptide, il nous fallait valider I'efficacité in vitro et
in vivo du concept appliqué a la cyanine 5.5. Nous avons choisi comme modéle le peptide
carbétocine. En effet, la CBT est connue pour se lier au récepteur OT, un récepteur
impliqué dans la production du lait post-natale. Par conséquent, 'administration de ce
ligand in vivo chez des souris allaitantes devrait nous permettre un suivi plus aisé de
I'interaction ligand-récepteur puisque les souris allaitantes présentent une forte
expression de récepteurs OT dans leurs glandes mammaires.187. 189 En imageant la sonde
« turn-on » chez ces souris allaitantes et en réalisant ensuite un test de compétition avec
le ligand non-fluorescent, nous souhaitions étudier la sélectivité in vivo de la sonde et

confirmer ainsi son utilisation pour I'imagerie de nos fluoropeptides.

2. Conception et synthése des sondes « turn-on »

2.1.Stratégie de synthése

Afin de développer ces sondes «turn-on », nous avons tout d’abord choisi de
synthétiser manuellement, sur support solide, la pince constituée d’'unités PEGylées et
d’'une lysine servant de répartiteur (Schéma 14). La synthése de cette pince a été
réalisée sur une résine « SPOrT » qui a été préalablement développée au laboratoire.10
L’utilisation de cette résine permet d’introduire sur la pince une fonction alcyne apres
I'étape de clivage. Cette fonction alcyne permettra, en présence d’'une fonction azoture,

d’effectuer des réactions orthogonales.
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Schéma 14. Synthese de la pince dimeére, composé 39.

Par ailleurs, afin de concevoir des sondes excitables dans le rouge lointain, nous
avons choisi d’introduire un fluorophore original dérivé de la cyanine 5.5 (Cy5.5). Ce
fluorophore a été synthétisé par Mayeul Collot (Laboratoire de Bioimagerie et
Pathologies, Illkirch) et présente une longue chalne PEGylée afin d’améliorer la
solubilité de la cyanine 5.5 en milieu aqueux tout en diminuant les interactions avec les
membranes lipidiques. L'introduction de ce fluorophore, sur chaque extrémité de la
pince, a été réalisée par couplage peptidique en solution afin de minimiser la

consommation en Cy5.5 (Schéma 15).
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Schéma 15. Synthése du dimére-Cy5.5, composé 40.
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Enfin, en utilisant un ligand peptidique préalablement modifié par une fonction
azoture tel que la carbétocine-N3 (CBT-N3) il est possible de développer, par une
réaction de cycloaddition-1,3-dipolaire catalysée par le cuivre!®l 192, des sondes
fluorescentes dimériques pour le suivi des interactions ligand/récepteur OT in vitro et in

vivo (Schéma 16 et 17.a).
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Schéma 16. Synthése de la sonde finale CBT-dimeére-Cy5.5, composé 41.

Dans le but de démontrer l'efficacité de nos pinces «turn-on», nous avons
également synthétisé le composé monomérique qui nous servira de contréle dans la

suite de notre étude (Schéma 17.b).
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Schéma 17. Structure de la CBT-dimere-Cy5.5 41 (a) et de la CBT-monomere-Cy5.5 44
(b).
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2.2.Synthese et caractérisation de la carbétocine-N3

La carbétocine-N3 a été synthétisée sur support solide selon une stratégie
Fmoc/tBu. Aprés élongation du peptide sur une résine de Rink, l'acide 4-
bromobutyrique a été introduit en partie N-terminale du peptide afin de réaliser une
cyclisation intramoléculaire entre la fonction thiol de la cystéine et le carbone en alpha
du brome. Pour cela, nous avons traité la résine avec le mélange d’ammoniac dans
méthanol/THF (1/4) pendant 4 h. La CBT-N3 a ensuite été séparée de la résine suite a
un traitement par une solution de TFA. Une étape de purification par CLHP préparative a
permis d’isoler la CBT-N3 38 (Schéma 18) un rendement de 28% (22 étapes) ainsi
qu’'une trés bonne pureté (> 95%). L'identité du peptide a été confirmée par analyse

CLHP et analyse de masse a haute résolution (Tableau 25).

Schéma 18. Structure de la CBT-N3 37.

Tableau 25. Caractérisation chimique la CBT-N3 37.

Masse Masse observée CLHP Rendement
Composé
théorique (SMHR) tr (min) (%)
37 1028.4862 1028.4882 11.04 28
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2.3.Synthese et caractérisation des chaines dimére et monomere

La synthese des chaines dimére et monomere a été effectuée sur support solide
en utilisant une résine « SPOrT », préalablement développée au laboratoire.1°0 L'unité
PEGylée, Fmoc-NH-PEG3-COOH, a été synthétisée comme décrit précédemment par
Soriano.1?3 Les différentes unités de Fmoc-NH-PEG3-COOH ont été introduites sur la
résine par des étapes successives de déprotection avec 20% de pipéridine dans DMF et
de couplage en utilisant HBTU, HOBt et DIEA dans DMF (Schéma 14). L’obtention de la
pince s’est faite en introduisant, avant la derniére unité, une Fmoc-Lys(Fmoc)-OH dans
les méme conditions de couplage. Les chaines ont ensuite été séparées de leur résine
suite a un traitement par une solution de TFA. Une étape de purification par CLHP
préparative a permis d’isoler la chaine dimere 39 et la chailne monomere 42 (Schéma
19) avec des rendements de 23% (10 étapes) et 24% (8 étapes) respectivement, ainsi
qu’'une tres bonne pureté (> 95%). L’identité des chaines a été confirmée par analyse

CLHP et analyse de masse a basse résolution (Tableau 26).
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Schéma 19. Structure du dimere 39 (a) et du monomere 42 (b).

Tableau 26. Caractérisation chimique du dimere 39 et du monomere 42.

Masse Masse observée CLHP Rendement
Composé
théorique (SMBR) tr (min) (%)
39 588.34 588.35 5.51 23
42 409.23 409.24 5.48 24
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2.4.Synthese et caractérisation des sondes fluorogenes visant OTR

Le fluorophore Cy5.5 a ensuite été introduit sur les chaines dimere et monomere
par couplage peptidique en solution en utilisant PyBOP et DIEA comme agents de
couplage dans DMF (Schéma 15). Une étape de purification par CLHP préparative a
permis d’isoler les composés dimere-Cy5.5 40 et monomere-Cy5.5 43 (Schéma 20) avec
des rendements de 77% et 58% respectivement, ainsi qu’'une tres bonne pureté (> 95%).
L’identité des chaines a été confirmée par analyse CLHP et analyse de masse a basse

résolution (Tableau 27).
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Schéma 20. Structure du dimere-Cy5.5 40 (a) et du monomeére-Cy5.5 43 (b).

Tableau 27. Caractérisation chimique du dimeére-Cy5.5 40 et du monomere-Cy5.5 43.

Masse Masse observée CLHP Rendement
Composé
théorique (SMBR) tr (min) (%)
40 3012.80 3012.73 14.71 77
43 1734.99 1734.01 13.15 58

Pour finir, le ligand CBT-N3, dérivé de la carbétocine, a été introduit sur le
dimere-Cy5.5 et sur le monomeére Cy5.5 suite a une réaction de chimie «click» en
solution en présence de CuSO4, ascorbate de sodium et TBTA dans DMF/H:0 (8/2)
(Schéma 16). Les réactions ont été complétes apres 3 h a 37 °C. Une étape de
purification par CLHP préparative a permis d’isoler les composés CBT-dimere-Cy5.5 41
et CBT-monomere-Cy5.5 44 (Schéma 21) avec des rendements de 40% et 44%

respectivement, ainsi qu'une trés bonne pureté (> 95%). L’identité des chalnes a été
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confirmée par analyse CLHP et analyse de masse a haute résolution (Tableau 28).
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Schéma 21. Structure du CBT-dimeére-Cy5.5 41 (a) et du CBT-monomeére-Cy5.5 44 (b).

Tableau 28. Caractérisation chimique du CBT-dimere-Cy5.5 41 et du CBT-monomere-

Cy5.5 44.
Masse Masse observée CLHP Rendement
Composé
théorique (SMBR) tr (min) (%)
41 4036.2147 4036.2069 14.2 40
44 2761.4692 2761.4667 12.8 44

3. Evaluation spectroscopique des propriétés fluorogeénes de la pince “turn

»

on

Dans un premier temps, il a été important de valider I'efficacité de nos pinces a
produire un effet «turn-on». Pour cela, nous avons évalué les propriétés
spectroscopiques d’absorption et d’émission de fluorescence du dimere-Cy5.5 en les
comparant a celles obtenues pour le monomere-Cy5.5. Les coefficients d’extinction
molaire (&) se situant aux alentours de 500 000 M-1.cm™ pour le dimere-Cy5.5 et de 250
000 M-Lcm! pour le monomere-Cy5.5, nous avons choisi de travailler a une

concentration de 200 nM et 400 nM respectivement. Il est important de noter que les
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coefficients d’extinction de ces fluorophores peuvent étre comparés a ceux des quantum

dots, les sondes les plus brillantes connues a ce jour.194 195

3.1.Etude des propriétés spectrales d’absorption et d’excitation du

dimere-Cy5.5 dans I'eau

En vue d’étudier I'efficacité de nos pinces a s’associer dans '’eau pour former des
agrégats-H non fluorescents, nous avons tout d’abord voulu mesurer les propriétés
spectroscopiques d’absorption de ce dimére-Cy5.5 40 pour les comparer au spectre
d’excitation. La mesure du spectre d’absorption du monomere-Cy5.5 43 dans l'eau a

également été effectuée comme controle.

Le spectre d’absorption du monomeére-Cy5.5 présente un épaulement aux
alentours de 625 nm avec un maximum d’absorbance a 685 nm (Figure 44). Au
contraire, le dimere-Cy5.5 présente une bande d’absorbance maximale a 625 nm avec un
épaulement aux alentours de 685 nm (Figure 44). De plus, le spectre d’absorption du
dimere-Cy5.5 dans l'eau difféere de son spectre d’excitation. Ces résultats mettent en
avant la formation d’especes non-fluorescentes dans I’eau pour le dimere-Cy5.5. En se
basant sur les études reportées précédemment, nous pouvons conclure que ces especes

non-fluorescentes correspondent trés probablement a la formation d’agrégats-H.1%6. 186

- - Excitation dCy5.5
1,2 — Absorption dCy5.5
Absorption mCy5.5

Normalized intensity, a.u.

540 590 640 690
Wavelenght, nm

Figure 44. Evaluation de I'absorption des sondes dimere-Cy5.5 40 a 200 nM (en bleu)
et monomere-Cy5.5 43 a 400 nM (en orange) dans 'eau ainsi que du spectre d’excitation
du dimere-Cy5.5 40 a 200 nM (en pointillés) dans I’eau également.
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Afin de confirmer cette hypothése, nous avons également mesuré les spectres
d’absorption de la sonde dimere-Cy5.5 en faisant varier sa concentration de 50 a 500 nM
dans 'eau. Comme le montre la Figure 45, quelque-soit la concentration en sonde, les
spectres d’absorption présentent la méme allure. Puisque I'effet de dilution des sondes
n’a aucun impact sur I'allure des spectres d’absorption, nous pouvons confirmer que les
especes non-fluorescentes observées ne sont pas dues a de I'agrégation intermoléculaire

mais bien a la formation d’agrégats-H intramoléculaires.

Normalized absorption in water, a.u.

500 600 700 800
Wavelenght, nm

Figure 45. Evaluation de I'absorption de la sonde dimere-Cy5.5 40 dans I’eau en faisant
varier sa concentration de 50 a 500 nM.

3.2.Etude des spectres d’absorption du monomeére et du dimeére-Cy5.5

dans différents solvants

En vue d’évaluer la capacité des pinces a se dissocier en milieu organique nous
avons également étudié les propriétés spectroscopiques d’absorption du dimere-Cy5.5
41 dans des solvants aqueux et organiques, présentant différentes polarités, tels que
PBS, H20, méthanol, éthanol, DMSO, DMF et dioxane. Nous avons également mesuré les
spectres en faisant varier le pourcentage de méthanol dans I'’eau afin d’étudier tres
précisément le changement de comportement des pinces en fonction de la polarité du
milieu dans lequel elles se trouvent. Ces résultats ont été comparés avec le monomere-

Cy5.5 43 qui nous sert de controle.
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Comme le montre la Figure 464, les spectres d’absorbance du dimere-Cy5.5 40
dans les solvants organiques (méthanol, éthanol, DMSO, DMF et dioxane) présentent de
la méme allure que ceux du monomere-Cy5.5 43 (Figure 46c). De plus, lorsque le
pourcentage de méthanol augmente, nous pouvons constater que les formes
fluorescentes du dimere-Cy5.5 deviennent prépondérantes sur les formes non-
fluorescentes a partir de 50% de méthanol (Figure 46b). Ainsi, en milieu organique, les
pinces « turn-on » se trouvent essentiellement sous forme d’especes fluorescentes non-
agrégées puisque les spectres d’absorption sont identiques au spectre d’excitation
(Figure 44). Nous pouvons également observer sur la Figure 46a que les pinces
s'agregent dans un milieu tampon (PBS), puisque nous obtenons un spectre
d’absorption identique a celui dans I'eau avec formation d’espéces non-fluorescentes
(diminution importante du pic d’absorbance a 685 nm). Ce résultat est encourageant
pour l'utilisation potentielle de ces sondes lors des études in vitro qui s’effectuent dans

un milieu tampon.

0,10 0.12 —100% MeOH
0,09 —90% MeOH

— D 0.10 a —80% MeOH
0,08 ~ Dioxane 70% MeOH

. 0,07 —DMSO . 60% MeOH
a —EtOH o 008 50% MeOH
= 006 MeOH =] y —40% MeOH
S H20 = —30% MeOH
= 0,05 = 0.06
13 ) Pes 3 20% MeOH
2 004 : 2 Vi 10% MeOH
< 0,03 0.04 , 0% MeOH

0,02 / 0.02 /)

0,01 / //

0,00 - 0.00 // =
500 550 600 650 700 750 500 550 600 650 700 750

Wavelenght, nm Wavelenght, nm
c d

02 0,2

0,18 ~—Dioxane 0,18

0,16 —DMF 0,16

; —EtOH ;

3 014 MeOH 3 014
§ 012 : —H20 g 012
g 01 \ e 01
=3 \ (=]

2 008 \ 2 008
< \ <
0,06 0,06
0,04 0,04
0,02 0,02
0 0
500 550 600 650 700 750 500 550 600 650 700 750
Wavelenght, nm Wavelenght, nm

Figure 46. Evaluation de I'absorption de la sonde dimere-Cy5.5 40 a 200 nM dans
différents solvants (a) ou en faisant varier le pourcentage de méthanol dans I'eau (b).
Evaluation de I'adsorption du monomere-Cy5.5 43 a 400 nM dans différents solvants (c)
ou en faisant le focus sur eau vs méthanol (d).

130



3.3.Mesure des spectres de fluorescence du monomeére et du dimere-

Cy5.5 dans différents solvants

Les propriétés fluorogenes du dimere-Cy5.5 40 ont ensuite été évaluées en
excitant la sonde a 630 nm et en mesurant sa fluorescence dans les solvants utilisés lors
de I'étude de I'absorption : PBS, H20, méthanol, éthanol, DMSO, DMF et dioxane. Ces
mesures ont été réalisées en parallele avec le monomere-Cy5.5 43 utilisé comme
controle pour démontrer l'intérét du systéme dimérique. Nous avons également évalué
les spectres de fluorescence du dimere-Cy5.5 40 en faisant varier le pourcentage de
méthanol dans 'eau afin de suivre, de maniere fine, les changements d’intensité de
fluorescence de notre systéme en fonction de I'environnement (aqueux vs organique)

dans lequel il se trouve.

Comme nous pouvons le voir en comparant les Figures 47a et 47b, la différence
d’intensité de fluorescence entre les milieux aqueux et organique est beaucoup plus
importante pour le dimere-Cy5.5 que pour le monomere-Cy5.5. En effet, a la longueur
d’onde d’émission de 710 nm, le rapport des intensités de fluorescence entre le DMF et
I'eau est d’un facteur 57 pour le dimere-Cy5.5 contre seulement un facteur 2.8 pour le
monomere-Cy5.5. Ce résultat met donc en avant l'efficacité du systeme dimérique a
produire un important effet « turn-on » de la fluorescence contrairement au monomere.
Nous pouvons également observer les propriétés fluorogenes du dimere-Cy5.5 en
étudiant I’évolution de ses spectres de fluorescence en fonction du pourcentage de
méthanol dans l'eau. En effet, I'intensité de fluorescence de la sonde augmente
proportionnellement avec 'ajout de méthanol, confirmant ainsi que la sonde fluoresce

difféeremment en fonction de I'environnement dans lequel elle se trouve (Figure 47c).
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Figure 47. Evaluation de la fluorescence de la sonde dimere-Cy5.5 40 a 200 nM dans (a)
et de celle du monomere-Cy5.5 43 a 400 nM (b) dans différents solvants. Evaluation de
la fluorescence de la sonde dimere-Cy5.5 40 en faisant varier le pourcentage de
méthanol dans I'’eau (c).

3.4.Détermination des rendements quantiques et évaluation de I'effet

“turn-on”

Les rendements quantiques ont pu étre calculés en utilisant les données des
mesures d’absorption et de fluorescence du dimere-Cy5.5 40 et du monomere-Cy5.5 43
dans les différents solvants. La Rhodamine 800 dans l'éthanol a été utilisée comme

référence (QY = 25%197).

Comme le montre le Tableau 29, le rendement quantique (QY) de fluorescence du
dimere-Cy5.5 dans I'eau est 55 fois plus faible que celui de la sonde seule (QY = 0,4%
pour le dimere-Cy5.5 vs 22% pour la Cy5.5). Ce résultat met bien en avant la capacité de

la sonde dimérique a étre faiblement fluorescente en solution aqueuse. Par ailleurs,
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I'effet « turn-on » entre l'eau et le dioxane est d’'un facteur 70 pour le dimere-Cy5.5
contre 2.7 pour la Cy5.5 (Figure 48). De méme, I'effet « turn-on » théorique entre I'eau et
le DMF est d'un facteur 140 pour le dimeére, contre un facteur 2.3 pour le monomere-
Cy5.5. L’ensemble de ces résultats confirment bien que la structure dimérique offre un

excellent effet « turn-on » contrairement a la sonde monomérique.

Tableau 29. Rendements quantiques (QY) de fluorescence pour le composé dimeére-
Cy5.5 40 et pour le composé monomere-Cy5.5 43.

Solvant QY (dimere-Cy5.5),% QY (monomeére-Cy5.5), %
Dioxane 28 59
DMF 56 50
DMSO 58 -
Ethanol 26 34
Methanol 26 32
H20 0.4 22
PBS 0.3 -

La sonde dimere-Cy5.5 ainsi obtenue peut étre considérée comme la sonde
possédant I'effet « turn-on » le plus efficace décrit a ce jour. En effet, le « turn-on » est 2.5
fois plus important que celui des dimeéres-squarine, la meilleure génération connue de

sondes « turn-on ».186
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Figure 48. Représentation de l'effet « turn-on » en calculant le rapport des rendements
quantiques de fluorescence dans les solvants organiques par rapport a celui obtenu dans
I'eau pour le dimere-Cy5.5 40 et pour le monomere-Cy5.5 43.

3.5.Evaluation spectroscopique des propriétés fluorogenes de la sonde

CBT-dimeére-Cy5.5

Avant de réaliser les évaluations biologiques il est important de vérifier que
I'introduction du ligand CBT ne modifie pas les propriétés fluorogenes de la sonde
« turn-on ». Pour contrdler ceci, les propriétés spectroscopiques d’absorption et de

fluorescence du CBT-dimere-Cy5.5 a 200 nM ont été mesurées.

Comme le montre la Figure 49, les spectres d’absorption et de fluorescence
obtenus pour le CBT-dimere-Cy5.5 41 sont identiques a ceux mesurés pour le dimere-
Cy5.5 40 sans ligand (Figures 46 et 47). Nous retrouvons ainsi que la sonde dimérique
est toujours capable de s’agréger en solvant aqueux (H20 et PBS) pour former des
especes non-fluorescentes malgré la présence du ligand CBT (Figures 49c et d). Nous
pouvons également constater que la présence de ce dernier ne modifie pas les
propriétés fluorogenes de la sonde puisqu’en faisant varier le pourcentage de méthanol
dans l'eau nous pouvons de nouveau observer qu’au-dela de 50% de méthanol les

especes fluorescentes deviennent prépondérantes (Figure 49a) et que lintensité de
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fluorescence de la sonde augmente bien proportionnellement avec 'ajout de méthanol

(Figure 49b). Nous pouvons donc conclure que l'introduction du ligand ne semble pas

modifier les propriétés spectroscopiques de la sonde.
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Figure 49. Evaluation de I'absorption et de la fluorescence de la sonde CBT-dimere-
Cy5.5 41 a 200 nM en faisant varier le pourcentage de méthanol dans I'’eau (a et b) ou
dans différents solvants (c et d).

Afin de confirmer ceci, nous avons également calculé les rendements quantiques

de fluorescence et nous les avons comparés a ceux obtenus pour la sonde sans ligand.

Ainsi, nous pouvons observer sur le Tableau 29 que les rendements quantiques de cette

sonde CBT-dimere-Cy5.5 41 sont similaires a ceux du dimere-Cy5.5 40 sans ligand. Nous

pouvons alors envisager l'utilisation de cette sonde CBT-dimere-Cy5.5 pour des

applications biologiques in cellulo et in vivo.
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Tableau 29. Rendements quantiques de fluorescence pour le composé dimere-Cy5.5 40
et pour le composé CBT-dimere-Cy5.5 41.

Solvant QY (dimere- QY (CBT-dimeére-
Cy5.5), % Cy5.5), %
Dioxane 28 34
DMF 56 47
Ethanol 26 31
Methanol 26 27
H:0 0.4 0.8

Apres avoir validé que I'ajout du ligand CBT permettait bien de conserver les
propriétés spectrales du systeme dimere-Cy5.5, il est important de vérifier que ce ligand
fluorescent reste spécifique du récepteur OT et conserve bien sa fonction d’agoniste.
Pour étudier ces propriétés pharmacologiques nous avons choisi de suivre le devenir

des sondes fluorescentes sur cellules.

4. Evaluation des propriétés pharmacologiques des sondes dimeéres et

monomeres

Dans le but de confirmer I'utilisation potentielle de cette sonde « turn-on » pour
le suivi des interactions ligand/récepteur in cellulo et in vivo, il est important d’évaluer
I'impact du systeme dimérique et monomérique sur les propriétés pharmacologiques du
ligand CBT. Pour ce faire, I'activité fonctionnelle des sondes CBT-dimere-Cy5.5 41 et
CBT-monomere-Cy5.5 44 a été évaluée par Sophie Gioria (PCBIS) en mesurant la
capacité des sondes a induire la production de calcium sur des cellules HEK293 sur-
exprimant le récepteur OT. L’ocytocine et la carbétocine, deux ligands endogénes du

récepteur OT, ont été utilisés en tant que contréles.

Comme le montre la Figure 50 et le Tableau 30, I'introduction du groupement
dimere-Cy5.5 entraine une diminution conséquente de 'activité fonctionnelle du ligand

CBT d’un facteur 215 (CEso = 418 nM pour le composé 41 vs 1.94 nM pour la CBT native).
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Cette diminution d’efficacité fonctionnelle est un peu moins importante lorsque l'on
introduit le groupement monomere-Cy5.5 sur le ligand CBT (CEso = 49.5 nM pour le
composé 44 vs 1.94 nM pour la CBT native). Par conséquent, l'introduction d'un
groupement monomere-Cy5.5 ou dimere-Cy5.5 sur le ligand CBT a un impact important
sur ses propriétés pharmacologiques, conduisant a une baisse significative de son
activité fonctionnelle. Cependant, malgré 'ajout de ces groupements encombrants, le
ligand conserve sa capacité a se fixer a son récepteur et a induire la production de
calcium au sein de la cellule. De ce fait, nous pouvons envisager l'utilisation de ces

sondes pour le suivi in cellulo et in vivo des interactions ligand/récepteur.
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Figure 50. Evaluation de l'activité fonctionnelle des composés ocytocine, carbétocine,
sonde monomere 44 et sonde dimere 41 sur le récepteur OT.

Tableau 30. Activité fonctionnelle des composés ocytocine, carbétocine, sonde
monomere 44 et sonde dimere 41 sur le récepteur OT en mesurant leur capacité a
induire la production de calcium.

Composé Production de Ca2*
CEso (nM)
Ocytocine 2.82 +0.78
Carbétocine 1.94 +1.20
44 49.5 +2.04
41 418 +1.85
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5. Evaluation biologique in cellulo des sondes diméres et monomeéres par

microscopie confocale

Dans le but de montrer, in cellulo, que les sondes CBT-dimere-Cy5.5 ciblent de
maniere spécifique les récepteurs OT avec un tres bon rapport signal/bruit nous avons
tout d’abord choisi d’évaluer la spécificité de cette sonde pour son récepteur, puis
d’étudier sa capacité a le faire internaliser et enfin nous avons voulu comparer le bruit
de fond de cette sonde avec le dérivé monomérique. Nous espérions ainsi visualiser
'efficacité de cette nouvelle sonde «turn-on» in vitro pour confirmer sa possible

utilisation pour de I'imagerie in vivo.

5.1.Evaluation de la spécificité des sondes pour le récepteur OT

Afin d’évaluer la spécificité de la sonde CBT-dimere-Cy5.5 pour le récepteur OT,
nous avons incubé des cellules adhérentes HEK293 surexprimant le récepteur OT sur
lequel est fusionnée la protéine fluorescente verte (GFP-OTR-HEK293) en présence de

10 nM de sonde 41.

Apres 5 min d’'incubation a température ambiante, nous pouvons observer sur la
Figure 50 une forte fluorescence dans le canal de la Cy5.5 (excitation: 635 nm;
émission : 650 a 800 nm). Cette fluorescence des sondes colocalise parfaitement avec la
fluorescence mesurée dans le canal de la GFP (excitation : 488 nm ; émission : 500 a 580
nm). La différence d’intensité de fluorescence des cellules, dans le canal de la GFP,
s’explique par des variations au niveau de I'expression du récepteur OT a la surface des
cellules. Cette variation d’intensité se retrouve dans le canal de la Cy5.5 et correle
parfaitement avec le signal de la GFP. Nous pouvons donc en déduire que la liaison de la
sonde a la membrane semble bien proportionnelle au niveau d’expression du récepteur.
Afin de confirmer cette spécificité de la sonde pour le récepteur OT, nous avons réalisé
un test de compétition en additionnant un exces de ligand CBT non-fluorescent (200
équiv.). Comme le montre la Figure 51, I'excés de CBT non-fluorescente déplace
completement la sonde de la membrane, confirmant ainsi la spécificité de la sonde CBT-

dimere-Cy5.5 pour son récepteur. Par conséquent, la sonde dimere-Cy5.5 41 pourra étre
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injectée chez la souris afin de suivre, in vivo, sa biodistribution ainsi que ses interactions

ligand /récepteur.

GFP

Cyanine 5.5

30 um

Dimere 10 nM +

Dimere 10 nM CBT

Figure 51. Evaluation in cellulo de la sonde CBT-dimere-Cy5.5 41 sur des cellules GFP-
OTR-HEK293. Les interactions avec le récepteur sont visibles apres 5 min d’incubation
des cellules a température ambiante en présence de 10 nM de sondes. La spécificité de la
sonde CBT-dimere-Cy5.5 pour le récepteur OT a pu étre observée apres incubation d'un
mélange de sonde 41 et de ligand CBT non-fluorescent mis en en exces (200 équiv.).

Les mémes études in cellulo ont été réalisées pour la sonde CBT-monomere-Cy5.5
44. Comme nous pouvons le voir sur la Figure 52, cette sonde est completement
déplacée apres ajout d'un exces de ligand CBT non-fluorescent (200 equiv.). Ce résultat
nous permet de confirmer la spécificité de la sonde CBT-monomere-Cy5.5 44 pour le
récepteur OTR et donc de valider également son utilisation en tant que contrdle pour

des futures études in vivo.
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Figure 52. Evaluation in cellulo de la sonde CBT-monomere-Cy5.5 44 sur des cellules
GFP-OTR-HEK293. Les interactions avec le récepteur sont visibles apres 5 min
d’incubation des cellules a température ambiante en présence de 10 nM de sondes. La
spécificité de la sonde CBT-monomere-Cy5.5 pour le récepteur OT a pu étre observée
apres incubation d’'un mélange de sonde 44 et de ligand CBT non fluorescent mis en en
exces (200 équiv.).

5.2.Evaluation de la capacité de la sonde CBT-dimeére-Cy5.5 a faire

internaliser le récepteur OT

Afin de confirmer que l'insertion d’une pince fluorescente sur la CBT ne modifie
pas l'activité agoniste de ce ligand, nous avons mesuré sa capacité a faire internaliser
son récepteur OT. Pour ce faire, nous avons incubé a 37 °C les cellules GFP-OTR-HEK293

en présence de 10 nM de sonde CBT-dimere-Cy5.5 41 pendant 5 min ou 30 min.

Comme nous pouvons le voir sur la Figure 53, aprés 5 min d’incubation a 37 °C
nous avons un signal uniquement membranaire de la sonde qui colocalise avec le signal
des récepteurs OT marqués par la GFP. Quand les cellules sont incubées avec la sonde
pendant 30 min, nous pouvons observer que la sonde entraine l'internalisation du
récepteur. Cette internalisation est caractérisée par la diminution du signal
membranaire et l'apparition de petits spots lumineux a l'intérieur des cellules qui
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colocalisent, en partie, entre le canal de la GFP et celui de la Cy5.5. Nous pouvons ainsi
confirmer que l'introduction du dimere-Cy5.5 sur le ligand CBT permet au peptide de

conserver sa fonction d’agoniste sur I'internalisation du récepteur OTR.

GFP

Cyanine 5.5

Superposition

5 min a 37 °C 30 mina37°C

Figure 53. Evaluation in cellulo de la sonde CBT-dimere-Cy5.5 41 sur des cellules GFP-
OTR-HEK293. L’internalisation du récepteur est visible apres 30 min d’incubation des
cellulesa 37 °C en présence de 10 nM de sondes.

5.3.Evaluation de I'effet « turn-on » in cellulo

L’effet « turn-on » de notre pince a également été évalué in cellulo. Pour cela, nous
avons incubé les cellules GFP-OTR-HEK293 en présence de 500 nM de CBT-dimeére-
Cy5.5 41 ou de CBT-monomere-Cy5.5 44 pendant 5 min a température ambiante.

Comme nous pouvons l'observer sur la Figure 54, a 500 nM aucun bruit de fond

en solution n’apparait pour les sondes dimeéres alors que les sondes monomeres
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présentent une importante fluorescence dans le milieu extracellulaire. Cette
fluorescence dans le tampon est méme proche du signal spécifique des membranes,
masquant alors ce dernier. Comme vu lors des études de spectroscopie, en solution
aqueuse, les dimeres se trouvent dans un état d’agrégation intramoléculaire et s’auto-
quenchent, ne contribuant pas au signal de bruit de fond, contrairement aux monomeres.
Apres s’étre liés aux récepteurs membranaires, I'environnement des sondes doit étre
beaucoup plus hydrophobe, ce qui conduit au désassemblage des dimeres et donc a
'activation de leur fluorescence (effet « turn-on »). Nous confirmons ainsi le potentiel
prometteur des sondes dimeres-Cy5.5 a diminuer considérablement le bruit de fond en

solution permettant une amélioration conséquente du rapport signal /bruit.
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Figure 54. Evaluation de l'effet « turn-on» de la sonde CBT-dimeére-Cy5.5 41 par
rapport a la sonde CBT-monomere-Cy5.5 44 sur des cellules GFP-OTR-HEK293 apres 5
min d’incubation des cellules a température ambiante en présence de 500 nM de sondes.
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6. Evaluation biologique in vivo des sondes dimeéres et monomeéres

Aprés avoir montré l'efficacité de nos sondes «turn-on» pour l'imagerie
cellulaire du récepteur OT, nous avons voulu évaluer leur potentiel pour I'imagerie de ce
récepteur in vivo. Ces sondes ont donc été administrées chez la souris afin de démontrer,
pour la premiere fois, l'intérét d’utiliser des sondes «turn-on» pour le suivi de la
biodistribution d’'un peptide in vivo. Pour cela, nous avons choisi d’administrer le
composé dans des souris allaitantes, 11 jours apres leur accouchement. En effet, la forte
expression des récepteurs OT dans les glandes mammaires de souris est reportées
comme étant maximale plusieurs jours apres la mise bas.'8? En vue de montrer la
spécificité de la sonde pour son récepteur nous avons également choisi de réaliser une
expérience de compétition en administrant un excés de ligand CBT non-fluorescent
avant 'administration de la sonde. Enfin, nous avons également choisi d’administrer la
sonde monomere dans le but de comparer l'efficacité et le rapport signal/bruit par

rapport a la sonde dimere.

La sonde CBT-dimeére-Cy5.5 41 a donc été injectée par voie intraveineuse a une
dose de 7.5 nmol dans des souris allaitantes, 11 jours apres leur accouchement. Pour les
expériences de compétition, le ligand CBT non-fluorescent a été injecté en exces (60
équiv.) 5 min avant 'administration de la sonde. Les expériences ont été répétées sur
trois souris différentes pour chaque parametre évalué. Juste apres l'imagerie des 30
minutes, certains organes des souris ont été prélevés afin de pouvoir comparer plus
précisément la biodistribution des sondes. La sonde CBT-monomeére-Cy5.5 44 a été

administrée dans les mémes conditions pour nous servir de controle.

Nous pouvons observer sur la Figure 55 que la sonde dimére permet d'imager de
maniere tres précise les glandes mammaires puisque nous avons apparition nette d'un
signal de fluorescence sur les dix mamelles de la souris. Le foie est également tres
fluorescent, mais cette fluorescence est trés probablement due a une accumulation non
spécifique classique de la sonde dans cette organe comme il I'a déja été décrit pour les
sondes fluorescentes dérivées de cyanine 5.198 Nous pouvons également constater que

lorsque nous effectuons la compétition avec I'exces de ligand CBT non-fluorescent, nous

143



le signal de la sonde dimeére s’éteint sur les dix mamelles. Ces résultats mettent en avant
la capacité de la sonde CBT-dimere-Cy5.5 a rester spécifique du récepteur OT in vivo. Par
ailleurs, nous pouvons observer que le signal résultant de la sonde dimérique est
beaucoup plus spécifique du récepteur OT que celui obtenu avec la sonde monomérique
qui présente un signal beaucoup plus diffus, avec unimportant bruit de fond. Cette
observation démontre l'efficacité de la sonde dimere a produire un effet « turn-on »
méme in vivo, lui permettant ainsi d’étre éteinte dans la circulation sanguine
contrairement a la sonde monomere. Grace a l'utilisation du systeme en pince, nous
confirmons lI'importante amélioration du rapport signal/bruit que nous souhaitions

obtenir.

CBT-dimére-Cy5.5 CBT-dimeére-Cy5.5 CBT-monomere-Cy5.5
(7.5 nmol) (7.5 nmol) + CBT (20 eq) (7.5 nmol)

10002 10235

Figure 55. Evaluation des sondes CBT-dimere-Cy5.5 41 et CBT-monomere-Cy5.5 44
aprés administration intraveineuse de 7.5 nmol dans des souris allaitantes. Pour
I'expérience de compétition, 60 équivalents de ligand CBT non-fluorescent ont été
administrés 5 min avant 'administration de la sonde. Les images ont toutes été réalisées
30 min aprés administration de la sonde. Certains organes ont été prélevés juste apres
I'imagerie a 30 min : mammelle (1), glande mammaire (2), rein (3), cerveau (4), rate (5),
cornes utérines (6), foie (7) et poumons (8).
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Par ailleurs, la spécificité de la sonde dimere pour le récepteur OT a été confirmée
par I'étude de la biodistribution sur des organes isolés (Figure 55). En effet, nous
pouvons observer une extinction du signal de fluorescence sur les mamelles et les
glandes mammaires apres compétition avec l'exces de ligand CBT. Nous pouvons
également constater que le foie reste éclairé apres compétition avec le ligand CBT, ce qui
confirme bien I'accumulation non spécifique de la sonde dans le foie. De plus, les reins, le
cerveau, les poumons, la rate et les cornes utérines ne présentent aucun signal de

fluorescence traduisant ainsi une absence d’interaction de nos sondes dans ces organes.

Par conséquent, 'administration de ces sondes chez la souris allaitante nous a
permis de valider leur utilisation pour le suivi in vivo de la spécificité du ligand CBT pour
le récepteur OT qui est surexprimé dans les glandes mammaires de souris allaitantes.
Nous avons ainsi pu mettre en évidence que 'utilisation de sonde « turn-on » permet
effectivement bien d’augmenter le rapport signal/bruit in vivo et d’'imager tres
précisément linteraction ligand/récepteur. En effet, une simple expérience de
compétition nous a permis de déplacer le ligand fluorescent lié au récepteur et de

mettre ainsi en avant la spécificité d'un ligand pour son récepteur in vivo.

7. Conclusion et perspectives

Suite a 'ensemble des résultats de cette étude, nous avons pu démontrer I'intérét
des sondes «turn-on» Cy5.5 dérivées du ligand carbétocine pour le suivi des
interactions CBT/récepteur OT in vitro et in vivo sans passer par des étapes de rincage
des ligands non-liés qui sont longues, coliteuses et impossibles a réaliser in vivo. Cette
technique nous a permis de suivre la liaison spécifique de notre peptide a la fois in
cellulo et in vivo avec une excellente sensibilité dénuée de bruit de fond. En validant
notre concept sur le ligand CBT, nous avons pu confirmer la forte expression des
récepteurs OT au niveau des glandes mammaires. Nous pouvons maintenant envisager,
en perspectives, l'utilisation de ces sondes sur d’autres ligands tels que nos
fluoropeptides. Cet outil nous permettrait de suivre in vivo la biodistribution des
fluoropeptides ainsi que leur possible accumulation et leur voie d’élimination. Nous

souhaitons également synthétiser des sondes « turn-on » dérivées de lipopeptides pour
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comparer, in vivo, la biodistribution de peptides stabilisés par une F-chaine ou une H-
chaine. Nous espérons ainsi pouvoir mettre en évidence in vivo les fortes interactions
non-spécifiques observées avec la lipoapéline in cellulo. L’intérét ultime de ces sondes
« turn-on » dérivées de fluoropeptides serait de pouvoir suivre in vivo la biodistribution
de peptides instables, ce qui était impossible a réaliser au préalable en seulement
quelques minutes. Nous pourrions ainsi identifier de nouvelles zones d’expression de
récepteurs pour un ligand donné et découvrir de nouveaux roles physiologiques pour ce

ligand, avec potentiellement de nouvelles applications thérapeutiques.
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Conclusion Générale
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Au cours des derniéres années, les peptides sont de plus en plus utilisés pour des
applications médicales. Cet intérét pour le développement de peptides thérapeutiques
s’explique par le fait que les peptides sont des molécules de la régulation cellulaire tres
sélectives et efficaces qui se lient de maniére spécifique a un récepteur cellulaire comme
par exemple les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). Les RCPG représentent une
famille de choix pour le développement de nouveaux agents thérapeutiques puisque
30% des médicaments actuellement sur le marché ciblent un de ces récepteurs.
Cependant, les peptides sont rarement directement utilisables en tant qu’agent
thérapeutique car ils présentent, la plupart du temps, une trés faible stabilité

plasmatique.

L’objectif principal de ma thése était donc de développer une nouvelle méthode
pour augmenter la stabilité plasmatique et I'activité biologique de peptides ayant pour
cibles les RCPG. En se basant sur les propriétés uniques des F-chaines, nous avons
proposé leur incorporation dans la séquence d'un peptide endogene afin de contraindre
le peptide a s’organiser en solution aqueuse et ainsi a étre protégé de la protéolyse.
L’apeline-17 a été sélectionnée comme peptide modeéle pour ses propriétés
thérapeutiques potentiellement intéressantes pour le traitement des maladies
cardiovasculaires. Ainsi, nous avons pu mettre en évidence que l'introduction d’'une F-
chaine (CsFi7) en partie N-terminale du peptide permettait d’augmenter
considérablement la stabilité plasmatique du peptide natif de 4 min a plus de 24 h sans
modifier son affinité pour son récepteur ni son activité fonctionnelle. Nous avons
également montré qu’en diminuant la longueur de la F-chaine il était possible de
moduler tres finement la stabilité plasmatique du peptide natif. Par ailleurs, afin de
démontrer l'efficacité de notre approche, nous avons également préparé la lipoapeline
correspondante qui comporte une H-chaine palmitoyle habituellement utilisée pour
stabiliser les peptides. Cela nous a permis de mettre en évidence que la fluoroapeline
présentait un pouvoir hémolytique et une activité pro-inflammatoire inférieurs a ceux
de la lipoapeline ainsi qu'une meilleure sélectivité vis-a-vis du récepteur de I'apeline.
Enfin, I’évaluation des deux composés dans un modeéle de rats normotendus a montré
une meilleure efficacité de la fluoroapeline a induire une diminution de la pression

artérielle.
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Nous nous sommes ensuite intéressés au mécanisme de stabilisation plasmatique
de la fluoroapeline. Ainsi, nous avons pu montrer que la fluoroapeline était capable de
s’auto-organiser en agrégats réversibles et de taille homogene (100 nm) dans différents
milieux aqueux (PBS ou NaCl 0.9%) a des concentrations supérieures a 80 uM.
Cependant, la stabilité plasmatique de la fluoroapeline a été mesurée a des
concentrations inférieures (5 pM) tendant a démontrer que cette auto-organisation ne
suffit pas a expliquer le mécanisme de stabilisation. En revanche, nous avons mis en
évidence par une méthode fluorescente originale que l'introduction d’'une F-chaine
permettait a la fluoroapeline de se lier a l'albumine circulante dans le plasma
contrairement au peptide natif. De plus, nous avons montré que la stabilité plasmatique
de la fluoroapeline était directement fonction de la longueur de la F-chaine et de son
affinité pour I'albumine. L’ensemble de ces résultats nous conforte dans I'idée que c’est
certainement cet encombrement stérique, induit par une liaison a l'albumine, qui
permet de protéger le peptide de la reconnaissance enzymatique et ainsi de prolonger
considérablement sa demi-vie plasmatique a plus de 24 h. Cette liaison a I'albumine
devrait également permettre de limiter la filtration rénale et d’augmenter ainsi la demi-

vie plasmatique in vivo.

Par ailleurs, nous avons également pu étendre le concept a d’autres peptides
ciblant les RCPG qui présentent des structures et des activités biologiques différentes de
I'apeline-17, a savoir : I'apeline-13, I'angiotensine II, I'ocytocine et la spexine. Cette étude
nous a permis de mettre en évidence que la composition structurale du peptide semble
importante pour permettre sa stabilisation lors de I'introduction d’'une F-chaine. En effet,
nous avons obtenu des stabilités de I'ordre de 24 h uniquement pour I'apeline-13 et
I'angiotensine II. L'introduction de la F-chaine sur le peptide cyclique ocytocine a permis
d’augmenter seulement d'un facteur 1.6 sa stabilité plasmatique (4 h dans le plasma
humain) tout en entrainant une perte de l'activité fonctionnelle. Ce peptide étant déja
trés contraint stériquement, il serait intéressant de rajouter un espaceur entre la F-
chaine et le peptide afin de permettre au peptide de conserver son efficacité biologique
et de pouvoir accéder aux poches de liaison de I'albumine. De méme, I'introduction de la
F-chalne sur la spexine induit seulement un faible effet sur la stabilisation plasmatique
du peptide (2.5 h dans le plasma de souris). Par contre, de maniére surprenante, la

présence de la F-chaine permet d’augmenter considérablement I'activité fonctionnelle
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de la spexine in cellulo d’un facteur 100 et in vivo d'un facteur 10 dans un modele murin
de douleur. Ces résultats prometteurs ouvrent ainsi la voie au développement potentiel
de nouveaux médicaments analgésiques qui ne passeraient pas par les récepteurs
opioides. Par ailleurs, afin d’augmenter la solubilité de la fluorospexine, un espaceur
peptidique (RGR) a été ajouté entre le peptide et la F-chalne. Cet espaceur permet non
seulement une augmentation de la solubilité de la fluorospexine d’'un facteur 10 mais
également de doubler sa stabilité plasmatique. Des études pour comprendre la
corrélation entre la nature de I'espaceur et la stabilité métabolique du peptide sont en
cours. Nous espérons ainsi améliorer notre compréhension du mécanisme de
stabilisation des F-chaines afin de développer un fluoro-espaceur qui pourrait permettre
de stabiliser différents peptides, y compris ceux qui présentent une structure peptidique

trés apolaire ou contrainte.

Enfin, dans le but de suivre la biodistribution, I'accumulation et 1’élimination des
fluoropeptides in vivo avec une excellente sensisibilité du signal, nous avons également
développé une sonde fluorescente basée sur l'introduction d’une pince «turn-on »
comportant deux cyanines 5.5 sur un ligand d’intérét. Afin de valider l'efficacité de nos
pinces « turn-on » nous sommes partis d'un peptide modele : la carbétocine. En effet, ce
ligand est connu pour se lier au récepteur OT, un récepteur impliqué notamment dans la
production du lait post-natale. Le suivi in vivo de l'interaction ligand/récepteur est donc
plus aisé puisque les souris allaitantes présentent une forte expression de récepteurs OT
dans leurs glandes mammaires. Apres avoir congu, synthétisé ces sondes et évalué leur
propriété fluorogéne, nous avons démontré leur spécificité d’interaction sur des cellules
exprimant le récepteur OT. Nous avons également pu mettre en évidence, sur ces méme
cellules, que la détection du récepteur s’effectue avec un excellent rapport signal/bruit
en raison de leur excellent caractere « turn-on ». De plus, nous avons également évalué
leur potentiel pour la détection du récepteur OT in vivo, sur un modele de souris
allaitantes présentant une sur-expression du récepteur OT au niveau des glandes
mammaires. Nous avons ainsi montré que les pinces « turn-on » permettent de détecter,
avec une grande sensibilité et spécificité, les récepteurs OT également in vivo. Apres
avoir validé l'efficacité de ces sondes « turn-on » sur le ligand CBT, nous souhaitons
maintenant évaluer cet outil sur les fluoropeptides et comparer leur biodistribution avec

celle des lipopeptides et du peptide natif. Ces résultats nous permettraient
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potentiellement de mettre en évidence, in vivo, le caractére non spécifique observé in
cellulo avec la lipoapeline ce qui pourrait expliquer les différences d’activité biologique
mesurées par rapport a la fluoroapeline. Enfin, cet outil pourrait nous permettre de
suivre le mode et la vitesse d’élimination des fluoropeptides, 'accumulation potentielle

sur certains tissus, ainsi que la détection de la cartographie des récepteurs de I'apeline.

L’ensemble des résultats présentés dans cette these montrent l'intérét de la
nouvelle stratégie de conjugaison de F-chaines sur des peptides visant les RCPG afin
d’augmenter leur stabilité métabolique et leur activité in vivo. L’étude de la
biodistribution et de la cinétique d’élimination des fluoropeptides est en cours
d’évaluation, tout comme les modes d’administration des composés (administration par
voies intrapéritonéale ou orale). Cette technologie a fait I'objet de 3 dépots de brevets et
est actuellement valorisée par le biais de la SATT conectus Alsace aupres de partenaires
industriels. Ainsi, ce nouveau concept devrait permettre de faciliter le développement de
nouveaux outils pharmacologiques et/ou agents thérapeutiques dérivés de peptides

natifs.
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Experimental Part

157



158



General methods

1. Chemical characterization

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 Hz20, v/v); either on a 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 H20, v/v).

Detection was set at 220 and 254 nm.

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).

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
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.

2. General methods for peptides synthesis

2.1. Reagents

Reagents were obtained from commercial sources and used without any further
purification. Fmoc-Lys(Boc)-OH, Boc-Lys(Fmoc)-OH, Fmoc-Lys(ivDde)-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,
Fmoc-Cys(Mmt)-OH were purchased from Novabiochem, Polypeptides and Iris Biotech.

Fmoc-protected Rink amide resin was purchased from Iris Biotech and the overall yields
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for the solid-phase syntheses were calculated based on the initial loadings provided by
the supplier (0.7 mmol.g1). 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, undecanoic acid was purchased from Acros
Organics. DY647-NHS-Ester was purchased from Dyomics GmbH. Fluorooxytocin
(compose 22) was synthesized by Stéphanie Riché in our Laboratory. Pegylated-cyanine

5.5 (Cy5.5) was synthesized by Mayeul Collot (LBP, Illkirch).

2.2. General method for automated solid-phase peptide synthesis!

Automated solid-phase peptide synthesis (SPPS) was performed using an Applied
Biosystem ABI 433A synthesizer (Appelar, 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 (0.7 mmol.g'1) using NMP as solvent. The coupling of each amino acid (10
equiv.) was carried out using HBTU (10 equiv.), and DIEA (10 equiv.). Fmoc groups were
removed using a 20% v/v solution of piperidine in NMP. Washing steps were performed
using NMP, DCM and MeOH. Each coupling and Fmoc deprotection steps were followed
by UV absorption at 301 nm. At the end of peptide synthesis, the resin was washed with
MeOH and DCM and then dried in vacuo.

2.3. General method for peptide elongation with amino acids

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 equiv.) was swollen for 1 h in DMF 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 15 min). All Fmoc-

i Performed by Nicolas Humbert (LBP, Illkirch)
ii Performed by Patrick Gizzi (PCBIS, Illkirc]i%o



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 (4 equiv.) were coupled in DMF (1 mL per 0.1
mmol of resin) for 45 min using HBTU (3.8 equiv.) and HOBt (4 equiv.) with DIEA (12
equiv.) as activating agents. The excess of solvent was removed by filtration and the

resin was washed three times with successively DMF, DCM and MeOH.

2.4. General method for the acylation of peptides with alkyl or

perfluoroalkyl chains

The resin containing the peptide sequence of interest (1 equiv.) 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. In a separate vial, DIEA (8 equiv.) was
added to a solution of the chain (2 equiv.), HBTU (1.9 equiv.), and HOBt (2 equiv.) in
DMF (1 mL per 0.1 mmol of resin). The mixture was stirred at room temperature for 1
min and was added to the resin. The mixture was shaken at room temperature for 2 h.
The solution was drained and the resin was washed with DMF, DCM, and MeOH then

dried in vacuo.

2.5. General method for peptide acetylation

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.
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2.6. General method for the monitoring of solid-phase peptide reactions

The completion was monitored with the Kaiser test199, the TNBS test299, or the chloranil
test201 as well as by analytical HPLC following cleavages of small aliquots of resin with

TFA/H20/TIS 95/2.5/2.5 (v/v/v).

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% DIPEA 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.

2.7. General method for 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/H20/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.
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2.8. General method for 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.
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Chapter I: Development of a novel method to increase peptides
plasma stability and biological activity using fluorocarbon chains:
proof of concept on model peptide apelin-17

1. Chemical synthesis

H-KFRRQRPRLSHKGPMPF-OH, 8 TFA (1)

HN NH HN NH,
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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 2.2. Resin-bound peptide (19 pmol) was then

treated 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 2.7 and 2.8, affording

the title compound (29.9 mg, 43%) as a white solid. tr = 6.68 min (>95% purity [220.8
m]); HRMS (ESI) calcd for CosH156N34020S: 2137.1956 found: 2137.1978.

CH3CO-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 2.2. Resin-bound peptide (12 pmol) was then

acylated, cleaved and purified according the general methods 2.5, 2.7 and 2.8, affording

the title compound (8.2 mg, 23%) as a white solid. tr = 6.85 min (>95% purity [220.8
m]); HRMS (ESI) calcd for CogH15sN34021S: 2179.2062; found: 2179.2024.
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CF3(CF2)3(CHz)2CO-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 2.2. 4,4,5,5,6,6,7,7,7-nonafluoroheptanoic acid
was introduced on the resin-bound peptide (12 umol) following the general method 2.4.
Finally, the peptide was cleaved and purified following the general methods 2.7 and 2.8,
affording the title compound (9.1 mg, 24%) as a white solid. tr = 8.37 min (>95% purity
[220.8 nm]); HRMS (ESI) calcd for C103H159FoN34021S: 2411.1996; found: 2411.1941.

CF3(CF2)s(CHz)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 2.2. 4,4,55,6,6,7,7,8,89,9,9-
tridecafluorononanoic acid was introduced on the resin-bound peptide (12 pmol)
following the general method 2.4. Finally, the peptide was cleaved and purified following
the general methods 2.7 and 2.8, affording the title compound (6.8 mg, 17%) as a white
solid. tr = 9.18 min (>95% purity [220.8 nm]); HRMS (ESI) calcd for C1osH159F13N34021S:
2511.1932; found: 2511.1910.
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CF3(CF2)7(CH2),CO-KFRRQRPRLSHKGPMPF-OH, 7 TFA (5)
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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 2.2. 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 2.4. Finally, the peptide was cleaved and purified following
the general methods 2.7 and 2.8, affording the title compound (48 mg, 28%) as a white
solid. t = 10.35 min (>95% purity [220.8 nm]); HRMS (ESI) calcd for
C107H159F17N34021S: 2611.1868; found: 2611.1867.

CH3(CH2)9CO-KFRRQRPRLSHKGPMPF-OH, 7 TFA (6)

Fmoc-K(Boc)FR(Pbf)R(Pbf)Q(Trt)R(Pbf)PR(Pbf)LSHK(Boc)GPMPF-Wang sequence was
synthesized following the general method 2.2. Undecanoic acid was introduced on the
resin-bound peptide (8 umol) following the general method 2.4. Finally, the peptide was
cleaved and purified following the general methods 2.7 and 2.8, affording the title
compound (6.9 mg, 28%) as a white solid. tr = 9.35 min (>95% purity [220.8 nm]);
HRMS (ESI) calcd for C107H176N34021S: 2305.3470; found: 2305.3521.
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CH3(CH2)14CO-KFRRQRPRLSHKGPMPF-OH, 7 TFA (7)
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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 2.2. Hexadecanoic acid was introduced on the
resin-bound peptide (19 pmol) following the general method 2.4. Finally, the peptide
was cleaved and purified following the general methods 2.7 and 2.8, affording the title
compound (15.9 mg, 26%) as a white solid. tr = 10.88 min (>95% purity [220.8 nm]);
HRMS (ESI) calcd for C112H186N34021S: 2375.4253; found: 2375.4292.

2. Solubility evaluationii

Solubility in HEPES buffered saline (10 mM Hepes and 145 mM NaCl, pH 7.4) was
evaluated by first dissolving the compounds in DMSO to obtain stock solutions at 10 mM.
The stock solutions were diluted to a final concentration of 1 mM in HEPES buffered
saline. Samples were stirred for 1 min and sonicated for 1 min. After centrifugation at
4000 rpm for 2 min, the concentration in the supernatant was measured by an HPLC
procedure using a calibration curve established. The experiments were performed in

duplicate.

3. Pharmacological characterization

3.1. Membrane preparations and radioligand binding experiments'i

Membrane preparations from CHO cells stably expressing the wild-type human apelin

receptor were purchased from PerkinElmer (Wellesley, MA, USA). Membranes from CHO

ii Performed by Patrick Gizzi (PCBIS, Illkirch)
i Performed by Xavier Iturioz (College de France, Paris)
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cells stably expressing the rat apelin receptor-EGFP were prepared as described
previously.292 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 [125]]-

pE13F at different concentrations.

3.2. cCAMP assayv

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
(10-1* 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.

3.3.Plasmatic stability assay’

Plasmatic stability was determined in mouse serum at 37 °C after 1 h, 4 h and 24 h. For each

compound, a 10 mM DMSO stock solution was diluted in DMSO to a final concentration of

500 pM. This solution was again diluted in mouse serum to a final concentration of 5 pM.

The mixture was divided into two aliquots of a final volume solution of 200 pL. The

incubation of each aliquot was stopped at to, 1 h, 4 h or 24 h by taking 70 uL of the

supernatant and by adding 175 pL of ice cold MeCN. Each sample was frozen and stored at -

80 °C. After defrosting, samples were stirred for 3 min, sonicated for 1 min, and then

centrifuged 5 min at 15 000 g and 4 °C before LC-MS/MS analysis. The percentage of the test

V performed by Xavier Iturioz (Collége de France, Paris)
v Performed by Patrick Gizzi (PCBIS, Illkirch)
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compound that remained relative to that present at to 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 compound remaining (%) against time,

assuming first-order kinetics. Native apelin-17 was used as positive control.

4. Toxicological evaluation

4.1. Cell culturevi

Cell media and supplements were purchased from Sigma Aldrich (Saint Louis, MO). RAW
264.7 (ATCC® TIB-71™) cells were cultured in DMEM high glucose (4.5 g/L) with
stabilized glutamine supplemented with 5% (v/v) of heat decomplemented fetal calf
serum (FCS), Penicillin (100 U/mL) and Streptomycin (100 pg/mL) (refered as complete
medium) at 37 °C with 5% CO2, 95% humidity. HEK293 cells expressing or not ApelinR
were grown in RPMI with stabilized glutamine supplemented with 10% (v/v) of heat
decomplemented fetal calf serum (FCS), Penicillin (1000 U/mL) and Streptomycin (100
ng/mL) at 37 °C with 5% CO2, 95% humidity.

4.2.Cell viability assaysVii

The cytotoxic effects of apelin compounds on RAW 264.7 cells were evaluated by
measuring cell metabolitic activity using MTS assay (Promega, Madison, WI). MTS is
composed of tetrazolium compound associated with an electron-coupling reagent
(phenazine methosulfate). MTS is bioreduced by dehydrogenase enzymes found in
metabolically active cells so that the quantity of formazan produced as measured by
absorbance at 490 nm is directly proportional to cell viability. 50 000 cells per well were
seeded in 96-well plates in 100 pL of complete medium. After 24 h, compounds to test
were added to cells and the incubation was continued for 24 h at 37 °C (5% COz). 20 pL
of MTS (Promega Corporation, Madison, WI) were then added to each well. After 1 h of
incubation at 37 °C, absorbance was measured at 490 nm (SP200, Safas, Monaco). The

absorbance of the blank (complete medium + MTS) was subtracted from the values of

vi Performed by Cendrine Seguin (CAMB, Illkirch)
vii Performed with the help of Cendrine Seguin (CAMB, Illkirch)
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each well. The absorbance of non-treated cells was considered as 100% of viability. The
percentage of viability was calculated using the following formula:

% viable cell = [absorbance (treatment) / absorbance (100% viability) x 100].

4.3. Assessment of TNF-a productionii

The cytotoxic effects of apelin compounds on RAW 264.7 cells were also evaluated by
measuring the TNF-a concentration in cell supernatants. 50 000 RAW 264.7 cells per
well were seeded in 96-well plates in 100 pL of complete medium. After 24 h, cells were
exposed to the different compounds during for another day at 37 °C (5% COz). TNF-«a
concentration in cell supernatants was evaluated by ELISA (n=3) using commercially

available reagents and following the manufacturer instructions.

Briefly, capture antibody was diluted to 1 ug/mL in a 0.05 M carbonate/bicarbonate
buffer pH 9.6. 50 pL of this solution was added per well in a 96-well plate in order to
coat the plate surface during one night at 4 °C. Capture antibody was blocked with PBS +
0.05% Tween 20 + 1% BSA (1 h, 37 °C). Samples were then diluted 10 times with PBS
and incubated with capture antibody (2 h, 37 °C). Then, detection antibody was diluted 1
000 times to 0.5 pg/mL in PBS + 0.05% Tween 20 + 1% BSA (1 h, 37 °C). Avidin HRP
diluted 50 000 times was then introduced (45 min, 37 °C) and the revelation was
conducted by adding a solution of 1.25 mM of tetramethylbenzidine and 13.05 mM of
H202in 0.1 M citrate buffer pH 5. Revelation was finally stopped by addition of 1 M HCI

and absorbance was immediately measured at 450 nm.

4.4.Hemolysis experimentsi*

Prior to the experiment, sheep red blood cells (RBC) (Eurobio, Courtaboeuf, France)
were recovered by centrifugation at 700 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 106 cells per well in
100 pL. Solutions of peptides at different concentrations in Hepes buffered saline (100

viii Performed with the help of Cendrine Seguin (CAMB, Illkirch)
ix Performed with the help of Béatrice Heurtault (CAMB, Illkirch)
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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.

5. Invivo evaluation

5.1.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.

5.2. 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).

x Performed by Adrien Flahault (College de France, Paris)
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Chapter II: Synthesis of fluorescent probes for the study of
ligand/receptor interaction and intracellular trafficking of
fluoropeptides

1. Chemical synthesis

(S)-benzyl-2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-6-((tert-

butoxycarbonyl)amino) hexanoate (8)

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 isolated by filtration, 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 NazSOa,
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%). tr = 6.31 min (>95% purity [220.8 nm]); 'H NMR (400 MHz, CDCls)
§ ppm 7.78 (d, ] = 7.78 Hz, 2 H), 7.61 (br d, ] = 7.53 Hz, 2 H), 7.45 - 7.28 (m, 9 H), 5.45 -
5.34 (m, 1 H), 5.20 (q,/ = 12.13 Hz, 2 H), 4.51 (brs, 1 H), 4.47 - 4.33 (m, 3 H), 4.27 - 4.18
(m, 1 H), 3.07 (brs, 3 H), 1.86 (br d, /= 9.79 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, , CDCI3) § ppm 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.
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(S)-benzyl-2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-6-aminohexanoate-hydro
chloride (9)

.
CL;NMIHiO

Compound 8 (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
oil (432 mg, 1.07 mmol, 100%). tr = 4.47 min (>95% purity [220.8 nm]); 'H NMR (400
MHz, DMSO-de) § ppm 7.95 - 7.80 (m, 4 H), 7.72 (br d, J=7.03 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, 1 H), 4.38 - 4.18 (m, 2 H), 4.15 - 3.92
(m, 1 H), 3.34 (s, 1 H), 2.73 (br d, J=5.52 Hz, 1 H), 1.81 - 1.17 (m, 5 H); 13C NMR (126 MHz,
DMSO-ds) 6 ppm 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.

(S)-Benzyl-2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-6-(2-(1,2,2-tris(tert-butoxy
carbonyl) hydrazinyl)acetamido)hexanoic acid (10)

Compound 9 (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 NazSO4,
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,
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76%). tr = 7.27 min (>97% purity [220.8 nm]); mp 67-69 °C; H NMR (400 MHz, DMSO-
ds) 8 ppm 7.93 - 7.84 (m, 2 H), 7.80 (br d, J=6.53 Hz, 1 H), 7.71 (br d, J=6.78 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 (br's, 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); 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) § ppm 167.4 , 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, 82.5, 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 (11)

Compound 10 (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 isolated by
filtration 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 (412 mg, 0.56
mmol, 86%). tr = 6.25 min (>97% purity [220.8 nm]); mp 108-110 °C; 'H NMR (400 MHz,
DMSO-ds) 8 ppm 7.89 (d, J=7.28 Hz, 3 H), 7.72 (br d, J=6.78 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=6.02 Hz, 1 H), 1.60 (br d, J=4.27 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=6.65 Hz, 2 H); 13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) &
ppm 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.
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CH3CO-K(COCH;NH-NH:2)-FRRQRPRLSHKGPMPF-OH, 7 TFA (12)

Fmoc-FR(Pbf)R(Pbf)Q(Trt)R(Pbf)PR(Pbf)LSHK(Boc)GPMPF-Wang sequence was
synthesized following the general method 2.2. The resin-bound peptide (13 umol) 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(Boc)z-
Aza-Gly-OH 11 (2 equiv.) was performed using HBTU (1.9 equiv.), HOBt (2 equiv.), and
DIEA (8 equiv.) 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 2.5, 2.7 and 2.8, affording the title compound
(9.1 mg, 23%) as a white solid. tr = 6.94 min (>95% purity [220.8 nm]); MS (ESI):
[M+H]* calcd 2252.2; found 2252.2.

CF3(CF2)7(CH2)2CO-K(COCH,NH-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 2.2. The resin-bound peptide (13 umol) 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(Boc)s-
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Aza-Gly-OH 11 (2 equiv.) was performed using HBTU (1.9 equiv.), HOBt (2 equiv.), and
DIEA (8 equiv.) 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. 44,5,5,6,6,7,7,8,8,99710,10,11,11-
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 2.7 and 2.8, affording the title compound (6.2 mg, 16%) as a white solid.
tr = 10.19 min (>95% purity [220.8 nm]); MS (ESI): [M+H]* calcd 2684.2; found 2684.2.

CH3(CH2)14CO-K(COCH2NH-NHz)-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 2.2. The resin-bound peptide (13 umol) 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(Boc)z-
Aza-Gly-OH 11 (2 equiv.) was performed using HBTU (1.9 equiv.), HOBt (2 equiv.), and
DIEA (8 equiv.) 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 2.4. Finally, the peptide was cleaved and
purified following the general methods 2.7 and 2.8, affording the title compound (7.3 mg,
17%) as a white solid. tr = 11.17 min (>95% purity [220.8 nm]); MS (ESI): [M+H]* calcd
2448.4; found 2448.4.
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CH3CO-K(COCH;NH-NH-DY647)-FRRQRPRLSHKGPMPF-OH, 6 TFA (15)

Ho HO !

N HaN NH HN NH, @ﬁ‘g/ojﬁﬁr

' pdad et
o ‘ KH)L J/HL N¢ 2 H JLN HJLNQ

N N
HoN o go° \Q7
Nw N/YNH H,N NH

Compound 12 (0.37 umol, 1 equiv.) 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 NaHPO4 0.2 M. A
solution of DY-647P1-NHS-Ester (1.1 equiv.) 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
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.min1) 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 (1.1 mg, 82%) as a blue solid. tr = 8.31 min (>95% purity [220.8 nm]);
HRMS (ESI) calcd for C141H204N38030S3: 2919.4611; found: 2919.4613.

CF3(CF2)7(CH2)2C0-K(COCH;NH-NH-DY647)-FRRQRPRLSHKGPMPF-OH, 6 TFA (16)
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Compound 13 (0.37 umol, 1 equiv.) 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 NaHPO4 0.2 M. A
solution of DY-647P1-NHS-Ester (1.1 equiv.) 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 pm, 10
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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 (1.2 mg, 80%) as a blue solid. tr = 10.77 min (>95% purity
[220.8 nm]); HRMS (ESI) calcd for C143H203F17N38030S3: 3351.4418; found: 3351.4385.

CH3(CH2)14CO-K(COCH;NH-NH-DY647)-FRRQRPRLSHKGPMPF-OH, 6 TFA (17)
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Compound 14 (0.37 pumol, 1 equiv.) 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 NaHPO4 0.2 M. A
solution of DY-647P1-NHS-Ester (1.1 equiv.) 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 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 (1.3 mg, 92%) as a blue solid. tr = 11.57 min (>95% purity
[220.8 nm]); HRMS (ESI) calcd for C148H230N38030S3: 3115.6802; found: 3115.6812.

2. Pharmacological characterization: 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 as described

previously.292 Membrane preparations (1-5 g total mass of (PerkinElmer) in binding

xi Performed by Xavier Iturrioz (College de France, Paris)
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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 [125]]-pE13F at different concentrations.

3. Fluorescence spectroscopy and microscopy

3.1. 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.

3.2.Fluorescence experimentsxii

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
native apelin 17 at 1 pM 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 15, 16 and 17, 405/415-490
for the Hoechst fluorescence and 488/500-580 nm for the GFP fluorescence.

xii Cell-culture was performed by Christel Valencia (PCBIS, Illkirch)
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3.3.Flow cytometry assayxiii

Wild-type HEK293 cells (1.5 x 10° per mL) were incubated at 4 °C for 25 min with the
fluorescent peptides 15, 16 and 17 at 100 nM. Cells were washed with PBS, detached,
resuspended in PBS and then analyzed on a FACSCalibur (BD, Franklin Lake, NJ, USA)
using CellQuest Software (BD) for data acquisition and Flow]o Software (Flow]Jo Inc) for

data analysis.

xiii Performed with the help of Cendrine Seguin (CAMB, Illkirch)
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Chapter III: Understand the mechanism of plasma stability of
fluoropeptides

1. Chemical synthesis

CF3(CF2)3(CH2)2CO-K(COCH>NH-NH;)-FRRQRPRLSHKGPMPF-OH, 7 TFA (18)
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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 2.2. The resin-bound peptide (18 umol) 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(Boc)s-
Aza-Gly-OH 11 (2 equiv.) was performed using HBTU (1.9 equiv.), HOBt (2 equiv.), and
DIEA (8 equiv.) 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 2.4. Finally, the
peptide was cleaved and purified following the general methods 2.7 and 2.8, affording
the title compound (8.9 mg, 15%) as a white solid. tr = 8.61 min (>95% purity [220.8
m]); MS (ESI): [M+H]* calcd 2485.7; found 2485.
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CF3(CF2)3(CHz2)2C0-K(COCH2;NH-NH-DY647)-FRRQRPRLSHKGPMPF-OH, 6 TFA (19)
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Compound 18 (0.37 pmol, 1 equiv.) 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 NaHPO4 0.2 M. A
solution of DY-647P1-NHS-Ester (1.1 equiv.) 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 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 (0.21 mg, 15%) as a blue solid. tr = 9.36 min (>95% purity
[220.8 nm]); HRMS (ESI) calcd for C139H203F9N38030S3: 3152.4546; found: 3152.4736.

2. Physico-chemical characterization

2.1.Evaluation of the Critical Aggregation Concentration (CAC)

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
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.
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2.2.Dynamic Light Scattering measurement

The average diameter of particles was measured at 25 °C by dynamic light scattering
using a Zetasizer Nano-ZS (Malvern instruments, Orsay, France) with a scattering angle
of 173°. The stock solutions of peptides at 10 mM in water (MilliQ) were diluted either
in water (MilliQ), NaCl 0.9% or in PBS to a final concentration of 1 mM. The experience
was performed in triplicate. The polydispersity index (PDI) reflects the size distribution
of the organizations. It indicates a monodispersed diameter distribution when its value

is inferior to 0.3.

3. Fluorescence polarization albumin binding assay*"

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 (25 °C). The polarization degree was measured with an excitation
wavelength set at 620 nm, and an emission wavelength set at 688 nm. All titrations were
performed by adding increasing amounts of proteins (with final concentrations ranging
from 0 to 100 pM) to a fixed concentration of fluorescent compounds (0.25 uM) 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.

The binding affinity of the fluorescent compounds for the proteins was expressed as
dissociation constant (Kq = 1/Kass) and was calculated by fitting the sigmoid dose-
dependent change in fluorescence polarization as a function of protein concentration in

Microsoft Excel solver and using the following equations:

Ka
P+ Lf<—— PL (D

xiv Performed with the help of Romain Hany (PCBIS, Illkirch)
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[Py

Ke= = (2)
[P,] = [P] + [PL] (3)
[L:] = [Ls] + [PL] (4)

Where [P], [Ls] 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 (Fp) is described by:

_ [Ld-1L]

F,
b [Le]

(5)

Substituting Eq. (3) and (4) into Eq. (2) and (5) we obtain:

o Kat [Ld + [Pl = Y(Kq + [L] + [RD? — 4[LJ[R]
b 2[L]
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Chapter IV: Extension of the concept to other peptides targeting
GPCRs

1. Chemical synthesis

CF3(CF2)7(CH2)2C0-QRPRLSHKGPMPF-OH, 4 TFA (20)
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Fmoc-Q(Trt)R(Pbf)PR(Pbf)LSHK(Boc)GPMPF-Wang sequence was synthezied following
the general method 2.2. 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 (16 pmol) following the general method
2.4. Finally, the peptide was cleaved and purified following the general methods 2.7 and
2.8, affording the title compound (18.9 mg, 48%) as a white solid. tr = 11.05 min (>95%
purity [220.8 nm]); HRMS (ESI) calcd for CgoH114F17N23017S: 2023.8212; found:
2023.8275.

CF3(CF2);(CH2)2CO-DRVYIHPF-OH, 2 TFA (21)
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Fmoc-D(tBu)R(Pbf)VY(tBu)IHPF-Wang sequence was synthesized following the general
method 2.2. 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 (50 pumol) following the general method 2.4.
Finally, the peptide was cleaved and purified following the general methods 2.7 and 2.8,
affording the title compound (41.4 mg, 47%) as a white solid. tr = 12.94 min (>95%
purity [220.8 nm]); HRMS (ESI) calcd for Ce1H74F17N13013: 1519.5258; found:
1519.5231.
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H-NWTPQAMLYLKGAQ-NHz, 3 TFA (23)
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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 2.2. The resin-bound peptide (46 umol) 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 2.7 and 2.8,
affording the title compound (25 mg, 31%) as a white solid. tr = 8.24 min (>95% purity
[220.8 nm]); HRMS (ESI) calcd for C74H114N20019S: 1618.8290; found: 1618.8303.

CF3(CF2)7(CH2):CO-NWTPQAMLYLKGAQ-NH,, 2 TFA (24)
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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 2.2. 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 2.4. Finally, the peptide was cleaved and purified following
the general methods 2.7 and 2.8, affording the title compound (26 mg, 26%) as a white
solid. tr = 13.60 min (>95% purity [220.8 nm]); HRMS (ESI) calcd for CesH117F17N20020S:
2092.8202; found: 2092.8187.
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CF3(CF2)3(CHz):C0-RGRNWTPQAMLYLKGAQ-NH, 4 TFA (25)
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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 2.2. Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Gly-OH and
Fmoc-Arg(Pbf)-OH were introduced on the resin-bound peptide (36 umol) 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 2.4. Finally, the peptide was cleaved
and purified following the general methods 2.7 and 2.8, affording the title compound (17
mg, 18%) as a white solid. tr = 10.09 min (>95% purity [220.8 nm]); HRMS (ESI) calcd
for CosH144F9N29023S: 2262.0567; found: 2262.0547.

CF3(CF2)s(CH2):CO-RGRNWTPQAMLYLKGAQ-NH, 4 TFA (26)
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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 2.2. Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Gly-OH and
Fmoc-Arg(Pbf)-OH were introduced on the resin-bound peptide (39 umol) following the
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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 2.4. Finally, the peptide was
cleaved and purified following the general methods 2.7 and 2.8, affording the title
compound (9.1 mg, 8.6%) as a white solid. tr = 10.40 min (>95% purity [220.8 nm]);
HRMS (ESI) calcd for Co7H144F13N29023S: 2362.0503; found: 2362.0477.

CF3(CF2)7(CH2):CO-RGRNWTPQAMLYLKGAQ-NH3, 4 TFA (27)
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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 2.2. Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Gly-OH and
Fmoc-Arg(Pbf)-OH were introduced on the resin-bound peptide (50 umol) following the
general method 2.3. 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 2.6 and 2.7,
affording the title compound (42.9 mg, 31%) as a white solid. tr = 11.02 min (>95%
purity [220.8 nm]); HRMS (ESI) calcd for Co9H144F17N29023S: 2462.0439; found:
2462.0502.
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CH3(CHz2)14CO-RGRNWTPQAMLYLKGAQ-NH, 4 TFA (28)
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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 2.2. Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Gly-OH and
Fmoc-Arg(Pbf)-OH were introduced on the resin-bound peptide (36 umol) following the
general method 2.3. 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 2.7 and 2.8,
affording the title compound (14.5 mg, 16%) as a white solid. tr = 12.66 min (>95%
purity [220.8 nm]); HRMS (ESI) calcd for C104H171N29023S: 2226.2823; found: 2226.2831

CH3CO-NWTPQAMLYLKGAQ-K[OC(CFz)7(CF3)]-NHz, 2 TFA (29)
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Fmoc-N(Trt)W(Boc)T(tBu)PQ(Trt)AMLY(tBu)LK(Boc)GAQ(Trt)K(ivDde)-Rink sequence
was synthesized following the general method 2.2. The resin-bound peptide (44 pmol)
was acylated following the general method 2.5. Deprotection of the ivDde protecting
group was performed in a solution of 2% (v/v) hydrazine in DMF (3 times for 3 min).

The hydrazine solution was drained off and the resin was washed three times with
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successively DMF, DCM 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 2.4. Finally, the peptide was cleaved and purified following the
general methods 2.7 and 2.8, affording the title compound (8 mg, 7.5%) as a white solid.
tr =13.11 min (>95% purity [220.8 nm]); HRMS (ESI) calcd for CozH131F17N22022S:
2262.9271; found: 2262.9268.

CH3CO-NWTPQAMLYLKGAQ-K[RGR-OC(CF2)(CF3)]-NHz, 4 TFA (30)

4TFA

Fmoc-N(Trt)W(Boc)T(tBu)PQ(Trt)AMLY(tBu)LK(Boc)GAQ(Trt)K(ivDde)-Rink sequence
was synthesized following the general method 2.2. The resin-bound peptide (44 pmol)
was acylated following the general method 2.5. Deprotection of the ivDde protecting
group was performed in a solution of 2% (v/v) hydrazine in DMF (3 times for 3 min).
The hydrazine solution was drained off and the resin was washed three times with
successively DMF, DCM and MeOH. Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Gly-OH and Fmoc-
Arg(Pbf)-OH were introduced on the resin-bound peptide following the general method
2.3. 4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11-heptadecafluoroundecanoic acid was introduced
following the general method 2.4. Finally, the peptide was cleaved and purified following
the general methods 2.7 and 2.8, affording the title compound (17 mg, 13%) as a white
solid. tr = 11.10 min (>95% purity [220.8 nm]); HRMS calcd for C1o7H158F17N31025S:
2632.1494; found: 2632.1530.
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CF3CO-K(COCH;NH-NH-DY647)-CH3CO-NWTPQAMLYLKGAQ-NHz, 3 TFA (31)

HaN~NH

NH 3TFA

i S

H2N o]

Fmoc-N(Trt)W(Boc)T(tBu)PQ(Trt)AMLY(tBu)LK(Boc)GAQ(Trt)-Rink sequence was
synthesized following the general method 2.2. The resin-bound peptide (15 umol) 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(Boc)z-
Aza-Gly-OH 11 (2 equiv.) was performed using HBTU (1.9 equiv.), HOBt (2 equiv.), and
DIEA (8 equiv.) 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 2.5, 2.7 and 2.8, affording the title compound (3
mg, 13%) as a white solid. tr = 8.22 min (>95% purity [220.8 nm]); HRMS (ESI) calcd for
CsaH132N24022S: 1860.9669; found: 1860.9579.

CF3(CF2)7(CHz)2CO-K(COCH2NH-NHz)-NWTPQAMLYLKGAQ-NH,, 3 TFA (32)

3 TFA
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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 2.2. The resin-bound peptide (15 umol) was
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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(Boc)z-
Aza-Gly-OH 11 (2 equiv.) was performed using HBTU (1.9 equiv.), HOBt (2 equiv.), and
DIEA (8 equiv.) 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)5,5,6,6,7,7,8,8,99710,10,11,11-
heptadecafluoroundecanoic acid was introduced on the resin-bound peptide following
the general method 2.4. Finally, the peptide was cleaved and purified according the
general methods 2.7 and 2.8, affording the title compound (3 mg, 8%) as a white solid. tr
= 11.83 min (>95% purity [220.8 nm]); HRMS (ESI) calcd for Co3zH133F17N24022S:
2292.9476; found: 2292.9376.

CF3(CF2)7(CH2)2C0-K(COCH;NH-NHz)-RGRNWTPQAMLYLKGAQ-NHy, 5 TFA (33)
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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 2.2. Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-
Arg(Pbf)-OH were introduced on the resin-bound peptide (15 pumol) following the
general method 2.3. 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(Boc)sz-Aza-Gly-OH 11 (2 equiv.) was
performed using HBTU (1.9 equiv.), HOBt (2 equiv.), and DIEA (8 equiv.) 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.
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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 according the general methods 2.7 and 2.8, affording the title
compound (3.9 mg, 8.6%) as a white solid. tr = 10.41 min (>95% purity [220.8 nm]);
HRMS (ESI) calcd for C107H160F17N33025S: 2662.1712; found: 2662.1592.

CH3CO-K(COCH;NH-NH-DY647)-NWTPQAMLYLKGAQ-NHz, 2 TFA (34)
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Compound 31 (0.37 umol, 1 equiv.) 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 NaHPO4 0.2 M. A
solution of DY647-NHS-Ester (1.1 equiv.) 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 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 (0.45 mg, 35%) as a blue solid. tr = 9.24 min (>95% purity
[220.8 nm]); HRMS (ESI) calcd for C118H173N26030S3*: 2531.2051; found: 2531.1934.
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CF3(CF2)7(CHz2)2C0-K(COCH;NH-NH-DY647)-NWTPQAMLYLKGAQ-NHy, 2 TFA (35)

2TFA

Compound 32 (0.37 umol, 1 equiv.) 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;PO4 0.2 M. A
solution of DY-647-NHS-Ester (1.1 equiv.) 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 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 (0.55 mg, 48%) as a blue solid. tr = 12.94 min (>95% purity
[220.8 nm]); HRMS (ESI) calcd for C127H174F17N26030S3*: 2963.1858; found: 2963.1748.
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CF3(CF2)7(CH2)2C0-K(COCH2NH-NH-DY647)-RGRNWTPQAMLYLKGAQ-NHz, 4 TFA (36)

4 TFA

Compound 33 (0.37 umol, 1 equiv.) 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;PO4 0.2 M. A
solution of DY-647-NHS-Ester (1.1 equiv.) 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 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 (0.4 mg, 31%) as a blue solid. tr = 11.88 min (>95% purity [220.8 nm]);
HRMS (ESI) calcd for C141H201F17N35033S3*: 3332.4095; found: 3332.3942.

2. Solubility evaluation

Solubility of spexin derivatives was measured by dissolving the compounds in DMSO to
obtain solution stocks 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 ACN are added to the supernatant to induce

BSA precipitation. The solution was then centrifuged again for 2 min at 13 000 rpm. The
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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.

3. Pharmacological characterization

3.1. Agonist activity of fluoroapelin-13 compounds*¥

The evaluation of the agonist activity of fluoroapelin-13 compounds at the human AP]
receptor expressed in transfected CHO cells was determined by measuring their effects
on cAMP modulation using the HTRF detection method. The cells were suspended in
HBSS buffer (Invitrogen) complemented with 20 mM HEPES (pH 7.4) and 500 mM IBMX,
then distributed in microplates at a density of 1.5x10* cells/well in the presence of
either of the following: HBSS (basal control), the reference agonist at 30 nM (stimulated
control) or various concentrations (ECso determination), or the test compounds.
Thereafter, the adenylyl cyclase activator NKH 477 was added at a final concentration of
0.3 mM. Following 10 min incubation at 37 °C, the cells were lysed and the fluorescence
acceptor (D2-labeled cAMP) and fluorescence donor (anti-cAMP antibody labeled with
europium cryptate) was added. After 60 min at room temperature, the fluorescence
transfer was measured at Aex = 337 nm and Aem = 620 and 665 nm using a microplate
reader (Envison, Perkin Elmer). The cAMP concentration was determined by dividing
the signal measured at 665 nm by that measured at 620 nm (ratio). The results were
expressed as a percent of the control response to 30 nM apelin-13. The standard
reference agonist was apelin-13, which was tested in each experiment at several
concentrations to generate a concentration-response curve from which its ECso value

was calculated.

xv Performed by Eurofins Pharma Discovery Services

196



3.2. Agonist activity of fluoroangiotensin II*Vi

The evaluation of the agonist activity of fluoroangiotensin II at the human AT1 receptor
expressed in transfected HEK-293 cells was determined by measuring their effect on
cytosolic Ca?* ion mobilization using a fluorimetric detection method. The cells were
suspended in DMEM buffer (Invitrogen), then distributed in microplates at a density of
4.10# cells/well. The fluorescent probe (Fluo4 Direct, Invitrogen) mixed with probenicid
in HBSS buffer (Invitrogen) complemented with 20 mM Hepes (Invitrogen) (pH 7.4) was
then added into each well and equilibrated with the cells for 60 min at 37 °C then 15 min
at 22 °C. Thereafter, the assay plates were positioned in a microplate reader (CellLux,
PerkinElmer) which was used for the addition of the test compound, reference agonist
or HBSS buffer (basal control), and the measurements of changes in fluorescence
intensity which varies proportionally to the free cytosolic Ca?* ion concentration. For
stimulated control measurements, angiotensin-II at 30 nM was added in separate assay
wells. The results were expressed as a percent of the control response to 30 nM
angiotensin-II. The standard reference agonist was angiotensin-II, which was tested in
each experiment at several concentrations to generate a concentration-response curve

from which its ECso value was calculated.

3.3. Agonist activity of fluorooxytocin*vii

The evaluation of the agonist activity of fluorooxytocin at the human OT receptor
endogenously expressed in ECV304 cells was determined by measuring their effect on
cytosolic Ca?* ion mobilization using a fluorimetric detection method. The cells were
suspended in DMEM buffer (Invitrogen), then distributed in microplates at a density of
3.10% cells/well. The fluorescent probe (Fluo4 Direct, Invitrogen) mixed with probenicid
in HBSS buffer (Invitrogen) complemented with 20 mM Hepes (Invitrogen) (pH 7.4) was
then added into each well and equilibrated with the cells for 60 min at 37 °C then 15 min
at 22 °C. Thereafter, the assay plates were positioned in a microplate reader (CellLux,
PerkinElmer) which was used for the addition of the test compound, reference agonist

or HBSS buffer (basal control), and the measurements of changes in fluorescence

xvi Performed by Eurofins Pharma Discovery Services
xii Performed by Eurofins Pharma Discovery Services
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intensity which varies proportionally to the free cytosolic Ca?* ion concentration. For
stimulated control measurements, oxytocin at 3 mM was added in separate assay wells.
The results were expressed as a percent of the control response to 3 mM oxytocin. The
standard reference agonist is oxytocin, which was tested in each experiment at several
concentrations to generate a concentration-response curve from which its ECso value

was calculated.

3.4. Agonist activity of fluorospexin compoundsxViii

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
nm). Peak amplitudes were normalized to baseline and maximal fluorescence level

elicited by 20 mM digitonin, and ECso were calculated with Graphpad/Prism software.

4. Plasmatic stability assay

4.1.Human plasma stability of fluoroapelin-13 compounds,

fluoroangiotensin and fluorooxytocin*x

Plasmatic stability was determined in human plasma after at 0, 30 min, 1 h, 1.5hand 2 h
of incubation at 37 °C. The concentration used for the assay was of 1 mM with a final
DMSO concentration of 0.5 %. Human plasma was prewarmed at 37 °C for 5 min,
followed by addition of the test compound. The mixture was incubated at 37 °C for 2 h.
An aliquot of the incubation mixture was transferred to MeCN at 0, 30 min, 1 h, 1.5 h and
2 h, respectively. Samples were then mixed and centrifuged. Supernatants were used for

HPLC-MS/MS analysis without further dilution. Samples were finally analyzed by HPLC-

xiii Performed by Glenn-Marie Le Coz (BSC, Illkirch)
xix Performed by Eurofins Pharma Discovery Services
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MS/MS. The percentage of the test compound that remained relative to that present at to
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
compound remaining (%) against time, assuming first-order kinetics. Reference
compounds propoxycaine and propantheline were tested along with the test compound

in each assay.

4.2.Mouse serum stability of fluorospexin compounds*

Plasmatic stability was determined in mouse serum after 3 h, 6 h and 24 h of incubation
at 37 °C. For each compound, the 10 mM DMSO stock solution was diluted with DMSO to
a final concentration of 500 pM. This solution was again diluted in mouse serum to a
final concentration of 5 puM. The mixture was divided into two aliquots. The incubation
of each aliquot was stopped at to, 3 h, 6 h or 24 h by taking 70 uL of the supernatant and
by adding 175 pL of ice cold MeCN. Each sample was frozen and stored at -80 °C. After
defrosting, samples were stirred for 5 min, sonicated for 1 min, and then centrifuged 5
min at 15 000 g and 4 °C. Samples were finally analyzed by LC-MS/MS. The percentage
of the test compound that remained relative to that present at to 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 compound remaining (%)

against time, assuming first-order kinetics. Procaine was used as positive control.

5. Physico-chemical characterization

5.1.Evaluation of the Critical Aggregation Concentration (CAC)

Nile Red stock solutions were prepared by dissolving the dye in DMSO to a final
concentration of 1.5 mM. Stock solutions of each spexin derivatives were prepared at 10
mM in DMSO, and then combined with the dye stock solution and an 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 KCI, 10 mM Glucose, 0.4 mM NaHzPO4, 1 g.L-1 BSA) to provide the

x Performed by Glenn-Marie Le Coz (BSC, Illkirch)
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appropriate final peptide concentrations with 3% of DMSO in each solution. The
solutions were stirred for 1 h at room temperature, and then transferred to a 96-well
microplate and centrifuged before fluorescence measurements. All fluorescence
measurements were carried out using an Envision Multilabel plate reader (Perkin
Elmer) at 25 °C. Excitation/emission wavelengths of 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 CMC value was calculated by determining the intersection of the

two lines formed by the data points.

5.2.Dynamic Light Scattering measurements

The average diameter of peptide aggregates was measured at 25 °C by the dynamic light
scattering method using a Zetasizer Nano-ZS (Malvern instruments, Orsay, France) with
a scattering angle of 173°. The samples were solubilized in 0.9 % NaCl to a final
concentration of 200 pM. The measurement was performed in triplicate. The
polydispersity index (PDI) reflects the size distribution of the organizations. It indicates

a monodispersed diameter distribution when its value is inferior to 0.3.

6. Invivo evaluation of fluorospexin compounds

6.1. Animals

Nociception tests were performed on awake C57BL/6N male mice (25-30g weight;
Janvier Labs, France). Animals were housed in groups of five per cage and kept under a
12h/12h 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 and handled for 1 week before starting

behavioural experiments.
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6.2. Tail immersion testxx

The nociceptive thermal threshold of mice was determined using the tail immersion test.
Mice were restrained in a grid pocket and their tail was immersed in a thermostated
water bath (47 + 0.5 °C). The latency (in sec) for tail withdrawal from hot water was
taken as a measure of the nociceptive response. In the absence of any nociceptive

reaction, a cut-off value of 25 sec was set to avoid tissue damage.

xi Performed by Glenn-Marie Le Coz (BSC, Illkirch)
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Chapter V: Design, synthesis and evaluation of novel “turn-on”
fluorescent probes for the in vivo studies of fluoropeptides: proof
of concept on oxytocin receptor

1. Chemical synthesis

Cyclo(butyryl-YIQNC)-PK(N3)G-NH; (37)

On a Fmoc-Rink amide resin (210 pmol), Fmoc-protected amino acids were introduced
following the general method 2.3, except the introduction of Fmoc-Cys(Mmt)-OH (5
equiv.) which was carried out by using HATU (4.9 equiv.) with tetramethylpiperidine
(10 equiv.) in DMF for 45 min. 4-Bromobutyric acid (5 equiv.) was coupled using DIC (5
equiv.) and HOBt (5 equiv.) in DMF for 24 h in order to obtain the 4-Bromobutyric acid-
Y(Me)IQ(Trt)N(Trt)C(Mmt)PK(N3)G-Rink sequence of resin-bound peptide. To remove
the cysteine-Mmt protecting group the peptide was treated with TFA/TIS/DCM 1/5/94
(7 times for 2 min). The removal of Mmt was monitored by HPLC. The intramolecular
cyclisation was performed in 1.4 M NHz in MeOH/THF 1/4 (v/v) for 4 h at room
temperature. The peptide was cleaved from the resin by TFA/H.0/TIS 95/2.5/5.5
(v/v/v) treatment for 3 h at room temperature and purified following the general
protocol, affording the title compound (60 mg, 28%) as a white solid. tr =11.04 min
(>95% purity [220.8 nm]); HRMS (ESI) calcd for CssHegN14012S: 1028.4862; found:
1028.4882.
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Fmoc-4-(2-(2-(2-aminoethoxy)ethoxy)ethylamino)-4-oxobutanoic acid (38)

09 H ;
O _N.__~ /\/o\/\NJK/\WOH

e v
Fmoc-4-(2-(2-(2-aminoethoxy)ethoxy)ethylamino)-4-oxobutanoic acid (Fmoc-PEG-unit)
was synthesized as previously described (1°3Soriano et al., 2009). The product was
obtained as clear oil (12.6 mg, 66%) and used without any additional purification. tr =
3.11 min (>95% purity [220.8 nm]); 'H NMR (400 MHz, CDCl3) § ppm 1.27 (t, J=7.15 Hz,
1 H), 2.40 - 2.58 (m, 2 H), 2.64 - 2.71 (m, 3 H), 3.27 - 3.67 (m, 11 H), 3.29 - 3.31 (m, 1 H),
4.20 - 4.28 (m, 1 H), 4.39 - 4.50 (m, 2 H), 7.10 (brs, 1 H), 7.29 - 7.43 (m, 5 H), 7.54 - 7.63
(m, 2 H), 7.77 (d, J=7.53 Hz, 2 H).

Dimeric chain, 2 TFA (39)

2 TFA OIO

(0] /\ INH
}; NH O O / 00 NH;
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The dimeric chain was synthesized on a SPOrT resin (120 pumol), obtained by Riché
Stéphanie as previously described.’®® Fmoc-protected-PEG units (2 equiv.) were
introduced using HBTU (1.9 equiv.), HOBt (2 equiv.) and DIEA (6 equiv.). Fmoc-Lys-Boc
(4 equiv.) was introduced using HBTU (3.8 equiv.), HOBt (4 equiv.) and DIEA (12 equiv.).
Finally, Fmoc-protected-PEG units (4 equiv.) were introduced on the deprotected lysine
by using HBTU (3.8 equiv.), HOBt (4 equiv.) and DIEA (12 equiv.). After the final FMOC
cleavage, the dimer chain was cleaved from the resin by TFA/H:0/TIS 95/2.5/2.5
treatment for 3 h at room temperature. The resin was removed by vacuum filtration,
and the dimeric chain was precipitated with cold diethyl ether (30 volumes per volume
of the cleavage mixture). The precipitated dimeric chains were centrifuged at 3000 rpm
at 4 °C for 2 min. The precipitate was washed with cold diethyl ether (30 volumes per
volume of the cleavage mixture) and centrifuged again at 3000 rpm at 4 °C for 2 min.

The diethyl ether solution was eliminated under reduced pressure and the precipitate
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was dried in vacuo. The crude product was purified by semi-preparative reversed-phase
HPLC chromatography (Gilson PLC2020 system) on a SunFire C18 column (5 um, 19 x
150 mm) using a linear gradient (0% to 30% in 40 min, flow-rate of 20 ml.min1) of
solvent B (0.1% TFA in MeCN, v/v) in solvent A (0.1% TFA in H:0, v/v), to obtain the
dimeric chain (20 mg, 23%) as a brown oil. tr = 5.51 min (>95% purity [220.8 nm]); MS
(ESI): [M+2H]?*/2 calcd 588.34; found 588.35.

Cy5.5-dimeric chain (40)

Pegylated-cyanine 5.5 (Cy5.5) was synthesized by Mayeul Collot (LBP, Illkirch) and used
without any further purification. Pegylated-cyanine 5.5 (1.9 equiv., 13 mg, 0.012 mmol)
and the dimeric chain 40 (1 equiv., 9 mg, 0.006 mmol) were solubilized in 262 pL of dry
DMF. PyBOP (2 equiv., 6.66 mg, 0.012 mmol) and DIEA (6 equiv. 4.97 mg, 6.36 pL,
0.0385 mmol) were added to the mixture. The reaction mixture was stirred for 1 h at
room temperature. The crude product was purified by semi-preparative reversed-phase
HPLC chromatography (Gilson PLC2020 system) on a SunFire C18 column (5 pum, 19 x
150 mm) using a linear gradient (15% 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 H:0, v/v), to obtain the
desired product (16 mg, 77%) as a blue solid. tr = 14.71 min (>95% purity [220.8 nm]);
MS (ESI): [M+H]* calcd 3012.80; found 3012.73.
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Cy5.5-dimeric chain-CBT (41)

CuSO04 (1 equiv., 20.4 pL of 0.1 M H20 solution, 2.04 pmol), sodium ascorbate (1.2 equiv.,,
24.4 uL of 0.1 M H20 solution, 2.44 pmol) and TBTA (1.2 equiv., 24.4 uL of 0.1 M DMF
solution, 2.44 pmol) were pre-activated during 20 min at room temperature in a total
volume of H,0/DMF 2/8 (v/v) of 70 uL. Compound 39 (1.2 equiv., 2.52 mg, 2.44 pmol)
and Cy5.5-dimeric chain 41 (1 equiv., 6.6 mg, 2.04 pumol) were added to the mixture
followed by 700 pL of H,0/DMF 2/8 (v/v). The reaction mixture was stirred for 3 h at
37 °C. The crude product was 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 (20% to 70% 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 H:0, v/v), to obtain the desired
product (3.5 mg, 40%) as a blue solid. tr = 14.2 min (>95% purity [220.8 nm]); HRMS
(ESI) calcd for C209H308N300485%*: 4036.2147; found: 4036.2069.
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Monomeric chain, 1 TFA (42)
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The monomeric chain was synthesized on a SPOrT resin (60 pmol), obtained by Riché
Stéphanie as previously described.’®0 All Fmoc-protected-PEG units (2 equiv.) were
introduced using HBTU (1.9 equiv.), HOBt (2 equiv.) and DIEA (6 equiv.). The
monomeric chain was cleaved from the resin by TFA/H,O0/TIS 95/2.5/2.5 (v/v/v)
treatment for 3 h at room temperature. The resin was removed by vacuum filtration,
and the monomeric chains were precipitated with cold diethyl ether (30 volumes per
volume of the cleavage mixture). The precipitated monomeric chains were centrifuged
at 3000 rpm at 4 °C for 2 min. The precipitate was washed with cold diethyl ether (30
volumes per volume of the cleavage mixture) and centrifuged again at 3000 rpm at 4 °C
for 2 min. The diethyl ether solution was eliminated under reduced pressure and the
precipitate was dried in vacuo. The crude product was 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 (0% to 30% in 40 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),
to obtained the monomeric chain (13.3 mg, 24%) as a brown oil. tr = 5.48 min (>95%

purity [220.8 nm]); MS (ESI): [M+2H]?*/2 calcd 409.23; found 409.24.
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Cy5.5- monomeric chain (43)

Pegylated-cyanine 5.5 (Cy5.5) was synthesized by Mayeul Collot (LBP, Illkirch) and used
without any further purification. Pegylated-cyanine 5.5 (1.2 equiv.,, 9.59 mg, 0.009
mmol) and the monomeric chain 43 (1 equiv.,, 7 mg, 0.008 mmol) were solubilized in
308 pL of dry DMF. PyBOP (1.2 equiv., 4.7 mg, 0.009 mmol) and DIEA (6 equiv., 5.83 mg,
7.46 uL, 0.045 mmol) were added to the mixture. The crude product was purified by
semi-preparative reversed-phase HPLC chromatography (Gilson PLC2020 system) on a
SunFire C18 column (5 um, 19 x 150 mm) using a linear gradient (15% 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), to obtain the desired product (8.1 mg, 58%) as a blue solid. tr = 13.15
min (>95% purity [220.8 nm]); MS (ESI): [M+H]* calcd 1734.99; found 1734.01.
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Cy5.5-monomeric chain-CBT (44)

@ﬁm 2

CuSO04 (1 equiv., 32.5 puL of 0.1 M H20 solution, 3.25 pmol), sodium ascorbate (1.2 equiv.,
39 uL of 0.1 M H:0 solution, , 3.9 pmol) and TBTA (1.2 equiv., 39 pL of 0.1 M DMF
solution) were pre-activated during 20 min at room temperature in a total volume of
H.0/DMF 2/8 (v/v) of 100 pL. Compound 39 (1.2 equiv., 4.01 mg, 3.9 umol) and Cy5.5-
monomeric chain 44 (1 eq., 6 mg, 3.25 pmol) were added to the mixture followed by
1100 pL of H20/DMF 2/8 (v/v). The reaction mixture was stirred for 3 h at 37 °C. The
crude product was 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 (20% to 70% in 40 min, flow-rate of 20 ml.min1) of solvent B (0.1% TFA in
MeCN, v/v) in solvent A (0.1% TFA in H20, v/v), to obtain the desired product (4.1 mg,
44%) as a blue solid. tr = 12.8 min (>95% purity [220.8 nm]); HRMS (ESI) calcd for
C137H205N24034S*: 2761.4693; found: 2761.4667.

208



2. Pharmacological characterization*xii

2.1.1. Cell Lines, Culture Conditions, and Treatment

HEK293 cells were stably transfected with an expressing vector coding for the OTR
cDNA using lipofectamin (Invitrogen). Cell selection was performed using 800 pg/mL
geneticin (Sigma). Cells were grown in minimal essential medium (Invitrogen)
complemented with 10% fetal calf serum (Invitrogen), 2 mM glutamine (Sigma), 100
U/mL penicillin (Sigma), 100 ug/mL streptomycin (Sigma), and 500 pg/mL geneticin
(Sigma). Compounds dilutions were performed manually then compounds were
dispensed into 384 wells microplate (Greiner 784201). Addition of compounds was
performed by using the FlexStation 3 apparatus 30 s after the beginning of readings. In
order to assess the maximum calcium level, the addition of digitonin (Sigma Aldrich)

(100 uM) was performed 80 s after compound treatment.

2.1.1. Calcium measurement

Cells were loaded with 5 pM of the calcium-sensing dye Indo-1 acetoxy-methyl ester
(Indo-1 AM) in Hepes buffer (10 mM Hepes, 137.5 mM Nac(Cl, 1.25 mM MgCl;, 1.25 mM
CaClz, 6 mM KCl, 0.4 mM NaH;PO4 and 5.6 mM glucose, pH 7.4) supplemented with 0,1%
bovine serum albumin, for 45 minutes at 37°C in the presence of 5% CO2. After washing
they were collected in Hepes-bovine serum albumin buffer at 1.3x10° cells/mL and
seeded into 384 well polystyrene plates (Greiner 781091) in order to get 50 000
cells/well and then centrifuged 5 min at 800 rpm. Intracellular Ca?* release
measurement was performed by monitoring the fluorescence of the ratiometric calcium
probe Indo-1 using the FlexStation 3 microplate reader (Molecular Devices Corp., Palo
Alto, CA, USA). Fluorescence (excitation at 338 nm, emissions recorded at 401 nm and
475 nm) was acquired at room temperature over a 3 minutes Kkinetic period.
Fluorescence emission ratio (signal=(fluorescence measured at 401 nm)/(fluorescence
measured at 475 nm)) was calculated in order to follow the calcium release. Minimum
signal was obtained before addition of compound treatment and maximum signal was
given after digitonin addition. Normalization was done using the following equation:

Normalized Signal = 100 x (signal-signal min) / (signal max-signal min).

xii Performed by Sophie Gioria (PCBIS, Illkirch)
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3. Fluorescence spectroscopy and microscopy

3.1. Absorption 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 630 nm excitation
wavelength at 20 °C. All fluorescence spectra were corrected for instrumental effects.
Fluorescence quantum yields (QY) were measured using Rhodamine 800 in EtOH as a

reference (QY = 25%197).

3.2.Fluorescence confocal microscopy experiments

3.2.1. Cell Lines, Culture Conditions, and Treatmentxxii

HEK293 cells expressing the GFP-coupled oxytocin receptor (GFP-OTR) and wild-type
HEK293 cells were cultured in Eagle’s minimal essential medium (MEM, Invitrogen
21090) with 10% of heat-inactivated fetal bovine serum, 100 U/mL of penicillin, 100
ug/mL of streptomycin, 2 mM of glutamine 50 pg/mL of hygromycin B for GFP-OTR cells
at 37 °C in a humidified 5% CO; atmosphere. 70-80% cell confluence was maintained by
removal of a portion of the culture and replacement with fresh medium twice a week.
For confocal microscopy studies, cells were seeded onto 35 mm ibiTreat Ibidi Polymer

Coverslip at a density of 100 000 cells/Ibidi 24 h before microscopy.

3.2.2. Confocal microscopy experiments

Cells were washed two times by gentle rinsing with Hank's Balanced Salt Solution
(HBSS, no phenol red), then solutions of fluorescent ligands at 10 nM in HBSS (1 mL)
were added and the cells were incubated for 5 min at room temperature. For
competition experiments, a mixture of 10 nM of fluorescent ligands and 2 pM of
carbetocin was used. Fluorescence confocal microscopy experiments were performed on

a Leica TCS SPE-II microscope with a HXC PL APO 63x/1.40 OIL CS objective. For

xiii Performed by Christel Valencia (PCBIS, Illkirch)
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confocal images, excitation/emission wavelengths of 635/650-800 nm were used for the

fluorescent peptides and 488/500-580 nm for the GFP fluorescence.

4. Invivo evaluation

4.1. Animals

Twelve-week-old pregnant female Swiss mice were purchased from Janvier
Laboratories (France). Animals were maintained under controlled environmental
conditions (20 * 2 °C) with a relative humidity (50 + 10%) and a 12 h light/dark cycle in
Individually ventilated cages (GM500, Techniplast) with bedding made from spruce
wood chips (Safe, villeAugy, France) and enriched with nestlets. Food (autoclavable diet,
D04, Safe, France) and tap water were available ad libitum. Animal experimentation was
conducted with the approval of the French ministry of agriculture and the Ethics local

committee for animal experimentation of the Strasbourg University (CREMEAS).

4.2.In vivo fluorescence biodistributionxxv

Animal imaging of the fluorescence signal in nursing mice was performed by using a
luminograph (NightOwl, Berthold Technologies). The images were done 11 days after
mouse delivery. Mice were anesthetized intraperitoneally (Ketamine 150 mg/kg,
xylazine 10mg/kg) and fluorescent compounds (100 pL containing 7.5 nmol in 0.9 %
NaCl) or non-fluorescent carbetocin (100 pL containing 450 nmol in 0.9 % NaCl) were
administered intravenously (tail vein). After few minutes, mice were placed repeatedly
in the luminograph (10 and 30 min after intravenous administration of the probes), and
positioned either on the flank or in decubitus dorsal. Mice were imaged using a halogen
lamp, (75 W, 340-750 nm) and emission of the dyes was collected separately using filter

set: 630/700 nm for Cy5.5. The experiments were repeated on three mice.

xiv Performed with the help of Frangois Daubeuf (LIT, Illkirch)
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~ Développement de conjugués slnes e
peptidiques fluorocarbonés
pour augmenter la stabilité
plasmatique de peptides visant
des récepteurs couplés aux

protéines G

Résumé

Afin d’améliorer la stabilité plasmatique de peptides, nous avons développé une nouvelle stratégie
basée sur lintroduction d'une chaine fluorocarbonée dans la séquence d’'un peptide natif. En
appliquant le concept a I'apeline-17, un peptide présentant un intérét potentiel pour le traitement
de maladies cardiovasculaires, nous avons amélioré sa stabilité plasmatique de 4 min a plus de 24 h
ainsi que son efficacité in vivo. L’étude du mécanisme de stabilisation a permis de mettre en
évidence la liaison de la fluoroapeline a I'albumine, conduisant a la protection du peptide vis-a-vis
de la protéolyse. Le concept a été appliqué a d’autres peptides tels que 'apeline-13, I'angiotensine I,
I'ocytocine et la spexine, démontrant ainsi I'étendue et les limitations de la méthode. Enfin, nous
avons également conc¢u des sondes fluorescentes « turn-on » originales capables de révéler leur
fluorescence uniquement apres liaison au récepteur ciblé. Ces sondes pourront nous servir, par la
suite, pour I’étude in vivo de la biodistribution des fluoropeptides.

Mots-clefs : peptides, RCPG, stabilité plasmatique, chalne fluorocarbonée, sondes fluorescentes,
thérapie.

Abstract

In order to improve the plasma stability of peptides, we have developed a new strategy based on
the introduction of a fluorocarbon chain in the sequence of a native peptide. By applying this
concept to apelin-17, a peptide showing a potential interest for the treatment of cardiovascular
diseases, we have improved its plasma stability from 4.6 min to more than 24 h as well as its in vivo
efficacy. The mechanism leading to the increase of plasma stability has been carefully investigated
demonstrating the binding of the fluoroapeline to the albumin, leading to protection towards
roteolysis. The concept has been applied to other peptides such as apelin-13, angiotensin II,
oxytocin and spexine, showing the extension and the limitations of this method. Finally, we have
designed original fluorescent fluorogenic probes which turn on their fluorescence only after
binding to the targeted receptor. These probes could be used for in vivo biodistribution studies of
fluoropeptides.

Keywords: peptides, GPCRs, plasma stability, fluorocarbon chain, fluorescent probes, therapy.
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