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Contexte 

1. La douleur, entre physiologie et pathologie 

1.1 Définition, épidémiologie & classification 

1.1.1 Définition  

La douleur et sa prise en charge représentent un problème de santé publique majeur 

ayant un retentissement individuel et collectif considérable, tant au niveau personnel que 

professionnel. Elle a été définie pour la première fois en 1979 puis révisée en 2018 par 

l’International Association for the Study of Pain (IASP)1 comme « une expérience 

sensorielle et émotionnelle désagréable associée ou ressemblant à celle associée à une lésion 

tissulaire réelle ou potentielle ». Dans cette définition l’utilisation du terme « potentielle » 

permet de prendre en compte la douleur sans lésion identifiable. Cependant, ce type de 

douleur pose problème en recherche expérimentale et notamment dans le cadre de la 

création de modèles de la douleur.  

La douleur est à différencier de la nociception qui correspond au processus 

neurologique permettant d’encoder un stimulus qui endommage ou menace 

d’endommager un tissu normal2.  

1.1.2 Classification  

La douleur est un phénomène multidimensionnel où l’on retrouve des aspects 

sensoriels, psychologiques, cognitifs, affectifs, comportementaux et spirituels. Elle peut 

donc être perçue différemment par chacun. Une approche multimodale est essentielle 

pour une prise en charge efficace et c’est pourquoi plusieurs systèmes de classifications 

sont utilisés en clinique afin de cerner précisément chaque douleur3. Parmi les 

classifications les plus utilisées on retrouve celles basées sur l’anatomie, l’étiologique, 

l’intensité, la durée ou encore la physiopathologie. 

La première classification utilisée lors du diagnostic est la classification anatomique 

qui est fonction de la région du corps ou de la fonction anatomique du tissu lésé. Vient 

ensuite l’évaluation de l’intensité de la douleur à l’aide d’échelles visuelles (Visual Analog 
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Scale ou FACES pain Rating Scale), numériques (Numeric Rating Scale) ou encore 

descriptives (Verbal/Description Rating Scale)4. L’identification de la cause de la douleur 

permet ensuite d’établir une classification étiologique.  

Une des classifications les plus connues reste certainement celle qui est fonction de 

la durée de la douleur et qui permet de différencier la douleur aiguë de la douleur 

chronique3. La première étant définie comme une douleur soudaine, intense et brève 

arrivant immédiatement après une lésion et disparaissant généralement une fois cette 

même lésion guérie. La deuxième, quant à elle, est une douleur continue ou épisodique 

persistant depuis plus de trois mois. Elle peut apparaitre et perdurer en l’absence de 

lésion ou de maladie ce qui explique qu’elle puisse continuer même après la guérison. Le 

système nerveux peut aussi être endommagé, avec une incapacité de retour vers un état 

normal5. La douleur aiguë est ici décrite comme un symptôme alors que la douleur 

chronique est une pathologie. De par sa longue durée, la douleur chronique peut affecter 

la vie quotidienne des patients (stress, anxiété, dépression, insomnie, …).  

Ajouté à cela, la douleur peut également être récurrente ou épisodique durant une 

longue période comme la migraine dont l’intensité, la qualité et la fréquence sont 

variables ce qui ne les rend pas prédictibles. On sait également qu’une douleur peut être 

à la fois continue et intermittente. Une augmentation soudaine, intense et brève de la 

douleur au-dessus du niveau basal préexistant peut survenir plusieurs fois par jour, en 

l’absence de stimulus ou de facteurs aggravants. La douleur peut aussi être causée par un 

mouvement ou par l’arrêt des traitements.  

Enfin, on retrouve une classification physiopathologique de la douleur selon son 

origine anatomique, le stimulus impliqué, son étendue ainsi que sa description par le 

patient. Nous reviendrons sur cette classification plus loin dans ce manuscrit.  

Malgré l’ensemble de ces classifications, il arrive que l’origine de la douleur ne 

puisse pas être identifiée et dans ce cas nous parlons de douleurs idiopathiques.  

Bien qu’elles permettent d’appréhender chaque douleur dans sa globalité, 

l’utilisation de classifications aussi diverses que variées rend difficile les investigations 

épidémiologiques concernant la douleur.  
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1.1.3 Epidémiologie & impact socio-économique 

La prévalence de la douleur chronique est très difficile à estimer du fait de l’absence 

d’une définition claire, précise et harmonisée6–8. Cela explique notamment le fait que les 

données des différentes études françaises et internationales varient entre 10,1 et 55,2%8. 

Cela conduit à une minimisation de l’importance de cette pathologie compliquant son 

évaluation ainsi que sa prise en charge7. Néanmoins, la plupart des études réalisées 

mettent en évidence l’impact conséquent de cette pathologie sur l’ensemble des 

populations.  

Entre 2003 et 2010, plusieurs études ont montré que la douleur chronique touchait 

entre 25% et 35% des populations adultes des pays d’Europe6 contre 11 à 40% en 2016 

pour les Etats-Unis9. En Europe, ces douleurs chroniques sont légèrement plus présentes 

dans les pays en voie de développement (41%) que dans les pays développés (37%) et on 

note également que leur prévalence est supérieure à 40% en France, en Italie ainsi qu’en 

Ukraine6. Elles représentent à elles seules entre 15 et 20% des visites chez le médecin7. 

Ces douleurs sont généralement plus élevées chez la femme que chez l’homme et cet écart 

augmente avec l’âge. Nous pouvons également constater que les douleurs chroniques sont 

plus fréquentes chez les travailleurs manuels et non employés6,8. Parmi les patients 

cancéreux, environ 50% d’entre eux souffrent de douleurs chroniques et on estime que la 

moitié de ces patients ne sont pas traités pour ces douleurs6.  

En ce qui concerne la France (2005), 78% de la population adulte dit avoir été 

concerné directement ou indirectement par la douleur et ce dans les deux dernières 

années8. Plus récemment (2014), 92% des français ont précisés avoir ressenti une 

douleur dans l’année écoulée8. En 2013 une étude française réalisée par l’INSERM a 

également permis d’établir qu’environ 30% de la population adulte souffre de douleurs 

chroniques.  

Les retentissements de la douleur chronique ne sont pas seulement médicaux. En 

effet, ces pathologies sont malheureusement connues pour avoir un impact socio-

économique important du point de vue individuel et collectif. Elles entrainent une 

diminution significative de la qualité de vie et elles peuvent être sources de handicaps 

avec des conséquences professionnelles majeures. En Europe, 1/3 des patients 

douloureux sont impactés dans leur travail (2/3 en France en 2010 selon l’étude NHWS) 
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et 1/5 ont perdu leur emploi à cause de leur pathologie. Nous pouvons également 

constater une augmentation des arrêts de travail liés aux douleurs chroniques pouvant 

parfois entrainer un départ à la retraite anticipé6,8. De plus, elles sont généralement 

associées à une augmentation de la prévalence des pathologies psychiatriques comme la 

dépression ou l’anxiété6,8.  

En 2010 aux Etats-Unis, le coût global de la douleur chronique a été estimé entre 

560 et 635 milliards de dollars chaque année ce qui est supérieur à celui des maladies 

cardiaques, du cancer et du diabète. En Europe, ces dépenses se chiffrent également en 

milliards d’euros chaque année où les coûts directs et indirects représentent chacun la 

moitié du coût total6. Comme pour les données épidémiologiques, ces coûts sont sous-

estimés en raison des définitions et des classifications complexes de la douleur6.  

1.2 Mécanismes physiopathologiques 

1.2.1  Généralités  

Charles Darwin a caractérisé la douleur comme une émotion essentielle à la survie 

des espèces et Descartes a, quant à lui, dépeint la douleur comme étant le résultat de 

l’activation de canaux précis circulant entre la peau et le cerveau10. De manière générale, 

la douleur est un mécanisme physiologique ayant valeur de signal d’alarme qui assure 

notre sécurité. Nous parlons alors de nociception11.  

Toute douleur physiologique débute avec un stimulus bref (millisecondes) qui peut 

être de nature biologique, électrique, thermique, mécanique ou chimique11. Lorsque ce 

dernier est dommageable ou potentiellement dommageable pour les tissus, cela conduit 

à l’activation des nocicepteurs. Il s’agit de neurones spécialisés uniquement impliqués 

dans la détection et la transmission du stimulus douloureux12. En effet, les nocicepteurs 

sont connus pour avoir un seuil d’activation élevé c’est pourquoi ils ne répondront qu’à 

un stimulus ayant une énergie suffisante pour endommager les tissus ce qui permet de les 

différencier des neurones sensoriels classiques12.   

Un nocicepteur présente 4 composantes : une terminaison périphérique qui perçoit 

le stimulus et forme l’information douloureuse, un axone qui transmet cette information, 

un corps cellulaire permettant de contrôler l’identité ainsi que l’intégrité du neurone et 
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enfin la terminaison périphérique qui forme la première synapse dans la moelle 

épinière12. 

Au niveau de la terminaison périphérique du nocicepteur, on retrouve plusieurs 

récepteurs et canaux ioniques qui seront les premiers à détecter le stimulus nociceptif et 

à l’intégrer sous forme de potentiel d’action12 (Figure 1). Bien que certains d’entre eux 

soient spécifiques en terme de seuil de réponse ou de stimulus, la plupart de ces 

récepteurs/canaux sont polymodaux, c’est-à-dire qu’ils sont capables de déceler 

différents stimuli12.  

 

Figure 1. Exemples de nocicepteurs : TRPV112 (Transient Receptor Potential Vanilloid 1) détecte 

les stimuli chimiques et thermiques au chaud ; TRPM812 (Transient Receptor Potential Melastatin 

8) & TRPA112 (Transient Receptor Potential Ankyrin 1) détectent les stimuli chimiques et 

thermiques au froid ; l’ASIC13 (Acid-Sensing Ion Channel) est sensible aux stimuli chimiques ; les 

mécanorécepteurs Piezo et les canaux potassiques KCNK détectent les stimuli mécaniques14,15 

Suite à cela, l’information douloureuse est véhiculée le long des fibres nerveuses 

afférentes et jusqu’à la moelle épinière par le biais de canaux sodiques et potassiques 

voltages dépendant12,14. Les fibres Aδ, aussi appelées fibres larges du fait de la gaine de 

myéline qui les compose, sont impliquées dans la transmission rapide (20 m/s) de 

l’information douloureuse à l’origine de la douleur aiguë16. A côté de cela on retrouve 

également les fibres C, plus fines et non myélinisées ce qui fait qu’elles transmettent 

l’information douloureuse plus lentement (0,5-2 m/s). Elles participent donc à la 
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perception de la douleur11. Ces neurones primaires atteignent ensuite la corne dorsale de 

la moelle épinière et notamment la substantia gelatinosa (SG)10,11. D’une part, les 

neurones afférents vont permettre l’activation des motoneurones conduisant au réflexe 

musculaire de retrait17,18. D’autre part, ces mêmes nocicepteurs vont faire synapse avec 

les neurones des laminas de Rexed I, II et V qui se trouvent être les plus impliquées dans 

l’intégration du message nociceptif19,20. Le message nociceptif est ensuite transmis à un 

neurone de second ordre (ou neurone de projection) qui, après décussation, va prolonger 

l’information jusqu’aux centres supra-spinaux situés dans le cerveau. Ces derniers vont 

permettre de filtrer et traiter l’information afin d’aboutir à la douleur telle qu’elle sera 

perçue10,11. 

Les neurones de projection progressent vers le cerveau par l’intermédiaire de 

différentes voies21,22 :  

- Le faisceau paléo-spino-thalamique où l’on retrouve : 

o Le faisceau spino-réticulaire qui projette au niveau de la formation 

réticulée du tronc cérébral pour ensuite atteindre le thalamus, le cortex 

(composante émotionnelle de la douleur) ou encore l’amygdale 

(composante cognitive de la douleur) 

o Le faisceau spino-mésencéphalique qui se prolonge jusqu’à la substance 

grise périaqueducale (SGPA) et le noyau parabrachial impliqués dans la 

modulation de la douleur  

- Le faisceau néo-spino-thalamique qui projette directement au niveau du 

thalamus et où un neurone de troisième ordre va permettre de transmettre 

l’information au cortex somato-sensoriel primaire et secondaire (composante 

sensorielle de la douleur) 

Bien entendu d’autres structures cérébrales participent à l’intégration de la douleur 

comme l’hippocampe ou encore le cervelet23. Cette implication d’une pléiade de régions 

du cerveau dans la nociception sous-tend l’aspect multimodal de la douleur. C’est 

pourquoi nous pouvons parler de matrice de la douleur22. 
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1.2.2 Modulation de la douleur 

De même que la nociception, certains mécanismes endogènes sont connus pour 

moduler cette douleur de manière physiologique. En effet, la transmission du message 

nociceptif peut être régulée à différents niveaux mais les principaux processus mis en jeu 

sont ceux faisant appel à la modulation descendante et à la théorie du portillon (« gate 

control »). Cette hypothèse du « gate control », initiée par Melzack & Wall en 196524 se 

base sur l’association étroite des voies sensorielles et nociceptives. En effet, la stimulation 

des fibres sensorielles Aβ permettrait, par l’intermédiaire d’un interneurone, d’inhiber les 

fibres C et ainsi bloquer la transmission du message nociceptif à l’entrée de la moelle 

épinière. Même si elle n’est pas encore complètement approfondie, cette théorie a permis 

de rationnaliser scientifiquement le fait que frotter une zone douloureuse permettrait de 

diminuer la sensation de douleur. A côté de cela, on sait que certains centres supra-

spinaux vont également exercer une modulation directe ou indirecte au niveau de la 

moelle épinière. C’est ce que l’on appelle la modulation descendante25. Elle peut se 

produire au niveau des neurones afférents, des neurones de projection ou encore des 

interneurones excitateurs ou inhibiteurs situés dans la moelle épinière. Tout cela dans le 

but de moduler l’excitabilité neuronale. La principale structure impliquée ici est la SGPA26 

où sont concentrées des informations venant du cortex, de l’hypothalamus et de 

l’amygdale. Elle projette ensuite au niveau du locus coeruleus et du noyau du raphé 

magnus qui conduisent respectivement à la libération de noradrénaline et de sérotonine 

dans la moelle épinière10,27. Ces deux neurotransmetteurs participent ainsi à la régulation 

de l’excitabilité neuronale. La SGPA est également connectée à la médulla rostrale 

ventromédiale (rostro ventromedial medulla ou RVM) qui, grâce à l’utilisation de cellules 

excitatrices ou inhibitrices, participera à la modulation du message nociceptif28. 

Parmi ces phénomènes de modulation de la douleur, on retrouve également le 

système opioïde endogène avec le récepteur opioïde µ qui est, encore aujourd’hui, la cible 

de bon nombre de médicaments anti-douleurs retrouvés sur le marché pharmaceutique29. 

Il se compose de quatre récepteurs couplés aux protéines G30 : µ (MOR), δ (DOR), κ (KOR) 

et le récepteur à la nociceptine/orphanine FQ (NOR). La stimulation de ces RCPGs par des 

peptides opioïdes endogènes tels que les enképhalines, les dynorphines, la β-endorphine 

ou encore la nociceptine/orphanine FQ conduit à une diminution de l’excitabilité 

neuronale et donc une diminution de la transmission du message nociceptif. 
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Figure 2. Le système nociceptif (DRG : ganglion rachidien dorsal ; RVM : médulla rostrale 

ventromédiale ; SGPA : substance grise périaqueducale ;  : modulation de la douleur ; — : 

transmission du message nociceptif ; — : modulation descendante ; — : interneurone) 

1.2.3 Pathologie 

Si l’on se réfère à la classification physiopathologique de la douleur évoquée 

précédemment, plusieurs types de douleurs pathologiques sont définies. Nous pouvons 

alors différencier la douleur par excès de nociception de la douleur neuropathique. La 

première décrit une douleur où le système nerveux fonctionne normalement, à la 

différence de la douleur neuropathique qui est causée par une lésion ou une pathologie 

du système nerveux central ou périphérique devant être clairement identifié. Ce type de 

douleur entraine souvent certaines dysfonctions sensorielles (allodynie, 

hyper/hypoalgésie, paresthésie, dysesthésie, hyper/hypoesthésie). La douleur peut 

également être mixte lorsque les douleurs nociceptives et neuropathiques coexistent au 

même moment ou séparément. On retrouve également des douleurs psychogènes, plus 

rares et dues à des facteurs psychologiques.  

La persistance du stimulus douloureux (excès de nociception) entraine une 

adaptation du système nociceptif, il s’agit de la plasticité. Elle peut être bénéfique 

lorsqu’elle favorise la protection des individus mais elle est généralement délétère 
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lorsque le changement persiste. En effet, une lésion persistante amène à une modification 

des propriétés des neurones périphériques pouvant conduire à un défaut de transmission 

du message nociceptif11. De même, lorsque le système nerveux est endommagé, il se 

produit des changements qui peuvent avoir lieu au niveau moléculaire (altération de la 

fonction ou de la localisation), synaptique (augmentation ou diminution de la 

transmission du signal) et cellulaire (augmentation de l’excitabilité neuronale)10. 

L’ensemble de ces phénomènes vont entrainer une modification de la capacité des 

nocicepteurs à transmettre l’information douloureuse où l’on trouvera généralement une 

augmentation de la réponse à un même stimulus ou une réponse à un stimulus 

habituellement sans conséquences2. Cette sensibilisation peut être centrale ou 

périphérique.  

La sensibilisation périphérique est fortement corrélée à l’inflammation12. En effet, 

lors de la réaction inflammatoire faisant suite à une lésion de nombreux médiateurs31–34 

(H+, K+, leucotriènes, prostaglandines, cytokines, …) sont libérés au voisinage des fibres 

afférentes par le système immunitaire mais également par les tissus endommagés. De leur 

côté, les nocicepteurs vont répondre en libérant à leur tour des médiateurs tels que la 

substance P ou le CGRP qui vont amplifier la réponse inflammatoire. Tous ces évènements 

vont alors contribuer à l’augmentation de l’excitabilité des fibres afférentes. Comme ils 

sont circonscrits au niveau du site de la lésion, ces phénomènes seront responsables de 

l’hyperalgésie primaire.  

En ce qui concerne la sensibilisation centrale, elle se produit au niveau de la moelle 

épinière et passe par des mécanismes complexes35 tels que le wind-up, la potentialisation 

à long terme ou encore la sensibilisation latente à la douleur36,37.  

1.3 Prise en charge thérapeutique  

La prise en charge de la douleur est inscrite dans la législation française depuis 2002 

(Loi n°2002-303, Art. L. 1110-5.)38. Telle que définie par l’Organisation Mondiale de la 

Santé (OMS)39, elle fait intervenir l’utilisation de différents traitements pouvant aller du 

paracétamol aux opioïdes en passant par les anti-inflammatoires qui seront prescrits 

selon le type et l’intensité la douleur (Tableau 1). Certains auront un effet antalgique 

(diminution de la sensation de douleur) ou analgésique (suppression complète de la 

sensation de douleur). 
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Type de douleur Palier 
Intensité de la 

douleur 
Traitements 

Exemples de 
spécialités 

Douleur 
nociceptive 

1 Légère à modérée 

Antalgiques faibles Paracétamol 

AINS 
Ibuprofène ou 

aspirine 

2 Modérée à sévère Opioïdes faibles 
Codéine ou 
tramadol 

3 Sévère Opioïdes forts 
Morphine, 

oxycodone ou 
fentanyl 

Douleur 
neuropathique 

 

Antidépresseurs 
Amitriptyline ou 

imiparine 

Anticonvulsivants 
Carbamazépine ou 

gabapentine 

Anesthésiques locaux 
Lidocaïne ou 

capsaïcine 

Tableau 1. Stratégies de prise en charge de la douleur  

(AINS : anti-inflammatoires non stéroïdiens) 

Les opioïdes forts restent les traitements les plus utilisés dans le cadre des douleurs 

chroniques. Malheureusement, ils présentent des effets indésirables tels que la sédation, 

la constipation ou encore la dépression respiratoire pouvant causer la mort. Nous 

pouvons également observer la mise en place d’une tolérance analgésique (qui 

correspond à une diminution progressive de l’effet du traitement) généralement associée 

à une dépendance à ces traitements qui participent au mésusage des opioïdes. En effet, en 

2019 aux Etats-Unis 70% des décès dus aux overdoses impliquaient les opioïdes40.  

Au vu de l’impact grandissant de la douleur chronique et de la limitation des 

traitements actuels41 il est donc urgent de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques 

dans le traitement de la douleur afin de proposer une alternative à ces dérivés opioïdes. 

2. Les récepteurs couplés aux protéines G, acteurs essentiels 

de la nociception  

Pour prospérer, un être vivant à besoin que ses cellules communiquent entre elles 

et avec leur environnement. C’est là qu’interviennent les récepteurs cellulaires dont le 

rôle est de détecter les messages extracellulaires pour ensuite les traiter et les 
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transmettre au reste de la cellule. Différentes classes de récepteurs ont été identifiées chez 

l’Homme comme les canaux ioniques ou les récepteurs enzymatiques. Mais la catégorie la 

plus représentée à ce jour reste celle des récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs) qui 

compte environ 800 représentants soit 1% du génome humain42. De ce fait, ils se 

retrouvent impliqués dans la plupart des fonctions physiologiques et pathologiques de 

notre organisme. C’est notamment le cas des récepteurs opioïdes qui participent à la 

régulation de la douleur ou encore des récepteurs adrénergiques impliqués dans la 

régulation des fonctions cardiovasculaires.  

Leur importance et leur efficacité est due en grande partie à leur structure unique 

ainsi qu’aux multiples voies de signalisations cellulaires mises en œuvre.  

2.1 Structure et classification  

Les récepteurs couplés aux protéines G sont des récepteurs membranaires qui 

répondent à des signaux pouvant aller de la stimulation lumineuse à la fixation de petites 

hormones en passant par la liaison de neurotransmetteurs43,44. Cette grande diversité est 

accessible grâce à leur architecture commune (Figure 3). Elle se compose d’une extrémité 

N-terminale qui participe à la liaison du ligand, de sept hélices transmembranaires reliées 

entre elles par une alternance de trois boucles intracellulaires et trois boucles 

extracellulaires ainsi qu’une extrémité C-terminale impliquée dans l’interaction avec les 

protéines G42. 

Les protéines G associées à ces récepteurs sont des protéines hétérotrimériques 

composées d’une sous unité α ainsi que des sous unités β et γ. Elles sont appelées « G » en 

raison de leur capacité à lier les guanosine di- et triphosphate (GDP & GTP) responsables 

de leur activité45. 

 

Figure 3. Structure d’un RCPG et de la protéine G 
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Bien que ces récepteurs présentent une structure commune leur séquence d’acides 

aminés peut varier. Néanmoins, c’est leur similarité de séquence qui a permis d’établir 

leur classification en six groupes43,46 (Figure 4). La plus représentée (719 récepteurs) 

reste la classe A aussi appelée rhodopsin-like. Elle est elle-même divisée en trois sous 

catégories définies selon la taille des ligands impliqués42. Cela va des neurotransmetteurs 

jusqu’aux hormones en passant par les peptides. Vient ensuite la classe B ou la famille des 

sécrétines (48 récepteurs) permettant de lier des hormones comme le glucagon dans le 

cas du récepteur peptidique au glucagon de type 1 (GLPR1). Les récepteurs 

métabotropiques du glutamate (mGluR) forment la classe C (22 récepteurs) où leur 

imposante partie N-terminale permet la liaison de ligands chargés tels que le glutamate. 

Enfin on retrouve la classe F (11 récepteurs) qui comprend les récepteurs de type Frizzled 

et Smoothened impliqués dans le développement embryonnaire42. Il y a également une 

classe D (récepteurs fongiques) et E (récepteurs de l’AMPc) mais elles ne sont pas 

retrouvées chez les vertébrés43,46.  

Hormis leur séquence d’acides aminés, les RCPGs peuvent également se différencier 

par la nature de la protéine G à laquelle ils sont associés. Plus précisément selon le variant 

de la sous unité α où chaque catégorie entrainera l’activation ou l’inhibition d’un effecteur 

bien précis45 (Tableau 2). 

 

Figure 4. Classification des RCPGs (ATP : adénosine triphosphate ; Il8 : interleukine 8 ; GnRH : 

gonadotrophin releasing hormone ; GABA : acide gamma aminobutyrique)  

(inspirée de Bockaert & Pin42) 
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 Famille Gs Gi/o Gq/11 G12/13  

Effecteur AC(+) 
ERK(+) 

MAPK(+) 
AC(-) PLCβ(+) PLD/Cε(+) 

Tableau 2. Classification des protéines G avec les effecteurs qu’elles activent (+) ou inhibent (-) 

(AC : adénylate cyclase ; ERK : extracellular signal-regulated kinases ; MAPK : mitogen activated 

protein kinase ; PLCβ : phospholipase Cβ ; PLD/Cε : phospholipase D/Cε) 

2.2 Signalisation 

2.2.1 Activation 

Les RCPGs sont des intermédiaires indispensables à la transmission de l’information 

entre le milieu intracellulaire et extracellulaire. En l’absence de stimulus, ils oscillent de 

manière permanente entre une conformation active et inactive ce qui conduit à l’existence 

d’une activité basale (ou constitutive) des RCPGs en l’absence de ligand47. La fixation d’un 

ligand va modifier cet équilibre conformationnel d’une manière qui sera fonction de la 

nature du ligand46,47 (Figure 5).  

Si le ligand favorise la conformation active du récepteur afin d’augmenter l’activité 

basale, nous parlerons alors d’agoniste. Il sera défini comme « complet » si la réponse 

biologique qu’il entraine est identique à celle du ligand endogène ou « partiel » lorsqu’elle 

lui est inférieure. Au contraire lorsqu’un ligand déplace l’équilibre en faveur de la 

conformation inactive, entrainant une diminution de l’activité basale, il s’agira d’un 

agoniste inverse. Enfin, il existe les antagonistes neutres qui ne modifient en rien 

l’équilibre mais empêchent la fixation d’un autre ligand. 

 

Figure 5. Pharmacologie d’un RCPG 
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Les ligands que nous venons de décrire se fixent sur le récepteur au niveau du site 

orthostérique (il en est de même pour le(s) ligand(s) endogène(s))47. A côté de cela 

certains récepteurs possèdent un autre site de fixation permettant la liaison de ligands 

allostériques qui vont modifier l’activité ou l’affinité d’un ligand orthostérique48. Il existe 

également des ligands bitopiques pouvant se fixer à la fois sur les sites orthostériques et 

allostériques49. 

Certains RCPGs fonctionnent sous forme de monomères, toutefois il peuvent 

également se dimériser et ainsi former des homo- ou hétérodimères dont les fonctions ou 

les voies de signalisation peuvent être différentes du monomère50.  

2.2.2 Voies de signalisations 

Les RCPGs sont connus pour s’associer avec les protéines G47,51 mais ils peuvent 

également interagir avec des GRKs (GPCR kinases) et des β-arrestines52 (Figure 6).  

A l’équilibre la protéine G n’interagit pas avec le récepteur mais lorsque ce dernier 

évolue en faveur d’une conformation active, la signalisation cellulaire débute par le 

recrutement de la protéine G. Cette association conduit à l’activation de la protéine 

hétérotrimérique qui se traduit par le remplacement du GDP lié à la sous unité α par une 

molécule de GTP. La protéine G va alors se scinder en deux parties avec d’un côté la sous 

unité α et de l’autre les sous unités β & γ formant le complexe βγ. Chaque composant va 

alors pouvoir interagir avec d’autres effecteurs cellulaires et ainsi entraîner une cascade 

de signalisation. Après avoir activé les seconds messagers, le GTP est hydrolysé en GDP 

grâce à l’action des RGS (regulator of G protein signaling) ce qui permet aux différentes 

sous unités de se rassembler afin de reformer la protéine G hétérotrimérique.  

Les voies de signalisation sont dépendantes des effecteurs concernés. En effet, les 

protéines G vont activer différents seconds messagers comme des cyclases, des 

phospholipases ou des kinases qui entraîneront à leur tour une cascade de signalisation 

intracellulaire45. 

A la suite de l’activation du RCPG et de la protéine G, une autre voie de signalisation 

peut être mise en jeu47,52. Elle est initiée par les GRKs qui vont venir phosphoryler les 

résidus sérine et thréonine se trouvant sur la partie C-terminale du récepteur. Cela 

permet le recrutement de la β-arrestine qui va faire obstacle à l’association de la protéine 
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G au récepteur et ainsi conduire à sa désensibilisation53. La β-arrestine participe aussi à 

l’internalisation du récepteur54 qui pourra ensuite être dégradé ou recyclé. Des études 

plus récentes ont également mis en évidence l’engagement de la β-arrestine dans 

certaines voies de signalisations cellulaires (MAPK, PI3K, Rho, Wnt, Hh, NFκB, …)52,55. 

L’implication  de cette nouvelle voie de signalisation peut conduire à l’apparition d’un 

agonisme qui sera biaisé de par la nature de certains ligands à favoriser des 

conformations différentes d’un même récepteur51. 

 

Figure 6. Cycle de vie d’un RCPG : (1) activation par un agoniste puis (2) désensibilisation grâce 

au recrutement de la β-arrestine par les GRKs qui va également permettre (3) l’internalisation 

du récepteur. (4) La β-arrestine peut activer d’autres voies de signalisations avant que le 

récepteur ne soit (5) dégradé ou (6) recyclé.  

2.3 Le marché pharmaceutique des RCPGs  

Depuis leur découverte les RCPGs ont été le centre d’une attention toute particulière 

de la part de la communauté scientifique. Leur expression au niveau de la membrane 

plasmique de quasiment toutes les cellules ainsi que leur implication dans un grand 

nombre de fonctions tant physiologiques que pathologiques en font des cibles de choix 
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pour le développement de nouvelles thérapies. Encore aujourd’hui ils représentent 

environ 30% des médicaments autorisés par l’autorité de santé américaine, la Food and 

Drug Administration (FDA)49. Bien que cela représente un nombre conséquent, ces 

thérapies ne ciblent que 25% des RCPGs46 activés par des ligands endogènes alors que 

ceux qui se trouvent être les plus exprimés sont encore orphelins56, c’est-à-dire que leurs 

ligands et leurs fonctions ne sont pas encore connus. Cela signifie qu’il y a encore 

beaucoup de travail afin de désorphaniser tous ces récepteurs et ainsi en apprendre 

davantage sur leur fonctionnement. Même si des ligands endogènes d’un récepteur ont pu 

être identifiés, il arrive que leurs fonctions soient encore mal connues et nécessitent de 

plus amples investigations. 

Associé à cela, l’étude de l’expression des RCPGs est également un paramètre 

intéressant à étudier. L’analyse de la localisation sélective de certaines populations de 

récepteurs ainsi que de leur sur- ou sous-expression en conditions pathologiques au 

niveau de certains tissus nous renseigne sur leur implication dans diverses maladies49,56.  

C’est notamment le cas pour les récepteurs de la galanine qui sont mis en jeu dans 

plusieurs mécanismes physiopathologiques impliqués dans la douleur.   

3. Les récepteurs de la galanine (GalRs) 

3.1 Généralités 

Les récepteurs de la galanine sont des récepteurs couplés aux protéines G 

appartenant à la classe A. A l’heure actuelle trois récepteurs ont été identifiés. Il s’agit de 

GalR1, GalR2 & GalR3.  

La reconstruction génétique et phylogénétique du gène ancestral des récepteurs de 

la galanine a mis en évidence la présence de deux branches distinctes pour GalR1 et 

GalR2/3
57. La branche de GalR1 se divise ensuite en deux (GalR1a & GalR1b) alors que, celle 

de GalR2/3 se divise en trois branches (GalR2a, GalR2b & GalR3). Une forte similarité de 

séquence a été observée entre les gènes humains de GalR2 et de GalR3 (53.8%) 

contrairement à ceux de GalR1 et GalR2 (35.5%) ou GalR1 et GalR3 (33.2%). A cela s’ajoute 

également le fait que le gène codant pour GalR3 n’est présent que chez les mammifères les 

plus évolués (Tableau 3) ce qui laisse à penser qu’il serait issu de la duplication du gène 

de GalR2
58. 



 

Page | 35  
 

La séquence d’ADN de GalR1 fut la première à être identifiée ce qui a permis de 

mettre en évidence la séquence protéique de 349 acides aminés (aa) du récepteur59. En ce 

qui concerne le récepteur GalR2 (372 aa), il a d’abord été identifié et cloné chez le rat60,61 

puis chez l’Homme62,63 où il a été localisé sur le chromosome 17q25.3. De la même 

manière, GalR3 (370 aa) a été identifié dans le génome du rat64 puis de l’Homme65 grâce à 

sa forte homologie de séquence avec GalR2
64.  

 Espèces GalR1 GalR2 GalR3  

H sapiens + + + 

P troglodytes + + + 

M mulatta + + + 

M musculus + + + 

R norvegicus + + + 

B taurus + + - 

G gallus + + - 

F rubripes + + - 

T nigroviridis + + - 

D rerio + + - 

C intestinalis ? ? - 

B floridae ? ? - 

S purpuratus ? ? - 

Tableau 3. Distribution des gènes de GalR1, GalR2 & GalR3 au sein de différentes espèces  

(+ : présent ; - : absent ; ? : présence incertaine)58 

3.2 Voies de signalisations  

Bien que ces récepteurs partagent une certaine similarité de séquence58, leurs voies 

de signalisations restent aussi différentes que variées ce qui permettrait d’expliquer les 

effets pléiotropiques de ces récepteurs (Figure 7).   

Les récepteurs GalR1 et GalR3 partagent des voies de signalisations similaires avec 

notamment un couplage à une protéine Gi/o dont l’activation entraine une inhibition de 

l’adénylate cyclase59,65,66 ainsi qu’une activation de canaux GIRK  induisant une 

hyperpolarisation de la cellule67. 
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A l’inverse des deux précédents, les cascades de signalisations intracellulaires de 

GalR2 sont multiples du fait d’un couplage à plusieurs classes de protéines G. Elles 

dépendent donc du type cellulaire ainsi que des effecteurs présent en aval68. Malgré cette 

multitude de voies de signalisations, plusieurs études laissent à penser que la majorité 

des GalR2 sont couplés à une protéine de type Gq/11 qui met en jeu une phospholipase C 

permettant la formation d’IP3 et conduisant généralement à une augmentation de la 

concentration en calcium intracellulaire ainsi qu’à l’ouverture de canaux chlorure Ca2+ 

dépendants62,63,66,69. Un couplage à une protéine de type Gi/o entrainant une inhibition de 

l’adénylate cyclase62,66 et à une protéine G12/13 qui conduit vraisemblablement à 

l’activation de la petite GTPase Rho70 ont également été observés. 

 

Figure 7. Voies de signalisations des GalRs  

(AC : adénylate cyclase ; BK : canal potassique (large) calcium dépendant ; CaCC : canal chlorure 

calcium dépendant ; (p)CREB : protéine (phosphorylée) se fixant à l’élément de réponse du 39,59-

AMPc ; DAG : diacylglycérol ; GIRK : G protein–regulated inwardly rectifying potassium channel ; 

IP3 : inositol triphosphate, MEK : mitogen-induced extracellular kinase ; PDK : protéine kinase 1 

phosphoinosotide dépendante ; PIP2 : phosphatidylinositol bisphosphate, PIP3 : 

phosphatidylinositol trisphosphate ; PI3K : kinase-3-phosphatidylinositol ; PKB : protéine kinase 

B ; PLC : phospholipase C ; VDCC : canal calcique voltage-dépendant) (inspiré de Lang et al.68) 
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Concernant le récepteur GalR3, un manque de données expérimentales a été 

constaté. Cela peut s’expliquer par le fait que, dans les systèmes recombinants, le 

récepteur n’est que faiblement exprimé à la surface des cellules. En effet, la présence de 

motifs particuliers d’acides aminés sur sa partie C-terminale entraine sa rétention au 

niveau du réticulum endoplasmique conduisant à une expression intracellulaire du 

récepteur71.  

3.3 Ligands 

La galanine, un neuropeptide endogène de 29-30 acides aminés, est le ligand 

principal des GalRs. Elle se lie aux trois types de récepteurs avec une haute affinité57.  

Au cours de leur évolution, les neuropeptides et leurs récepteurs se sont développés 

essentiellement grâce à une série de deux duplications complètes du génome associées à 

des duplications plus localisées de gènes. Cela a entrainé une certaine variabilité de 

séquence rendant leur évolution difficile à retracer57. Toutefois en associant une analyse 

génétique et phylogénétique il a été possible de retracer l’ensemble des duplications ou 

pertes de gènes ayant eu lieu au cours de l’évolution. Cela a permis de reconstruire le 

chromosome ancestral des vertébrés sur lequel se trouvait le gène de la spexine, au 

voisinage des gènes de la galanine57.  

Une fois les séquences alignées, une certaine homologie a pu être observée entre la 

spexine et la galanine où les résidus Trp2, Thr3, Tyr9, Leu10 et Gly12 sont identiques entre 

les deux peptides (Figure 8).  

Cette étude a également permis d’identifier un autre gène paralogue de la spexine, 

nommé spexine2 présent sur le chromosome des vertébrés mais absent chez les 

mammifères. Sa séquence codante est similaire à celle de la spexine et il permet également 

la synthèse d’un peptide mature de quatorze acides aminés amidé en C-terminal et qui 

présente quatre acides aminés différents par rapport à la spexine.  

Tout au long de leur développement, les neuropeptides ont évolué de manière à 

conserver leur structure tridimensionnelle au détriment de leur séquence peptidique 

mature72. Cela suggère que des peptides issus d’un ancêtre commun peuvent partager la 

même cible biologique du fait de la conservation du mode de liaison induit par la structure 

3D. Etant donné la forte homologie de séquence entre la spexine et la galanine, il a été 
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suggéré que la spexine puisse se lier aux récepteurs de la galanine (GalR1, GalR2 & GalR3). 

Pour étudier sa liaison au récepteur, la spexine, la spexine2 et la galanine ont été utilisées 

sur des cellules HEK293-Gqi exprimant chaque type de récepteurs à la galanine57. 

L’administration de spexine humaine et de spexine2 de poisson zèbre a entrainé une 

liaison et une activation des récepteurs GalR2 et GalR3 sans solliciter GalR1. L’activité de 

GalR2 induite par la spexine était inférieure à celle conséquente à l’injection de galanine. 

Contrairement à l’activité de GalR3 qui était supérieure dans le cas de la spexine et de la 

spexine2. (Tableau 4 & Figure 9) 

 

Figure 8. Alignement des séquences peptidiques matures encadrées par les sites de clivage des 

peptides de la famille de la spexine (SPX), la galanine (GAL) et la kisspeptine (KISS) retrouvés 

chez l’Homme (Hu), le lézard anole (An), le poulet (Ch), le Xenopus (Xe), le cœlacanthe (Coel), le 

poisson zèbre (Zf), le médaka (Md), l’Epinoche (St) et le Tétrodon (To). Les résidus conservés sont 

indiqués par différentes couleurs57 

 
 

EC50 (nM)  

galanine spexine spexine2 

GalR2 88 161 317 

GalR3 1383 626 724 

Tableau 4. Activité (EC50) de la galanine, de la spexine humaine et de la spexine2 de poisson 

zèbre sur des cellules HEK293-Gqi exprimant GalR2/3 
57 
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Des études sur différents fragments de la galanine ont permis de mettre en évidence 

la faible importance des acides aminés au-delà des positions 15-16 contrairement à la 

partie N-terminale (2-11) qui s’est révélée être capitale pour la liaison au récepteur68. 

Plusieurs modifications de ces fragments ont été effectuées et notamment une élimination 

de la Gly1 qui  a réduit ou abolit complètement  la liaison à GalR1 en ne modifiant que très 

légèrement la liaison à GalR2/3
68. La troncation de cet acide aminé, associée à une 

substitution de la partie C-terminale a permis de synthétiser le M871, un peptide sélectif 

de GalR2 présentant une activité antagoniste73. Des ligands non peptidiques ont également 

été développés dont le SNAP 3788974, un antagoniste sélectif des récepteurs GalR3 qui a 

été le premier à montrer une véritable efficacité68. 

Bien qu’elles se lient à GalR2, la spexine et la galanine stabilisent des conformations 

différentes du récepteur aboutissant à des voies de signalisations différentes. Cela  

expliquerait leurs différents effets observés dans la régulation de l’appétit et de la 

reproduction75. A cela s’ajoute le fait que la spexine se dissocie très rapidement de son 

récepteur contrairement à la galanine qui resterait assez longtemps pour activer 

plusieurs voies de signalisations et notamment celles entrainant l’internalisation du 

récepteur75. 

Les ligands des récepteurs de la galanine sont cités ci-après (Tableaux 5, 6 & 7). 

 Structure GalR1 GalR2 GalR3 

Galanine63,67 GWTLNSAGYLLGPHAVGNHRSFSDKNGLTS 
0.14 ± 
0.05[a]  

2.19 ± 
0.27[a]  

7.16 ± 
0.06[b]   

GALP76  
APAHRGRGGWTLNSAGYLLGPVLHLPQMGD

QDGKRETALEILDLWKAIDGLPYSHPPQPS 
77 ± 20[c]  28 ± 10[c]  10 ± 4[c]  

Tableau 5. Ligands endogènes des GalRs humains  

([a] : Ki en nM ; [b] : pKi ; [c] : IC50 en nM ; ± erreur standard) 

 

 



 

Page | 40  
 

 Structure GalR1 GalR2 GalR3 

M24277 GWTLNSAGYLLGPRHYINLIWRQRY-NH2 
0.25 ± 
0.15[a,c]  

5.84 ± 
1.69[a,c]  

 

M61778,79 GWTLNSAGYLLGPQPPGFSPFR-NH2 
0.23 ± 
0.12[a,c]  

5.71 ± 
1.28[a,c]  

49 ± 
9.4[a,c]  

M114580 RGRGNWTLNSAGYLLGPVLPPPALALA-NH2 
587 ± 
250[a,c]  

6.55 ± 
2.7[a,c]  

497 ± 
150[a,c]  

M115181 GWTLNSAGYLLGPK(C(O)X2)-NH2 
98.6 ± 
77[a,c]  

28.9 ± 
17.5[a,c]  

874 ± 
270[a,c]  

M115281 WTLNSAGYLLGPK(C(O)X2)-NH2 
2370 ± 
417[a,c]  

36.4 ± 
27[a,c]  

656 ± 
119[a,c]  

M115381 RGRGNWTLNSAGYLLGPK(C(O)X2)-NH2 
1890 ± 
329[a,c]  

4.98 ± 
0.81[a,c]  

230 ± 
149[a,c]  

M116082 RGRGNWLNSAGYLLGPVLPPPALALA-NH2 
15 500 ± 
1 400[a,c]  

33.3 ± 
13[a,c]  

> 104[a,c]  

AR-M189683 WTLNSAGYLL-NH2 879[b,c]  1.76[b,d]   

J1884 RGRGNWTLNSAGYLLGPkkK(C(O)X3)k – NH2 
138 ± 
46[a,c]  

20 ± 
8[a,c]  

112 ± 
14[a,c]  

J2084 RGRGNWTLNSAGYLLGPXXK(C(O)X3)K-NH2 
25 ± 

5.5[a,c]  
4.9 ± 
1.6[a,c]  

13 ± 7[a,c]  

Galnon85 

 

11.7[a,c]  
34 .1 

*103[a,d]  
 

Galmic85 

 

34.2[a,c]  > 105[a,d]   

Tableau 6. Agonistes des récepteurs de la galanine  

( [a] : Ki en nM ; [b] : IC50  en nM ; ± erreur standard ; [c] : GalRs humains ; [d] : GalRs de rat ; X : -

HNCH2CH2CH2CH2CH2C(O)- ; X2 : glutamyle ; X3 : stéaryle ; liste non exhaustive) 
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 Structure GalR1 GalR2 GalR3 

C767,86 GWTLNSAGYLLGPRPKPQQWFWLL 
9.55 ± 
0.05[a,c]  

2.0 ± 
0.25[b,d]  

8.09 ± 
0.07[a,d]  

M1587 GWTLNSAGYLLGPQQFFGLM-NH2 0.4[b,d]  1.1[b,d]  10.5[b,d]  

M3267,77 GWTLNSAGYLLGPRHYINLITRQRY-NH2 
0.18 ± 

0.16[b,d]  
2.18 ± 

0.48[b,d]  
8.22 ± 
0.11[a,d]  

M3567,86,87 GWTLNSAGYLLGPPPGFSPFR-NH2 4.8[b,d]  
1.8 ± 

0.24[b,d]  
7.84 ± 
0.08[a,d]  

M4067,86,87 GWTLNSAGYLLGPPPALALA-NH2 1.8[b,d]  
1.5 ± 

0.10[b,d]  
6.54 ± 
0.09[a,d]  

M87173,79 WTLNSAGYLLGPEHPPPALALA-NH2 
420.0 ± 
89.7[b,d]  

13.1 ± 
1.2[b,d]  

> 103[b,d]  

SNAP 3788974 

 

> 104[b,d]  > 104[b,d] 
17.44 ± 
0.01[b,d]  

SNAP 39829974 

 

> 103[b,d] > 103[b,d] 
5.33 ± 

0.28[b,d]  

GALR3ant87  

 

> 104[b,d] > 104[b,d] 20[b,c]  

Tableau 7. Antagonistes des récepteurs de la galanine ([a] : pKi  ; [b] : Ki en nM ; [c] : GalRs de rat ; 

[d] : GalRs humains ; ± erreur standard ; liste non exhaustive) 
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3.4 Biodistribution & rôles biologiques 

De manière générale, les récepteurs GalR1 & GalR2 sont retrouvés en majorité au 

niveau du système nerveux central avec une expression beaucoup moins élevée en 

périphérie mais tout de même plus importante pour GalR2 que pour GalR1.  

Au niveau cérébral, l’ARNm de GalR1 se situe en grande partie dans plusieurs noyaux 

du thalamus, de l’hypothalamus et de l’hippocampe ainsi que dans l’amygdale notamment 

au niveau du tractus olfactif88–90. Une expression majoritaire est également à signaler au 

niveau des ganglions dorsaux de la moelle épinière (DRGs) ainsi que dans la moelle 

épinière où GalR1 est retrouvé en grand nombre dans les fibres nerveuses larges alors que 

GalR2 est plus localisé au niveau des petites et moyennes fibres90. Chez l’Homme, des 

transcrits de GalR1 ont été retrouvés dans le cortex cérébral, l’amygdale et la substance 

noire91. En périphérie peu de récepteurs GalR1 sont exprimés avec tout de même une 

faible expression au niveau du tractus digestif, du cœur et des testicules chez le rat et 

l’Homme89,91. 

En ce qui concerne l’expression centrale de GalR2, il est retrouvé principalement au 

niveau de l’hippocampe (gyrus denté), de l’hypothalamus (corps mamillaire, aire pré-

optique, noyau arqué et aire postérieure) et du cortex cérébral88,90,92. A l’inverse de GalR1, 

GalR2 a une localisation périphérique plus étendue au niveau des poumons, de la prostate, 

de l’utérus, des ovaires, de l’estomac et du gros intestin60. Des localisations similaires à ce 

qui a été observé chez le rat sont constatées chez l’Homme62,63,86 avec une expression 

centrale majoritaire au niveau de l’hippocampe et de l’hypothalamus ainsi qu’une 

expression périphérique dans le cœur, les reins, le foie, l’intestin grêle, le colon et la 

rétine63,86. Cependant certaines de ces localisations restent différentes entre l’Homme et 

le rongeur avec notamment une expression globale plus restreinte chez l’Homme que chez 

le rat63,86 d’où la difficulté d’extrapoler des résultats entre ces deux espèces.  

Une expression de GalR1 dès les stades embryonnaires avec une persistance jusqu’à 

l’âge adulte a été observée chez le rat à la différence de GalR2 qui présente une expression 

évolutive en fonction de l’âge88. En effet, on observe un pic d’expression de la naissance et 

jusqu’à sept jours, notamment dans le cortex et le thalamus, qui redescend après quatorze 

jours. Cette augmentation de l’expression durant les premiers jours de la vie suggère une 

implication de ces récepteurs dans le développement du système nerveux. 
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Comme dit précédemment, peu d’études concernant GalR3 ont été réalisées du fait 

de sa faible expression à la surface des cellules71 mais il a été démontré que, dans le 

cerveau du rat, l’ARNm de GalR3 est exprimé faiblement et de façon restreinte dans 

certaines régions du cerveau comparé à GalR1 et GalR2
93. On le retrouve cependant au 

niveau de l’aire pré-optique/hypothalamique, du cerveau antérieur basal, de la médulla 

ainsi que de la corne dorsale de la moelle épinière, du pont, du néocortex, du striatum, du 

thalamus, de l’hippocampe et du cervelet. Même si ces localisations cérébrales font écho 

aux actions centrales de la galanine, il est difficile de déterminer le rôle précis de GalR3 

dans ces différents mécanismes étant donné sa co-localisation avec GalR1 & GalR2
93. D’un 

autre côté, une expression plus abondante de GalR3 est retrouvée chez le rat au niveau 

périphérique et notamment dans la rate et les testicules64 supposant un rôle plus 

important de ces récepteurs en périphérie.  

De par leur localisation importante tant au niveau du système nerveux qu’en 

périphérie et associé à leurs voies de signalisation multiples, les récepteurs de la galanine 

sont impliqués dans un grand nombre de fonctions physiologiques essentielles68,94,95. 

Parmi elles l’homéostasie osmotique, la reproduction, l’alimentation et le métabolisme 

énergétique, l’éveil et le sommeil, la douleur ainsi que l’apprentissage et la mémoire.  Leur 

expression majoritaire au niveau du système nerveux central est également liée à leur 

implication dans certaines pathologies comme la maladie d’Alzheimer, l’épilepsie, 

l’anxiété et la dépression68,95. 

Concernant la douleur, de nombreuses études suggèrent l’implication des 

récepteurs de la galanine dans la modulation de la nociception96, tant au niveau central97,98 

que périphérique99–101. Il a été observé que les effets anti-nociceptifs de la galanine au 

niveau périphérique étaient médiés par les récepteurs GalR2 présents au niveau des 

ganglions dorsaux de la moelle épinière94,102,103. Certaines études ont montré que 

l’activation périphérique des récepteurs GalR2 par l’agoniste sélectif AR-M1896 aurait un 

effet pro-nociceptif100,104, au contraire de Hulse et al.105 qui ont mis en évidence que ce 

même agoniste entrainait un effet anti-nociceptif. A cela s’ajoute le fait que les effets anti-

nociceptifs médiés par GalR2 n’entraînaient aucun des effets secondaires graves 

traditionnellement associés à l’utilisation des analgésiques opioïdes101. 

L’ensemble de ces observations font de GalR2 une nouvelle cible potentielle dans le 

traitement de la douleur chronique. Toutefois, certaines observations concernant son rôle 
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dans la modulation de la douleur sont contradictoires et c’est pourquoi son implication 

précise reste à établir. En effet, les modèles animaux knock-out (KO GalR2) présentent une 

anomalie du développement des neurones présents dans les DRGs  associés à un 

phénotype douloureux quasiment identique à celui des animaux sauvages106,107. Ces 

résultats indiquent que les KO constitutifs de ce récepteur ne sont vraisemblablement pas 

des outils adaptés à l’étude du rôle de GalR2 dans la douleur. Par ailleurs, bien que 

certaines études histochimiques aient pu être réalisées, elles restent difficiles à 

entreprendre du fait de la faible expression des GalRs chez le rongeur et de l’utilisation 

d’anticorps anti-GalRs non spécifiques102. L’expression étroite de GalR1 et GalR2 ainsi que 

l’absence de sélectivité de la galanine et de certains ligands pour les différents sous-types 

GalR1-3 ne permet pas d’aborder spécifiquement le rôle de GalR2105. C’est dans ce contexte 

que nous avons porté nôtre attention sur la spexine qui a récemment montré une 

sélectivité pour les récepteurs GalR2/3
57 . En effet, ce neuropeptide endogène pourrait 

s’avérer être un outil intéressant pour l’étude du rôle du récepteur GalR2 dans la douleur. 

Et ce d’autant plus que le récepteur GalR3 semble peu impliqué dans la modulation de la 

nociception105. 

4. La spexine comme nouvel outil d’étude de GalR2 

4.1 Découverte & structure 

Il y a quelques années, l’utilisation d’outils bio-informatiques dans la recherche de 

nouvelles hormones peptidiques a permis d’identifier la spexine, aussi appelée 

neuropeptide Q (NPQ), un peptide amidé de quatorze acides aminés (Figure 10)108,109. 

 

Figure 10. Structure chimique de la spexine humaine 

 



 

Page | 45  
 

Longtemps, l’identification des neuropeptides était limitée du fait de leur taille 

réduite, leur expression faible et restreinte ainsi que leur manque de similarité de 

séquence.  Plusieurs méthodes ont jusqu’à aujourd’hui été utilisées dans la découverte de 

nouveaux neuropeptides. L’ocytocine, le premier neuropeptide à avoir été caractérisé a 

pu être isolé et identifié à partir d’un extrait de tissu présentant une activité biologique110. 

Par la suite, d’autres neuropeptides ont pu être découverts grâce à leur capacité de se lier 

ou d’activer une cible biologique particulière en fonction de leurs caractéristiques 

biochimiques, à l’aide d’approches génomiques ou, plus récemment, en les caractérisant 

par spectrométrie de masse111. Le séquençage des gènes de plusieurs espèces a permis de 

mettre en place un ensemble de librairies contenant un grand nombre de gènes de ces 

espèces, d’où la nécessité de concevoir des outils pour faciliter le criblage de ces librairies. 

Le développement de modèles mathématiques a été une avancée majeure dans ce 

domaine et cela a notamment permis l’identification du NPQ à l’aide d’un modèle caché 

de Markov (MCM). Ce modèle présente l’avantage de pouvoir gérer des séquences de 

longueurs variables en intégrant plusieurs informations à caractères biologiques pour 

une seule et même séquence108.  

L’ensemble des neuropeptides présentent des motifs caractéristiques dans leur 

séquence d’acides aminés (site de clivage dibasique, peptide signal, …). Dans le MCM, les 

séquences possibles de ces motifs sont déterminées en analysant plusieurs hormones 

peptidiques connues et en attribuant à chaque acide aminé un état auquel est associé une 

probabilité de distribution ainsi qu’une probabilité de transition vers un autre état 

(Figure 11). Dans le cas des neuropeptides, les motifs de référence utilisés sont une 

séquence peptide signal, au moins un site de clivage dibasique et l’absence de domaines 

transmembranaires. Une fois ces motifs de référence établis, le modèle est lancé sur un 

ensemble de protéines connues ou hypothétiques contenues dans une base de données 

de façon à attribuer à chaque protéine un score qui dépendra de la présence/absence de 

ces motifs particuliers et reflètera la possibilité que cette protéine puisse coder pour une 

hormone peptidique (Figure 11).  
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Figure 11. Principe du modèle caché de Markov : (A) Les états sont indiqués par des lettres et les 

flèches représentent les transitions entre ces états. L’indice sur l’état indique la multiplicité de 

l’état, un chiffre indique que cet état représente un seul acide aminé alors qu’un n indique la 

présence possible de plusieurs états dont la longueur dépendra des probabilités de transition ainsi 

que de la probabilité de distribution des autres états. (B) Les séquences possibles des motifs sont 

déterminées en analysant plusieurs séquences d’hormones peptidiques connues (N représente la 

taille de l’échantillon) et en attribuant à chaque acide aminé un état auquel est associé une 

probabilité de distribution ainsi qu’une probabilité de transition vers un autre état. Au final, le 

MCM est appliqué pour donner un score à l’ensemble des protéines étudiées108 

Parmi les 61 protéines encore non caractérisées qui présentaient un score élevé, des 

critères supplémentaires ont été appliqués :  

- Les protéines où au moins 1 acide aminé de chaque site de clivage dibasique n’est 

pas conservé entre des séquences orthologues sont exclues 

- Si le site de clivage appartient à un résidu basique plus long alors les protéines sont 

exclues 

- La présence d’un changement significatif (> 30%) dans l’homologie de séquence 

des 5 acides aminés se situant avant et après le site de clivage 

L’ensemble de ces paramètres a finalement permis d’identifier la spexine, un 

peptide amidé endogène de quatorze acides aminés où le motif GRR présent dans le 

précurseur permettrait de former la fonction amide en partie C-terminale. Une 

caractéristique commune à de nombreux neuropeptides109. 
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Etant donnée le remplacement de ce motif GRR par un motif GHR, le rat produit un 

peptide mature non amidé en C-terminal. Une activité de la spexine amidée a néanmoins 

été détectée chez le rat109 et le peptide mature non amidé a montré une activité inhibitrice 

sur le système gonadotrope du poisson zèbre112. Cela laisse à penser que la partie amidée 

ne serait pas impliquée dans la liaison au récepteur.  

La séquence de la spexine mature est généralement conservée entre les espèces avec 

quelques différences. En effet, on observe une substitution Ala13 
→ Thr13 chez les poissons 

et Ala6 
→ Ser6 chez certains mammifères (panda, chat & chien) (Tableau 8). 

 Homme NWTPQAMLYLKGAQ  
Chimpanzé NWTPQAMLYLKGAQ 

Souris NWTPQAMLYLKGAQ 

Rat NWTPQAMLYLKGAQ 

Lapin NWTPQAMLYLKGAQ 

Vache NWTPQAMLYLKGAQ 

Dauphin NWTPQAMLYLKGAQ 

Panda NWTPQSMLYLKGAQ 

Chien NWTPQSMLYLKGAQ 

Chat NWTPQSMLYLKGAQ 

Poule NWTPQAMLYLKGAQ 

Lézard NWTPQAMLYLKGAQ 

Xenopus NWTPQAMLYLKGAQ 

Poisson zèbre NWTPQAMLYLKGTQ 

Fugu NWTPQAMLYLKGTQ 

Poisson rouge NWTPQAMLYLKGTQ 

Tableau 8. Alignement de séquences du peptide mature de la spexine retrouvée chez différentes 

espèces (inspiré de Wong et al.113) 

Cette forte homologie de séquence est le témoin de la place importante du peptide 

dans l’évolution des espèces et de sa probable implication dans de nombreuses fonctions 

physiopathologiques113.  

4.2 Synthèse endogène  

Chez l’Homme, le gène codant pour la spexine est situé sur le chromosome 12 et il 

est appelé C12orf39 (chromosome 12 open-reading framework 39)114.  La séquence du 

gène de la spexine chez les mammifères se compose de six exons (215 paires de bases 

(pb), 84 pb, 58 pb, 63 pb, 87 pb et 227 pb) associés à cinq introns (403 pb, 160 pb, 937 

pb, 177 pb et 1459 pb)115. Cette séquence génomique est similaire à celle observée chez le 
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mérou116 contrairement à celle retrouvée chez le poisson rouge où il n’y a que cinq exons 

et quatre introns113. Cette différence est sûrement due à l’insertion d’un cinquième intron 

au sein de l’exon cinq qui se divise alors en deux nouveaux exons116 (Figure 12). 

 

Figure 12. Organisation génomique du gène de le spexine du mérou : (A) Organisation intron 

(In) – exon (Ex) du gène de le spexine du mérou (B) Comparaison de l’organisation intron – exon 

du gène de le spexine entre différentes espèces116 

Le séquençage des 763 paires de bases codantes du gène de la spexine présent chez 

le mérou116 a permis d’identifier une séquence 5’ non traduite de 209 pb, une séquence 3’ 

non traduite de 191 pb ainsi qu’un cadre de lecture ouvert (Openning Reading Frame ou 

ORF) de 363 pb qui code pour un prepropeptide de 120 acides aminés (116 chez 

l’Homme115) (numéro d’accès GenBank : KU375455). Ce prepropeptide de 120 acides 

aminés est composé d’un peptide signal codé par les exons 1 et 2 alors que le peptide final, 

dont la séquence diffère de celle des mammifères d’un acide aminé (Ala13 → Thr13), est lui 

codé par les exons 3 et 4115. Une étude des transcrits du gène de la spexine effectuée chez 

le poisson rouge113 a montré la présence de trois résidus d’ARNm (847 pb, 805 pb et 574 

pb). Parmi eux, seul celui de 574 pb a été identifié comme contenant la séquence codante 

du précurseur de la spexine. Bien que cette analyse ait été réalisée chez le poisson rouge, 

qui possède une séquence intron/exon différente de celle de l’Homme, nous pouvons être 

amené à penser que la transcription du gène suit une voie similaire chez l’Homme mais 

cela reste à prouver115.   

Le précurseur de la spexine, la protéine C12orf39, contient une séquence peptide 

signal de vingt-cinq à vingt-sept acides aminés en fonction des espèces116,117 ainsi que 
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deux sites de clivages dibasiques (RR) encadrant la séquence de quatorze acides aminés 

correspondant au peptide mature (Figure 13). 

 

Figure 13. Organisation de la protéine codant pour la spexine (SPX) chez les poissons et les 

tétrapodes (SP : peptide signal)118 

Comme dans tout neuropeptide, la partie N-terminale du précurseur de la spexine 

correspond au peptide signal et permet un adressage de ce précurseur dans le 

compartiment cellulaire adéquat119. Les résidus basiques encadrant la séquence de 

quatorze acides aminés donnant la spexine mature sont reconnus par des enzymes de 

types convertases qui participent ainsi au clivage du précurseur et à la maturation du 

peptide final. Il arrive que certains peptides biologiques subissent des modifications post-

translationnelles de type amidation C-terminale, acétylation N-terminale, glycosylation, 

sulfonation ou phosphorylation119. En ce qui concerne les hormones peptidiques, plus de 

la moitié identifiées à ce jour sont amidées en position C-terminale et cette α amidation 

post-translationnelle correspond à la dernière étape du processus de biosynthèse de ces 

peptides. Dans le cas de la spexine, la réaction d’amidation est catalysée par une 

peptidylglycine α-amidating mono-oxygénase qui reconnait spécifiquement le motif 

signal GRR présent dans la séquence peptidique120.  

Il a été observé que, comme dans la plupart des synthèses endogènes de 

neuropeptides, la protéine C12orf39 non hydrolysée est transportée du réticulum 

endoplasmique vers l’appareil de Golgi puis dans une vacuole de sécrétion pour pouvoir 

être libérée telle quel dans le milieu extracellulaire. Même si la sécrétion du 

prepropeptide non hydrolysé est assez surprenante, une libération du peptide hydrolysé 

n’est pas à exclure114. 

4.3 Rôles  

4.3.1 Biodistribution  
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Une première étude de la localisation de la spexine a été réalisée par 

immunohistochimie108. Elle a notamment permis de montrer la co-localisation du NPQ 

avec l’insuline. Cette localisation au voisinage d’une voie de sécrétion endogène ajouté au 

fait que le peptide mature de la spexine clivé et sécrété a pu être mis en évidence par 

western blot108 a renforcé l’idée que la spexine puisse être un neuropeptide.  D’autres 

analyses préliminaires faisant suite à l’identification de ce peptide ont mis en évidence la 

présence d’ARNm de la spexine au niveau du cerveau, du pancréas, des reins et de 

l’estomac108,109. Chez le poisson rouge, l’ARNm de la spexine a été détecté au niveau de la 

rate, des reins, du cœur, du foie, de l’intestin, de l’hypophyse et des gonades avec une 

expression majoritaire dans le tectum optique, l’hypothalamus et le tronc cérébral113. La 

distribution de l’ARNm et du précurseur peptidique de la spexine a été étudiée chez le 

rat121 avec des résultats similaires chez l’Homme122. 

De manière générale, la spexine est largement exprimée au niveau de plusieurs 

tissus endocrines avec une localisation majoritaire dans le tissu épithélial alors qu’elle est 

moindre dans le tissu musculaire et connectif. Cette localisation épithéliale est cohérente 

avec un possible rôle dans le transport transépithélial, la sécrétion et la prolifération121. 

Dans le cerveau de rat, la spexine est co-localisée avec l’hormone corticotrope au niveau 

du noyau de Barrington et elle est proche de la choline acétyltransférase dans le noyau 

tegmental latérodorsal109. L’expression de la spexine dans les différents noyaux du 

système nerveux associée à sa capacité de sécrétion suggèrent une implication dans la 

neuromodulation121. Cette localisation de la spexine étendue à l’ensemble du corps 

renforce l’idée de son implication dans de nombreuses fonctions biologiques essentielles 

à la survie 

4.3.2 Rôles  

4.3.2.1 Métabolisme énergétique (diabète, obésité & alimentation) 

De par la co-localisation de la spexine avec l’insuline observée dans les cellules 

pancréatiques de rat et de cochon108,123, plusieurs études ont cherché à mettre en évidence 

son implication sur les paramètres glycémiques. A des concentrations de glucose 

normales (6 mM), la spexine entraine une diminution de l’expression (in vitro) des gènes 

de l’insuline sans modifier sa sécrétion alors qu’à des taux de glucose élevés (16 mM) 

représentatifs d’un état postprandial ou de diabète, la sécrétion d’insuline (in vitro & in 
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vivo) induite par l’injection de glucose est inhibée124. Plus généralement, le glucose stimule 

la libération de spexine à court terme mais l’inhibe à plus long terme, probablement via 

une régulation de l’expression des récepteurs de la spexine. Au contraire, la production et 

la libération de la spexine est inhibée par la sécrétion d’insuline123. Associé à cela, on note 

que la spexine entraine une amélioration de la viabilité et de la prolifération des cellules 

pancréatiques, altérées en cas de diabète124. 

Etant donné le lien entre la sécrétion d’insuline et le diabète, l’implication de la 

spexine dans cette pathologie a été explorée chez l’Homme. Dans le cas du diabète de type 

1, la diminution des taux de spexine n’a pas été corrélée avec l’indice de masse corporelle, 

le taux de glucose ou les paramètres lipidiques125. Alors que les observations concernant 

le diabète de type 2 (DT2) ont montré des résultats contradictoires122,125,126. Chez des 

patients adultes non obèses atteints de DT2, une diminution des taux de spexine a été 

observée122,125 alors qu’aucune différence n’a été constatée entre des patients adolescents 

sains et des patients obèses avec une tolérance normale au glucose ou obèses avec un 

DT2126. D’un autre côté Gu et al.122 ont mis en évidence une corrélation négative entre le 

taux de spexine et les paramètres glycémiques/lipidiques contrairement à Karaca et al.125 

qui n’ont observé aucune relation entre ces paramètres et les taux de spexine.  

Une étude de l’expression du gène C12orf39, codant pour la spexine, a permis de 

mettre en évidence une sous expression importante (environ quinze fois) chez le patient 

obèse ce qui a suggéré l’implication du peptide dans l’obésité127. Il a également été observé 

chez les patients obèses et sains, une corrélation négative entre les taux circulant de 

spexine et de leptine qui pourraient donc avoir des effets opposés dans le phénomène 

d’obésité128. L’administration intra-péritonéale (IP) quotidienne de spexine chez des rats 

et souris à régime riche en graisse a entrainé une réduction de leur poids ainsi qu’une 

baisse de leur consommation de nourriture, n’étant pas reliée à une altération du goût128. 

Ceci serait dû à une oxydation plus importante des lipides durant la nuit associée à une 

augmentation de la locomotion. L’ensemble de ces effets faisant suite à l’administration 

de spexine évoquent une action centrale qui serait associée à une action directe au niveau 

des adipocytes en empêchant l’absorption d’acides gras. Chez le poisson rouge et le Ya-

fish, la prise de nourriture a déclenché une augmentation de l’expression de la spexine 

alors qu’elle est diminuée chez le groupe à jeun113,129. Un effet opposé a pu être observé 

chez le mérou et le pavillon tacheté où une augmentation des taux de spexine après 
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plusieurs jours de jeûne116,117 a été constatée. Mais dans les deux cas, la reprise de 

nourriture a permis de reverser les effets116,117,129. L’administration de spexine a eu pour 

effet de diminuer la consommation de nourriture en diminuant le comportement de 

recherche de nourriture associé à une régurgitation. Il a également été observé une 

diminution de l’expression de facteurs orexigènes ainsi qu’une augmentation de facteurs 

anorexigènes suite à l’injection du peptide mature113,116,130. 

4.3.2.2 Fonctions endocrines 

Nous avons pu voir que la spexine est exprimée dans plusieurs tissus endocrines du 

corps humain et du rat121,122 avec une localisation majoritaire au niveau de la glande 

surrénale évoquant de possibles rôles dans la modulation des fonctions endocrines. Une 

administration prolongée d’hormone adrénocorticotrope a induit une diminution de 

l’expression d’ARNm de la spexine au niveau de la surrénale contrairement à la 

dexaméthasone qui l’a augmenté131. Lorsque des cellules adrénocorticales de rat ont été 

traitées avec la spexine cela a provoqué une augmentation de l’aldostérone ainsi qu’une 

diminution de la prolifération cellulaire131. Une ablation chirurgicale de la glande 

surrénale a conduit à une augmentation notable des niveaux d’ARNm de la spexine avec 

un maximum après huit jours et un retour à la normale trente jours après l’ablation. Cette 

augmentation dans les premiers jours suivant l’intervention sous-entend un possible rôle 

de la spexine dans la réparation des tissus surrénaliens lésés131. Une diminution de la 

synthèse d’ARNm d’hormone de croissance faisant suite à l’injection de spexine a 

également été mis en évidence chez certains poissons116,132.  

Chez le poisson zèbre et le poisson rouge, la spexine est majoritairement exprimée 

au niveau du cerveau et des gonades112. L’hypothèse d’un rôle du peptide au niveau de 

l’axe reproducteur a alors été émise. La spexine a montré, in vitro et in vivo, une activité 

inhibitrice sur la libération d’hormone lutéinisante chez le poisson rouge112. Il a également 

été observé chez certains poissons une modification de l’expression de la spexine durant 

le cycle de reproduction avec une diminution de l’expression basale lors de la maturation 

sexuelle112,116 qui a pu être reversée en cas d’ovariectomie et bloquée par l’administration 

d’œstrogènes112,117. L’ensemble de ces informations a permis de mettre en évidence une 

possible implication de la spexine hypothalamique dans la régulation du cycle gonadique 

chez le poisson et notamment au niveau de la sécrétion d’hormone lutéinisante. 
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Cependant, une étude récente130 a montré qu’un poisson zèbre avec un knock-out du gène 

de la spexine présentait un phénotype reproducteur inchangé remettant ainsi en cause le 

rôle de la spexine dans le cycle reproducteur. Il est également possible que l’axe 

reproducteur des poissons soit régulé par un système neuroendocrine complexe où 

l’absence d’un neuromédiateur peut rapidement être compensée. Il a également été 

montré qu’une injection IP de spexine chez le Cynoglossus semilaevis (poisson plat) a  

déclenché une augmentation des taux d’ARNm de GnIH (gonadotropin inhibitory 

hormone) et GnRH3 au niveau hypothalamique ainsi qu’une diminution de l’expression 

d’ARNm de GtHα (gonadotropin hormone α) et FSHβ (follicle-stimulating hormone β-

subunit) dans l’hypophyse132. Alors que, chez le mérou, la spexine n’a eu aucune influence 

sur l’expression d’ARNm de GnRH1 et des hormones gonadotropes116, suggérant encore 

une fois des rôles biologiques différents en fonction des espèces. Néanmoins, des études 

complémentaires sont nécessaires, notamment sur des mammifères, pour comprendre 

l’implication de la spexine endocrine. 

4.3.2.3 Douleur 

Une administration intra-cérébrovasculaire (icv) de spexine chez des souris a induit 

une réponse anti-nociceptive dose dépendante lors du test du retrait de la queue, durant 

environ une heure et qui est maximale après trente minutes pour une dose de 30 

nmoles133. Une diminution de la sensibilité à la douleur lors des deux phases du test à la 

formaline a également été mis en évidence chez le rat et la souris après une injection intra-

hippocampale ou intra-cérébrovasculaire de spexine134–136. L’injection icv de spexine non 

amidée n’a cependant entrainé aucune réponse anti-nociceptive136. 

Concernant l’effet anti-nociceptif central induit par la spexine observé chez la souris, 

il a été montré que cette réponse n’était pas médiée par des récepteurs opioïdes car elle 

n’était pas inhibée par la naloxone (10 mg/kg)133. Cependant, une étude plus récente laisse 

à penser que cette diminution de la sensibilité à la douleur au niveau du système nerveux 

central mettrait en jeu les voies opioïdergiques136. L’explication de ces observations 

différentes réside dans les modèles de douleurs aiguës utilisés et notamment dans le fait 

qu’ils induisent différents types de douleurs aiguës potentiellement associées à des voies 

de signalisations distinctes. En effet, l’étude de Toll et al.133 est basée sur le test du retrait 

de la queue dont le rôle est de déclencher une douleur nociceptive contrairement au test 

de la formaline utilisé par Lv et al.136 où l’injection d’agents chimiques va entrainer une 
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lésion des tissus périphériques (phase précoce) associée à une inflammation (phase 

tardive)137. Dans le cas de cette douleur inflammatoire, l’injection icv de spexine 

permettrait l’activation de GalR3 ce qui entrainerait la production d’un peptide opioïde, la 

dynorphine ainsi qu’une augmentation de l’expression des récepteurs KOR. D’un autre 

côté, l’effet anti-nociceptif de la spexine dans le modèle de douleur viscérale passerait par 

l’activation de GalR2 et conduirait à la libération de proopiomélanocortine associée à 

l’augmentation de l’expression des récepteurs MOR136.  

4.3.2.4 Autres  

La première identification de la spexine a permis de mettre en évidence sa présence 

au niveau du muscle lisse de l’estomac ainsi que son implication dans la contraction de ce 

dernier108 évoquant un possible rôle au niveau du tractus digestif. Une diminution des 

concentrations circulantes de spexine a été observée chez des patients présentant une 

constipation fonctionnelle138. Des taux plus faibles d’ARNm de la spexine ont été retrouvés 

dans l’intestin et le colon de souris affamées associés à une diminution du transit 

intestinal. L’administration de spexine induit également une stimulation de la motilité 

intestinale grâce à l’activation de GalR2 qui provoque un influx de Ca2+ via des canaux 

calciques voltage dépendant de type L. Etant donné qu’elle diminue le taux d’acides 

biliaires totaux ainsi que l’expression de l’ARNm de la 7α-hydroxylase 1 cholestérol 

(responsable de la transformation du cholestérol en acide biliaire) au niveau du foie de la 

souris139, la spexine est également impliquée dans le métabolisme de l’acide biliaire au 

niveau hépatique. 

Des effets cardiovasculaires et rénaux ont également été constatés. En effet, 

l’injection icv de spexine chez le rat a entrainé une augmentation de la pression artérielle 

moyenne ainsi qu’une diminution du rythme cardiaque et du débit urinaire133.  

L’escitalopram est un antidépresseur connu pour entrainer une prise de poids et 

étant donné que la spexine est connue pour être impliquée dans la prise de poids et la 

régulation du métabolisme énergétique113,116,117,122–129, les interactions possibles entre ces 

produits ont été étudiées. Il a été montré que l’administration IP d’escitalopram chez le 

rat pendant quatre semaines a entrainé une diminution de l’expression d’ARNm de la 

spexine au niveau de l’hippocampe alors qu’elle était augmentée dans l’hypophyse et le 

striatum140.  
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4.4 Relations Structure – Activité (RSA) 

Au début de ces travaux il y avait très peu de données concernant la relation entre 

la structure de la spexine et son activité pour les récepteurs GalR2/3. Concernant la 

galanine, il a été mis en évidence que ce peptide présente majoritairement une structure 

sous forme d’hélice α sur la partie N-terminale. Cette hélice est également connue pour 

être impliquée dans la liaison de la galanine au récepteur GalR2 contrairement au reste de 

la structure secondaire141,142. Une analyse associant dichroïsme circulaire et RMN de la 

spexine de poisson rouge113 et de souris143 a permis de montrer que le peptide présente 

une structure aléatoire entre l’Asn1 et la Pro4 contrairement au reste de la molécule (Gln5 

à Gln14) qui adopte une structure sous forme d’hélice α (Figure 14).  

 

Figure 14. Structure adoptée par le peptide mature de la spexine du poisson rouge113 

La surface moléculaire de la spexine est relativement hydrophobe à l’exception de 

la Lys11 qui se trouve être le seul résidu chargé de la molécule et qui doit probablement 

intervenir dans la liaison à la cible biologique.  

Même si l’hélice α de la spexine se trouve en position C-terminale il semblerait 

qu’elle participe activement à la liaison du peptide sur GalR2. En effet, une modélisation 

du récepteur par homologie suivie d’un docking du peptide réalisé par Wong et al.143 a 

permis de mettre en évidence l’implication des résidus Gln5, Leu10, Lys11, Gly12, Ala13 et 

Gln14 dans la liaison au récepteur. D’autre part, il a également été suggéré que Asn1, Trp2, 

Gly12, Ala13 et Gln14 joueraient un rôle dans la stabilité du complexe peptide/récepteur. 

Quant aux résidus Trp2, Gln5, Lys11, Gly12 et Ala13 ils seraient également importants pour 

la sélectivité du peptide entre les différents récepteurs de la galanine. Une autre étude144 
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a également permis de mettre en évidence les acides aminés de la spexine impliqués dans 

l’activité et la sélectivité.  

Comme mentionné au début de ce chapitre, la spexine et la galanine présentent une 

forte homologie de séquence. La substitution de certains résidus de la spexine par ceux 

retrouvées sur la galanine (Figure 15) a permis de diminuer l’activité sur GalR3 tout en 

maintenant celle sur GalR2. Mettant ainsi en évidence l’implication de ces acides aminés 

dans la sélectivité. A côté de cela, la substitution des acides aminés de la série L par ceux 

de la série D a montré que les résidus Thr3, Tyr9 et Leu10 sont fortement impliqués dans 

l’activité du peptide. Le remplacement ou la fonctionnalisation de l’Asn1 a également 

permis d’augmenter la stabilité du peptide sans en modifier l’activité.  

 

Figure 15. Alignement des séquences humaine de la galanine, GALP, spexine1 et de la spexine2 de 

cœlacanthe. Les résidus conservés sont indiqués en jaune, ceux spécifiques de la spexine sont en 

vert et ceux spécifiques de la galanine sont en violet. Les résidus de la spexine humaine ont été 

modifiés comme indiqué144 

Bien que la spexine et les récepteurs de la galanine soient connus depuis plusieurs 

années, l’activation de ces RCPGs par le NPQ n’a été mis en évidence que récemment. Cela 

explique sans doute le fait qu’une majorité des effets in vivo de la spexine n’ont pas été 

associés aux GalRs. Bien que certaines études aient démontrées l’influence du complexe 

spexine/GalR2 dans les phénomènes de régulation de la douleur, son implication exacte 

reste encore assez vague. Le développement d’outils chimiques permettant un contrôle 

spatio-temporel précis de l’activation de GalR2 pourrait représenter une voie importante 

pour mieux comprendre l’implication du système spexine/GalR2 dans les voies non-

opioïdes de la douleur et ainsi le valider comme cible thérapeutique potentielle dans le 

traitement de la douleur.  
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5. La photopharmacologie comme outil pour nous éclairer 

sur le vivant  

5.1 De l’optogénétique à la photopharmacologie  

Du fait de l’importance grandissante des neurosciences, il a été nécessaire de 

développer des méthodes permettant une étude spatio-temporelle du fonctionnement 

des circuits neuronaux145. Les premières techniques d’excitation électrique de 

populations neuronales ont permis une stimulation temporelle précise mais sans 

spécificité cellulaire.  D’un autre côté les études de pharmacologie et de génétique, bien 

que spécifiques dans certains cas, n’ont pas permis un contrôle temporel de la stimulation 

neuronale. C’est en 1979 que pour la première fois Francis Crick a suggéré l’utilisation de 

la lumière comme outil d’étude spatio-temporelle dans les neurosciences146,147. Depuis ce 

jour son utilisation n’a cessé de se développer afin de se rapprocher de ce qui se fait de 

mieux dans la nature. 

La lumière est une onde électromagnétique composée d’un flux de particules de 

masse nulle appelées photons et certaines molécules possèdent des motifs chimiques (ou  

chromophores) capables d’absorber ces photons148. Cela entraîne une modification de la 

répartition électronique de la molécule qui passe alors de l’état fondamental à un état 

excité. Cet état électronique étant instable, la molécule cherche à revenir à l’état 

fondamental en éliminant le trop plein d’énergie reçu via différents processus qui peuvent 

être représentés selon le diagramme de Jablonski148 (Figure 16). Ces phénomènes 

peuvent être non radiatifs comme la conversion interne (rotation/vibration de liaisons) 

ou la conversion inter-système (passage de l’état S1 à T1). Ils peuvent également être de 

nature radiative avec l’émission d’un photon, c’est notamment le cas de la fluorescence et 

de la phosphorescence. 

La première et la plus connue des méthodes d’étude des neurones grâce à la lumière 

reste certainement l’optogénétique qui est définie comme la combinaison de processus 

optiques et génétiques. Plus précisément elle utilise la stimulation par la lumière de 

protéines photosensibles encodées génétiquement149. Ceci ayant pour but de contrôler 

des évènements précis dans le temps au niveau de cellules spécifiques150. Les protéines 

transmembranaires généralement utilisées pour ces techniques sont la 

channelrhodopsine2151,152 et l’halorhodopsine153,154. Il s’agit là d’opsines microbiennes 



 

Page | 58  
 

retrouvées chez les procaryotes sous forme de canaux ioniques dont la stimulation par la 

lumière va permettre un influx d’ions conduisant à une excitation ou une inhibition du 

neurone155. 

 

Figure 16. Diagramme de Jablonski  

(S0 : état fondamental ; S1/S2 : états singulet ; T1 : état triplet ; hν : photon)148 

Bien que l’optogénétique microbienne (Figure 17) permette une stimulation spatio-

temporelle précise, elle ne reflète en rien une excitation physiologique normale des 

neurones car les opsines utilisées ne sont pas retrouvées dans les systèmes eucaryotes156. 

L’élaboration d’une nouvelle technique a donc été indispensable pour permettre une 

étude plus précise des circuits neuronaux. Le développement de l’optogénétique 

pharmacologique157 (Figure 17) a permis de répondre à cette problématique. Dans cette 

technique un récepteur endogène est génétiquement modifié de manière à introduire un 

nouveau site de liaison. Cela permettra ensuite la fixation covalente par bioconjugaison 

d’un ligand synthétique rendu sensible à la lumière grâce à l’introduction d’un 

groupement photoisomérisable. La pharmacologie traditionnelle est ici associée à 

l’optique et la génétique pour permettre une étude spatio-temporelle précise où l’on 

retrouve la spécificité qui faisait défaut à l’optogénétique microbienne.  

En dépit des progrès réalisées dans ce genre de techniques, l’optogénétique 

microbienne & pharmacologique nécessitent l’introduction de cibles biologiques 

génétiquement modifiées pouvant entrainer une perturbation des systèmes biologiques 

étudiés158. La photopharmacologie (optopharmacologie ou optogénétique chimique) 

permet de s’affranchir de cet aspect génétique et des inconvénients qui lui incombent. En 

effet, grâce à la lumière il est possible de moduler les propriétés pharmacocinétiques et 
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pharmacodynamiques de ligands traditionnels159. Cela dans le but d’exercer un contrôle 

spatio-temporel de l’activité biologique du ligand. Actuellement, deux stratégies sont 

utilisées (Figure 17) :  

- Les ligands photocages où le ou les résidu(s) fonctionnel(s) de la molécule sont 

protégés par un groupement photolabile 

- Les ligands photoisomérisables qui possèdent dans leur structure un motif 

permettant de passer de manière réversible d’une forme active à inactive  

 

Figure 17. Techniques et outils photochimiques utilisés dans le domaine des neurosciences 

(inspirée de Kramer et al)156 

5.2 La photoisomérisation, une approche réversible   

5.2.1 Principe  

Cette stratégie repose sur l’introduction d’un motif photoisomérisable au sein d’une 

molécule bioactive160. A la suite de leur exposition à la lumière les ligands 

photoisomérisables vont, grâce à l’absorption d’un photon, s’isomériser de manière 
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réversible. Cette isomérisation conduit à une modification significative de leur structure 

et de leurs propriétés160.  

Plusieurs méthodes d’utilisation des motifs photoisomérisables ont vu le jour159,161. 

Elles sont regroupées et se distinguent par la manière dont le ligand interagit avec la cible 

biologique (Figure 18). Il y a d’une part les ligands photochromiques (PCLs) où les 

composés évoluent librement dans les milieux biologiques. Leur isomérisation entre deux 

configurations va entraîner une modification de leur affinité/efficacité et/ou 

pharmacocinétique/dynamie. A côté de cela, il y a les ligands qui sont liés de manière 

covalente à la cible d’intérêt (TLs)162. Ici, la liaison préalable à la cible permet d’augmenter 

la concentration locale du ligand tout en réduisant sa diffusion.  Cette classe regroupe elle-

même deux sous catégories qui sont définies selon la distance entre le site de 

bioconjugaison et le site de liaison. Lorsque ces derniers sont proches il s’agit de ligands 

photoisomérisables covalents (PTLs) alors que si ils sont éloignés, nous parlons plutôt de 

ligands orthogonaux photoisomérisables liés à distance (PORTLs). Il existe plusieurs 

autres sous catégories de TLs161 cependant nous ne citons ici que celles ayant été 

appliquées à l’étude des RCPGs. Enfin nous pouvons évoquer les linkers 

photochromiques (light responsive crosslinkers) où les deux extrémités du motif 

photoisomérisables sont liées à la cible biologique de façon à ce que son isomérisation 

puisse moduler la conformation de la cible et par conséquent l’activité biologique.  

          A 

 

       B 

 

          C 

 

        D 

 

Figure 18. Les différentes classes de ligands photoisomérisables 
(A) PCLs, (B) PTLs, (C) PORTLs & (D) linker photochromique159,161 
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Dans ce manuscrit, seule l’approche PCLs est assimilée à la photopharmacologie. En 

effet nous avons pu constater que la distinction entre optogénétique pharmacologique et 

photopharmacologie peut être évasive. De notre point de vue, les approches TLs ainsi que 

les linkers photochromiques ont plus trait à l’optogénétique pharmacologique car elles 

font intervenir des modifications artificielles de la cible d’intérêt163. 

Au sein d’un composé bioactif, le motif photoisomérisable peut être introduit au 

niveau d’un pharmacophore ou entre deux pharmacophores où il va jouer le rôle 

d’espaceur. Lorsqu’il est introduit de façon optimale son isomérisation permettra 

d’alterner entre une configuration ayant une faible affinité et une autre ayant une forte 

affinité pour la cible biologique160. 

5.2.2 Les motifs photoisomérisables 

Une grande diversité de motifs photoisomérisables a été développée à ce jour. Ils 

peuvent être regroupés en deux catégories en fonction du mécanisme d’isomérisation mis 

en jeu160,161 (Figure 19). En effet on retrouve ceux qui s’isomérisent entre une 

configuration cis & trans ce qui a pour conséquence une modification de leur structure et 

de leur polarité. Il s’agit des azobenzènes, des stilbènes et des hémithioindigos. De l’autre 

côté, les spiropyranes, les diaryléthènes et les fulgides font partis de la catégorie où le 

motif oscille entre des configurations dites « fermée » et « ouverte ». Ici, l’isomérisation 

conduit à une modification de la flexibilité et des propriétés électroniques du composé. 

Dans la première catégorie le composé peut, après son exposition à la lumière, revenir à 

l’équilibre en s’isomérisant naturellement par relaxation thermique (Δ). Ce n’est pas le cas 

pour les configurations ouverte/fermée qui sont toutes deux thermodynamiquement 

stables.                           

Pour être utilisé in vivo, un motif photoisomérisable doit répondre à plusieurs 

critères160,164 :  

- Son isomérisation doit être rapide et efficace. Cet aspect est défini par le 

coefficient d’extinction molaire (ε) et le rendement quantique d’isomérisation (φ) 

associés à une différence significative des propriétés structurales ou biologiques 

entre les deux isomères. 
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-  Le ligand photoisomérisable de même que ses métabolites doivent être stables et 

non toxique in vivo à l’équilibre ainsi qu’après son exposition à la lumière.  

- Les longueurs d’ondes (λ) utilisées doivent être compatibles avec l’application 

sur le vivant.                     

 

Figure 19.  Les différents motifs photoisomérisables : (a) azobenzènes, (b) stilbènes, (c) 
hemithioindigos, (d) fulgides, (e) spiropyranes & (f) diaryléthènes 161 

Parmi tous les motifs photoisomérisables cités précédemment, aucun ne coche 

toutes les cases du motif parfait. Mais à l’heure actuelle, les plus utilisés restent les 

azobenzènes en raison d’un certain nombre de critères qui en font des motifs 

photoisomérisables optimaux164. En effet ils s’isomérisent de manière rapide et efficace et 

présentent peu de photoblanchiment. Bien que leurs longueurs d’ondes d’excitations se 

situent en majorité dans le domaine de l’ultraviolet (UV), les azobenzènes restent les 

motifs les plus couramment utilisés en pratique. 

5.2.3 Les azobenzènes  

5.2.3.1 Propriétés spectroscopiques  

Les azobenzènes représentent une classe de molécules chimiques colorées qui ont 

été découvertes au milieu des années 1800. Mais c’est seulement en 1937 que Hartley a 

mis en évidence l’isomérisation cis-trans de la double liaison -N=N- après un stimulus 

lumineux165 (Figure 20).  
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La présence des noyaux phényles de part et d’autre de la double liaison -N=N- 

permet d’étendre la conjugaison du système et ainsi d’améliorer la photostabilité du 

composé tout en diminuant les énergies nécessaires à l’excitation en comparaison des 

composés aliphatiques166. Dans le cas de l’azobenzène non-substitué, c’est la forme trans 

qui prédomine (> 99.99%) en l’absence de stimulus extérieur du fait de sa stabilité 

thermodynamique plus importante (10-12 kcal par rapport à la forme cis)164,167. Plusieurs 

études ont mis en évidence le fait que l’azobenzène sous sa forme trans possède une 

structure globalement planaire avec une symétrie C2h (Figure 20), un angle dièdre -N-N-C 

autour de 114° et un moment dipolaire proche de zéro166,168–170. Au contraire, l’isomère cis 

adopte une structure « courbée » avec un moment dipolaire de 3 Debyes où les cycles 

benzéniques se trouvent à environ 53° par rapport au plan de la liaison -N=N-166,168 

conduisant à une symétrie C2V
171 (Figure 20).  

                     A 

 

                     B 

  

Figure 20. Les isomères trans & cis de l’azobenzène  

(A) structure & (B) symétrie  

Le spectre d’absorption du trans-azobenzène présente des maximums d’absorption 

aux alentours de 316 nm et 443 nm alors qu’ils se situent à 280 nm et 430 nm pour 

l’isomère cis172,173. Il est également intéressant de noter que les spectres d’absorption des 

formes cis & trans de l’azobenzène (Figure 21) se recouvrent par endroits ce qui permet 

de définir des points isobestiques à 268 nm et 372 nm qui correspondent à des longueurs 

d’onde où les deux isomères présentent un coefficient d’absorption molaire identique. 
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L’étroite association de ces deux spectres permet d’expliquer le fait que l’état 

photostationnaire (PSS), définit comme l’équilibre des proportions relatives des isomères 

cis & trans à une certaine longueur d’onde et qui ne varie plus avec le temps d’exposition 

à la lumière173, soit de 80% pour la forme cis et 95% pour la forme trans164. 

 

Figure 21. Spectres d’absorption de la forme cis (—) & trans (—) de l’azobenzène dans l’éthanol  

(inspirée de Beharry & Woolley)164 

Lorsque l’on fait une analyse du ratio des coefficients d’absorption molaire de la forme cis 

et de la forme trans de l’azobenzène dans le méthanol, on constate qu’à 347 nm l’isomère 

trans absorbe 91 fois plus que la forme cis alors que ce dernier n’absorbe que 3.3 fois plus 

que le trans-azobenzène à une longueur d’onde de 413 nm172 (Figure 22). Ces longueurs 

d’onde peuvent donc être utilisées pour déclencher l’isomérisation. 

Les maximums d’absorption observés sur les spectres permettent également de 

définir plusieurs bandes d’absorption166,173. Les deux isomères présentent une bande de 

faible énergie correspondant à une transition n → π* aux alentours de 440 nm. L’isomère 

trans possède également une autre bande de plus forte énergie aux alentours de 320 nm 

qui équivaut à une transition π → π*. Bien qu’ayant une apparence différente, cette même 

bande est retrouvée sur le spectre de la forme cis aux environs de 280 nm. Ce shift est dû 

à la configuration différente de l’azobenzène et notamment à la perte de planéité de la 

forme cis. Nous observons également une transition σ → σ* aux alentours de 230-240 nm, 

retrouvée chez les deux isomères. Elle se situerait au niveau des noyaux benzéniques mais 

ne serait pas impliquée dans la réaction d’isomérisation173. L’ensemble de ces 

informations justifient l’utilisation de longueurs d’ondes autour de 320 nm pour 
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déclencher l’isomérisation trans → cis et de longueurs d’ondes aux environs de 440 nm 

pour permettre l’isomérisation cis → trans. 

 

λ[a]  εtrans[b]  εcis[b]  

254 2446.0 ± 2.6 7342 ± 93 

268 4365.4 ± 2.0 4431 ± 53 

280 8146.9 ± 1.5 4976 ± 59 

313 22337.4 ± 1.0 2016 ± 37 

334 17383.6 ± 0.7 378 ± 43 

337 14733.4 ± 0.6 276 ± 37 

345 10077.4 ± 0.7 
 

355 3098.1 ± 0.7 

358 1658.1 ± 0.7 73 ± 13 

365 374.0 ± 0.6 89 ± 9 

405 287.3 ± 0.1 942 ± 12 

436 486.2 ± 0.3 1402 ± 23 

Figure 22. Coefficient d’absorption molaire (ε) de la forme trans (25°C) et cis (35°C) de 

l’azobenzène dans le MeOH ([a] : longueur d’onde en nm ; [b] : ε ± écart type en M-1cm-1 ;  

— :  εcis/ εtrans ; — : εtrans/ εcis) (inspirée de Vetráková et al172) 

Différentes études n’ont pas permis de mettre en évidence une influence notable du 

solvant sur le spectre d’absorption de ces isomères166,174. Cependant, il a été observé 

qu’une augmentation de la température entraine une diminution de l’absorbance associée 

à un déplacement hypsochrome174. Cette variation serait due à une modification de l’angle 

de torsion -N=N- à la suite d’une redistribution de l’énergie thermique acquise au sein de 

la molécule.  

5.2.3.2 Mécanisme d’isomérisation  

Le rendement quantique et le mécanisme d’isomérisation sont influencés par le 

mode d’excitation (thermique ou lumineux), la longueur d’onde, le solvant, les 

substituants présents sur les noyaux phényles, la température et la pression175. 

Concernant l’isomérisation trans → cis, les premières études effectuées ont avancé 

le fait qu’elle passerait par des mécanismes classiques d’inversion pour une excitation  

n → π* et de rotation à la suite d’une excitation π → π* (Figure 23)175,176. Cependant, de plus 
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en plus d’études remettent en question ces observations en proposant des mécanismes 

de rotation/inversion plus complexes (Figure 23) et parfois des phénomènes 

complétement différents dont nous ne détaillerons pas les aspects dans ce 

manuscrit170,175. 

 

Figure 23. Mécanismes proposés pour l’isomérisation trans → cis des azobenzènes (inspirée de 

Bandara & Burdette)175 

Du fait de la plus grande stabilité thermodynamique de la configuration trans, le cis-

azobenzène s’isomérise spontanément par relaxation thermique. Toutefois il est possible 

de forcer cette isomérisation en exposant le composé à une lumière ayant une  longueur 

d’onde de 450 nm, qui correspond à la transition n → π* retrouvée chez la forme cis. Dans 

le cas de la relaxation thermique il semblerait que l’isomérisation passe par un mécanisme 

d’inversion alors que, en ce qui concerne la photoisomérisation, il s’agirait d’un 

phénomène de rotation170. 

5.2.3.3 La modulation chimique des azobenzènes pour en améliorer les 

propriétés   

Au fil du développement de la recherche en photopharmacologie, un grand nombre 

de variantes du noyau azobenzène ont été synthétisés afin de répondre aux besoins 

suscités par leurs multiples applications164,177 (Figure 24).  
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L’introduction de substituants sur les cycles benzéniques a permis de moduler la 

position et l’aspect des bandes d’absorption de l’azobenzène. Lorsque des groupements 

donneurs d’électrons ou un groupement donneur et un groupement accepteur (système 

push/pull) sont ajoutés en positions para des atomes d’azotes les longueurs d’ondes des 

maximums d’absorption sont décalées vers le rouge164,175,178. Ce déplacement 

bathochrome s’explique par l’augmentation de la densité électronique des cycles 

benzéniques et du moment dipolaire ce qui conduit à un état excité plus stable. Ainsi la 

différence d’énergie avec l’état fondamental est plus faible ce qui se traduit par le 

déplacement bathochrome du spectre d’absorption. Cependant, cet effet a également des 

conséquences sur la relaxation thermique de la forme cis. En effet, l’augmentation de la 

densité électronique des noyaux benzéniques entraine également une diminution des 

énergies d’activation nécessaires à la relaxation cis → trans. Les temps de demi-vie de la 

forme cis (τ1/2) sont alors réduits.  Cela peut être un avantage supplémentaire si le 

processus biologique ciblé est de courte durée. Ce n’est malheureusement pas le cas pour 

tous où un processus plus long nécessiterait une exposition à la lumière quasi-continue 

qui pourrait nuire au système étudié. Pour résoudre ce problème, des substituants ont été 

ajoutés en position ortho. Les contraintes stériques induites par ces nouveaux 

groupements permettent de stabiliser la forme cis et/ou déstabiliser la forme trans ce qui 

a pour conséquence une augmentation des temps de demi-vie de la forme cis.  

Plus récemment, une nouvelle sous-catégorie de motifs photoisomérisables a vu le 

jour. Il s’agit des azopyrazoles où l’un des cycles benzéniques a été remplacé par un cycle 

hétéroaromatique179–182. Cela permet non seulement de conserver les propriétés 

d’isomérisation mais également une stabilisation encore jamais vue jusque-là de la forme 

cis avec des τ1/2 d’environ milles jours183. Associé à cela, la présence des atomes d’azotes 

supplémentaires permet d’augmenter le champ des modulations de ce genre de motif. Son 

utilisation par l’équipe de Wiktor Szymanski184 a notamment permis de démontrer une 

efficacité supérieure à celle des azobenzènes dans le cadre du développement d’un 

inhibiteur de protéine kinase photoisomérisable.  

Afin de développer des motifs azobenzènes pouvant s’isomériser lors de leur 

exposition dans l’infrarouge, il est également possible d’utiliser une excitation à deux 

photons185. L’utilisation de deux photons de plus faible énergie mais ayant une longueur 
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d’onde élevée permettra de s’affranchir de l’utilisation des ultraviolets tout en apportant 

suffisamment d’énergie pour permettre l’isomérisation.   

 

Figure 24. Exemples de modulations effectuées sur les azobenzènes  

(λ : longueur d’onde d’absorption maximale ; τ1/2 : temps de demi-vie de la forme cis) 

Depuis leur découverte et leur première utilisation en photopharmacologie, les 

motifs azobenzène ont été largement exploités afin de développer de nombreux ligands 

photoisomérisables159. Toutefois nous ne détaillerons ici que l’utilisation des azobenzènes 

appliquée au développement de peptides photoisomérisables ciblant les RCPGs.  

5.2.4 Les peptides photoisomérisables 

Les peptides constituent une des clés du fonctionnement de notre organisme. Leur 

utilisation sur le vivant est depuis longtemps reconnue même si certaines de leurs 

propriétés, notamment leur faible stabilité plasmatique, nous empêchent d’exploiter 

pleinement leur potentiel. Pour pallier ce problème une approche consiste à modifier ces 

peptides en y introduisant des résidus non naturels permettant ainsi le développement 

de peptidomimétiques ayant démontrés leur efficacité dans le domaine de la chimie 

biologique ou encore dans le développement de nouveaux composés à visée 

thérapeutique186. 

Concernant l’utilisation des azobenzènes, Goodman fut le premier à introduire un 

motif azoaromatique sur la chaine latérale d’un acide aminé et à étudier son impact sur la 



 

Page | 69  
 

conformation du peptide54. A partir de là, de nombreuses études ont vu le jour et ont 

conduit au développement de plusieurs approches visant à concevoir les peptides 

photoisomérisables (Figure 25). La plus classique repose sur l’utilisation de l’azobenzène 

en tant que chaine latérale d’un acide aminé grâce à l’emploi de la  

L-phénylazophénylalanine (AzoF). Vient ensuite la deuxième approche où les motifs  

acide 4-[(4-aminométhyl)phénylazo]benzoïque187 (AMPB), acide 3-[(3-aminométhyl) 

phénylazo]phényle acétique188 (AMPP) ou acide 4-[(4-amino)phénylazo]benzoïque (APB) 

sont directement introduits au sein de la séquence peptidique. Enfin, la dernière approche 

concerne uniquement les peptides possédant une structure secondaire sous forme 

d’hélice α. Dans ce cas précis un linker photoisomérisable de type acétamide est agrafé 

sur le peptide aux positions i et i+n où n représente le nombre de résidus séparant ces 

deux acides aminés. Ainsi l’isomérisation permettra de moduler la structure secondaire 

du peptide où l’un des isomères va favoriser la formation de l’hélice α alors que l’autre 

entrainera une déstructuration du peptide. Ce paramètre est dépendant des positions 

d’insertion mais également de la longueur du linker. Les plus utilisés restent le 

bis(chloroacétamido)azobenzène (BCA) et son analogue 3,3-bis(sulfonato)-4,4-

bis(chloroacétamido)azobenzène (BSBCA). 

                          A 

 

      B 

 
                                                           C 

 

Figure 25. Stratégies d’introduction de motifs azobenzène au sein d’un peptide 

(A) sur la chaine latérale d’un acide aminé, (B) dans la chaine peptidique ou sous forme (C) 

d’agrafe photoisomérisable 
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Les premières études au sujet des peptides photoisomérisables se focalisaient sur 

l’étude de leur conformation après exposition à la lumière177. Toutefois, de plus en plus 

d’études récentes s’intéressent à l’impact de ces peptides sur bon nombre de cibles et 

processus biologiques. C’est notamment le cas pour les RCPGs où plusieurs de ces 

peptidomimétiques ont eu une incidence plus ou moins significative sur la fonction 

biologique de ces récepteurs. Nous pouvons par exemple citer le GLP1 (glucagon like 

peptide 1), impliqué dans le diabète de type 2, où l’introduction d’un motif AMPP a permis 

d’observer une diminution de la libération d’insuline de 2.5 fois pour la forme trans du 

peptide comparé à sa forme native188. Il y a également le cas du neuropeptide Y sur lequel 

plusieurs motifs photoisomérisables ayant une flexibilité différente ont permis de 

moduler l’affinité du peptide pour le Y4R avec notamment une différence de Ki de l’ordre 

de deux en ce qui concerne l’azobenzène189.   

5.3 Le photoclivage, une méthode irréversible  

5.3.1 Principe 

L’utilisation de certains groupements protecteurs ayant la capacité de s’éliminer 

après une exposition aux ultraviolets est connue depuis longtemps. C’est en 1962 que 

Barltrop a pour la première fois mis en évidence la libération de la glycine reliée à des 

dérivés benzyloxycarbonylés après leur exposition aux ultraviolets190. Quelques années 

après cela, ce sont Engels et Schlaeger en 1977 puis Hoffman en 1978 qui furent les 

premiers à appliquer ce concept à des molécules d’intérêt biologique191,192. Rapidement, 

Hoffman qualifia ces ligands de « caged compounds ». Cependant cette dénomination 

restait abstraite et c’est pourquoi les termes « photoactivatable », « light-trigerred » ou 

« photocage » lui sont aujourd’hui préférés149. A la suite de ces études les groupements 

photolabiles ont pu être utilisés sur une multitude de ligands d’intérêt biologique comme 

des ions193,194, des neurotransmetteurs195 ou encore des peptides196–198 et des 

protéines199,200. 

Cette technique repose sur l’introduction d’un groupement protecteur photolabile 

(GPP) au niveau d’un ou de plusieurs sites actifs du ligand de manière à rendre la molécule 

inactive. L’application contrôlée d’un rayonnement lumineux permettra de cliver le 

groupement protecteur pour libérer le ligand actif qui va alors produire l’effet biologique 
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recherché157 (Figure 26). Dans certains cas, c’est l’effet inverse qui se produit. Le ligand 

protégé possède toujours une activité biologique et le départ du GPP va conduire à une 

diminution voire une suppression de cette activité149. 

 

Figure 26. Utilisation d’un ligand photocage sur le vivant 

Contrairement aux dérivés photoisomérisables, le clivage d’un groupement 

photolabile est un processus irréversible auquel s’ajoute également le problème de la 

diffusion et du métabolisme des GPPs libérés. Toutefois la conception d’un ligand 

photocage est plus aisée que pour un ligand photoswitch. En effet cela démarre toujours 

par l’identification du ou des résidus responsables de l’activité biologique. Le type de 

résidu permettra de définir le groupement photolabile adéquat ainsi que la bonne 

stratégie de couplage201,202. Les principaux résidus pouvant être protégés sont 

généralement une amine, un alcool, un thiol, un carboxylate ou encore un phosphate ce 

qui permet d’introduire le GPP de manière covalente via des liaisons ester, éther, 

carbamate ou amide203,204 (Figure 27). 

Du fait de la présence de plusieurs résidus réactifs au sein d’un composé d’intérêt 

biologique, la conception d’un ligand photoclivable se fait généralement par synthèse 

organique multi-étapes201,202. Et de par la nature hydrophobe des groupements 

photolabiles introduits, ces synthèses se font dans des solvants non-aqueux. Il est donc 

essentiel que la dernière étape de synthèse permette d’obtenir un composé soluble dans 

les milieux biologiques aux concentrations assurant l’activité biologique202. Ajouté à cette 

solubilité, il faut prendre en compte la stabilité du lien photolabile durant toute la voie de 

synthèse mais également dans les conditions où il sera appliqué. Une faible stabilité 

conduira à une hydrolyse spontanée de la liaison avec une libération prématurée du 

ligand actif.  
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Figure 27. Exemples de réactions de protection des fonctions (1) alcool/thiol, (2) amine, (3) 
acide carboxylique et (4) phosphate par un groupement photocage  

(inspirée de Hansen et al)205 

La réaction de photoclivage doit être plus rapide que le processus biologique 

étudié201,202. En effet l’énergie lumineuse nécessaire au clivage d’un GPP est plus 

importante que pour l’isomérisation. De plus, les mécanismes mis en jeux impliquent 

généralement de passer par des intermédiaires radicalaires ou ioniques qui retardent la 

libération des composés. Sachant cela, un clivage rapide est indispensable afin d’obtenir 

une concentration de ligand actif suffisante tout en évitant les effets délétères que 

pourrait induire une trop forte exposition à la lumière.  



 

Page | 73  
 

Ce photoclivage peut être caractérisé par deux paramètres. Le coefficient 

d’absorption molaire (ε) du GPP qui traduit sa capacité à absorber les photons et le 

rendement quantique du photoclivage (φ) qui correspond au rapport entre la quantité de 

substrat libéré et la quantité de photons absorbés à une longueur d’onde donnée. Le 

produit de ces deux paramètres, appelé section d’absorption efficace206, permet de définir 

l’efficacité d’un groupement photolabile à une longueur d’onde donnée201,202. Il est 

également important de mentionner que le rendement quantique d’un GPP varie en 

fonction de la nature du ligand sur lequel il est utilisé, du solvant ou encore du pH207. Cet 

aspect complique les comparaisons des GPPs issus de différentes études où les systèmes 

utilisés varient constamment. C’est la raison pour laquelle nous ne donnerons pas de 

valeurs de rendement quantique de photoclivage dans ce manuscrit.  

5.3.2 Les groupements protecteurs photolabiles (GPPs) 

5.3.2.1 Généralités 

Depuis leur première utilisation par Schlaeger et Hoffman, de nombreux GPPs ont 

vu le jour204. Le développement de nouveaux groupements photolabiles peut faire suite à 

l’identification de nouveaux résidus impliqués dans l’activité  biologique des ligands201 

même si, la plupart du temps, ils sont le résultat d’une optimisation de GPPs connus208. 

Bien que ces motifs soient tous différents, ils doivent présenter des caractéristiques 

communes à tout GPP201,204,208 : 

- Les longueurs d’ondes utilisées doivent être compatibles avec le domaine 

d’application (idéalement dans le domaine du visible ou du proche-infrarouge) 

- Le photoclivage doit être efficace (ε & φ) et plus rapide que le processus biologique 

étudié  

- Le groupement doit être facile à introduire au sein de la molécule, biologiquement 

inerte et biocompatible (stabilité et solubilité) 

- Le produit secondaire libéré ne doit pas être toxique ni absorber la lumière plus 

que le GPP lui-même  

Pour le moment, aucun GPP ne respecte toutes ces conditions à la lettre201. En effet 

la plupart des groupements photolabiles présentent des longueurs d’ondes de clivage se 

situant autour de 300-500 nm ce qui est bien loin de la fenêtre de transparence des tissus 
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qui débute aux environs de 700 nm203. Il est possible d’étendre la conjugaison des liaisons 

d’un GPP afin de décaler sa longueur d’onde d’absorption vers le rouge. Cependant de 

telles modifications entrainent généralement un changement de certaines propriétés du 

GPP comme le rendement quantique, le coefficient d’absorption molaire ou encore la 

solubilité208.   

A ce jour, les groupements les plus utilisés sont les ortho-nitrobenzyles (o-NB), les 

coumarines, les para-hydroxyphénacyles, les benzoïnes, les pérylènes et les complexes de 

ruthénium201 (Figure 28). Toutefois la majorité des études sur le vivant emploient 

généralement les o-NB et les dérivés coumarin-4-ylméthyles.  

 

Figure 28. Exemples de GPPs les plus utilisés 

5.3.2.2 Ortho-nitrobenzyle (o-NB) 

Après avoir établi le photoclivage de dérivés benzyloxycarbonylés de la glycine, 

Barltrop a étendu ce concept aux dérivés ortho-nitrobenzyles209 (Figure 29) où le substrat 

est introduit directement sur la position benzylique ou via un dérivé carbonylé. Il s’agit là 

des premiers groupements photolabiles à avoir été décrits et utilisés en biologie191. Ils 

représentent le point de départ des composés photocages d’aujourd’hui.  

 

Figure 29. Structure chimique de l’ortho-nitrobenzyle 
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L’o-NB classique présente une large bande d’absorption entre 200 nm et 400 nm 

avec un maximum aux alentours de 260 nm210 qui peut se décaler jusqu’à 350 nm voire 

450 nm pour ses dérivés.  

L’exposition des composés ortho-nitrobenzylés à la lumière entraine le transfert 

d’un hydrogène situé sur le carbone benzylique vers le –NO2
211. Cela conduit à la formation 

d’une forme tautomérique aci-nitro212 en équilibre avec sa base conjuguée dont le pKa se 

situe aux alentours de 4206. Cette photoisomérisation permet d’amorcer le clivage qui 

débute par une cyclisation intramoléculaire irréversible qui va permettre l’élimination du 

substrat204,213–215 (Figure 30). Le principal inconvénient de ce clivage reste néanmoins la 

formation du nitrosobenzaldéhyde qui absorbe fortement la lumière incidente213.  

 

Figure 30. Mécanisme de photoclivage des dérivés o-NB 

Au fil de leur utilisation, plusieurs modifications des o-NB ont été explorées dans le 

but d’améliorer leur efficacité (Figure 31). Le groupe de Jullien a notamment étudié 

l’introduction de groupements électro-attracteurs en position benzylique ou de 

groupements électro-donneurs en para du –NO2
206. Ces modifications ont ainsi permis 

d’augmenter la largeur de la bande d’absorption avec des maximums allant jusqu’à 400 

nm. Cependant cela a également eu des effets délétères sur le clivage où une diminution 

des rendements quantiques a été observée. Pour ce qui est de l’introduction d’un 

substituant en position benzylique ces résultats peuvent être expliqués par son incidence 

sur la réaction de clivage. En effet la gêne stérique et les effets électroniques peuvent 

impacter la formation initiale du dérivé aci-nitro ou encore favoriser des mécanismes de 

relaxation dans le cas de l’utilisation d’atomes d’halogènes206. La plupart des 

modifications effectuées sur les o-NB n’ont pas permis d’améliorer significativement la 

section d’absorption efficace et c’est sans doute la raison pour laquelle il existe peu de 
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dérivés o-NB dans la littérature.  Toutefois, l’introduction de deux –OMe sur le cycle 

benzénique par Patchornik et al.216 a permis de développer le 6-nitrovératryle (NV) 

(Figure 31) ayant un maximum d’absorption à 350 nm associé à un rendement quantique 

correct. Cela a permis au NV de rester le dérivé o-NB le plus utilisé et le plus étudié204 avec 

le développement de nouveaux dérivés tel que l’α-méthyl-6-nitropipéronyloxyméthyle 

(Figure 31). L’optimisation de la solubilité aqueuse a également été envisagée grâce à 

l’introduction de groupements -COOH217 (Figure 31). Des études plus récentes cherchant 

à augmenter la conjugaison du système π ont permis d’obtenir des GPPs conduisant à un 

photoclivage efficace du glutamate218 et du calcium193  à une longueur d’onde de 440 nm 

(Figure 31).  

 

Figure 31. Exemples de quelques structures de GPPs dérivés de l’o-NB 

En parallèle de cela, d’autres dérivés o-NB ont été développés. Nous pouvons par 

exemple citer les ortho-nitro-2-phényléthyles (Figure 32) dont le mécanisme de clivage 

est différent des o-NB classiques219 et où la substitution de la position benzylique a cette 

fois permis une augmentation significative du rendement quantique220–222. On retrouve 

également les ortho-nitroanilides (Figure 32) qui ont un mécanisme de clivage par 

réarrangement204. 

 

Figure 32. Structures des dérivés o-nitro-2-phényléthyles et o-nitroanilides 
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5.3.2.3 Coumarine 

Bien qu’ils aient été les premiers à avoir été exploités, les o-NB ne sont pas idéals 

pour une application sur le vivant. C’est pourquoi l’utilisation de dérivés coumarin-4-

ylméthyle lui sont préférée (Figure 33). Cela s’explique par leur large coefficient 

d’extinction molaire qui est également plus élevé ce qui permet un clivage rapide et 

efficace à des longueurs plus hautes que les o-NB (> 300 nm). Associé à cela le clivage 

libère un sous-produit présentant des caractéristiques de fluorescence permettant un 

suivi de la réaction204.  

 

Figure 33. Structure chimique de la coumarin-4-ylméthyle 

C’est en 1984 que Givens fut le premier à démonter la libération après exposition à 

la lumière d’un substrat diéthylphosphate relié à un dérivé 7-méthoxycoumarin-4-

ylméthyle223. 

Après son exposition à la lumière la coumarine évolue vers un état excité ce qui 

entraine une augmentation de la densité électronique du C4 conduisant à un 

affaiblissement de la liaison avec le ligand224 (Figure 34). A partir de là il y a une 

compétition entre des phénomènes de désexcitation (radiatifs ou non radiatifs) et la 

réaction de photoclivage qui débute par la coupure hétérolytique de la liaison C-X204. 

Plusieurs études ont démontré que cette coupure s’effectue via un mécanisme de type SN1 

aboutissant à la formation d’une paire d’ions où le dérivé coumarin-4-ylméthyle est 

chargé positivement alors que le groupement partant forme l’espèce anionique225. Ces 

deux ions entrent ensuite en réaction avec le solvant ou tout autre nucléophile présent en 

solution ce qui permet la formation d’espèces neutres. Bien que la coupure hétérolytique 

se produise de l’ordre de la nanoseconde (2 x 1010 s-1)226, la recombinaison de la paire 

d’ions est dix fois plus rapide que la stabilisation du cation par le solvant227. La solution 

pour retarder ce phénomène de recombinaison passe par la stabilisation des deux espèces 

ioniques226. L’ajout de substituants électro-donneurs sur le noyau de la coumarine va 

permettre de stabiliser le cation alors que l’utilisation de substrats de faible pKa 

entrainera la formation d’espèces anioniques plus stables. La stabilisation de ces espèces 
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chargées a également pour effet de favoriser la coupure hétérolytique de la liaison avec le 

ligand. Ce mécanisme s’applique généralement pour une liaison de type C-O car une 

liaison C-N est trop stable pour permettre une coupure hétérolytique228.  

De plus, les mauvais groupements partants comme les alcools, les thiols ou encore 

les amines peuvent résister à cette coupure hétérolytique226. C’est pourquoi les composés 

bioactifs sont généralement reliés à la coumarine par des liens acétate, carbamate ou 

carbonate qui faciliteront la cassure de la liaison. Dans les deux derniers cas, le 

carboxylate formé se décomposera spontanément afin de libérer le substrat204. 

 

Figure 34. Mécanisme de photoclivage des dérivés coumarin-4-ylméthyles  

(inspiré de Klàn et al.204 & Schade et al.225) 

Les dérivés 7-alkoxycoumarinyles rassemblent les dérivés coumarin-4-ylméthyles 

de première génération où l’introduction de substituants en C6 et C7 a permis d’optimiser 

certaines de leurs propriétés (Figure 35). Par exemple, l’ajout d’un atome de brome sur le 

C6
229–232 a non seulement entrainé un déplacement de 60 nm des maximums d’absorption 

vers le rouge mais cela a également augmenté la solubilité aqueuse de ces dérivés. Cet 

effet est dû à une diminution du pKa de l’hydroxyle en C7 conduisant à sa déprotonation 

complète au pH physiologique. La substitution de l’hydroxyle en C7 par une fonction 

diéthylamine a contribué au développement de la deuxième génération de dérivés 

coumarin-4-ylméthyles ayant des maximums d’absorption entre 350 nm et 400 nm ainsi 

que les meilleurs rendements quantiques observés chez cette classe de GPPs204,233.  

Plusieurs travaux ont également été effectués afin de déplacer les longueurs d’onde 

de ces GPPs dans le domaine du visible (Figure 35). Comme pour les o-NB, la possibilité 
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d’augmenter la conjugaison du système π a été étudiée. L’introduction de dérivés styryles 

en C7
234

 a effectivement permis d’augmenter les maximum d’absorption jusqu’à 400 nm 

et la diminution observée des rendements quantiques a pu être contrebalancée par des 

coefficients d’extinction molaires plus larges. Des fonctions styryles ont également été 

introduites en C3 ce qui a entrainé un déplacement du maximum d’absorption du 

DEAC450 autour de 450 nm associé à une amélioration des rendements quantiques235. Et 

lorsque des groupements électro-attracteurs ont été rajoutés sur ces fonctions styryles, 

une diminution des rendements de clivage a été observée236. Cela peut être dû à la 

diminution de la densité électronique du C4, indispensable à la coupure. Le groupe de 

Jullien s’est également intéressé aux modifications de l’atome d’oxygène en C2
237,238

. Sa 

substitution par des groupements électro-attracteurs dans le but d’augmenter le transfert 

de charge photoinduit a permis d’obtenir des dérivés coumarin-4-ylméthyles dont les 

maximums d’absorption étaient une fois de plus décalés vers 450 nm (Figure 35). Des 

analogues polyaromatiques ont également été étudiés afin d’augmenter les propriétés 

fluorescentes de ces GPPs204.  

 

Figure 35. Exemples de quelques structures de GPPs dérivés du noyau coumarin-4-ylméthyle 

A notre connaissance aucun dérivé coumarin-4-ylméthyle ne peut être clivé par une 

longueur d’onde se situant dans l’infrarouge à l’aide d’une excitation simple photon. Afin 

d’atteindre de telles longueurs d’ondes, le développement de nouveaux GPPs a été 

nécessaire.  
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5.3.2.4 Utilisation de GPPs dans le domaine du visible et au-delà  

Les dipyrrométhènes boroniques (BODIPYs) (Figure 36) sont des fluorophores 

connus et utilisés depuis longtemps grâce à leur excellentes propriétés210. En effet leurs 

bandes d’absorptions sont fines et intenses, leurs rendements quantiques de fluorescence 

sont élevés et on observe peu de formation d’état triplet. Associé à cela, ils présentent une 

bonne photostabilité ainsi qu’une certaine stabilité thermique et chimique mais 

également une bonne solubilité et plusieurs substitutions chimiques sont possibles sur 

leur structure. C’est le groupe d’Urano qui, en cherchant à augmenter les propriétés de 

fluorescence des BODIPYs à l’aide de dérivés 4-aryloxy, a mis en évidence la possibilité 

d’utiliser ces fluorophores en tant que groupements photolabiles (Figure 37). Il s’agit là 

de l’un des premiers GPPs dont les longueurs d’onde d’absorption sont supérieures à  

500 nm239. Ils ont également démontré la possibilité de cliver grâce à la lumière un 

substrat introduit en C2 et C6 via des fonctions sulfonamides240 (Figure 37). L’introduction 

d’un –CH2OH en position meso (C8) par l’équipe de Weinstain a permis de développer une 

nouvelle classe de GPPs dérivés des BODIPYs dont le mécanisme de clivage est similaire à 

celui des coumarin-4-ylméthyle241 (Figure 37). Ces dérivés présentaient des maximums 

d’absorption autour de 545 nm avec de faibles rendements quantiques de photoclivage 

compensés par leurs hauts coefficients d’extinction molaire.  

 

Figure 36. Structure des BODIPYs 

Les BODIPYs ont ainsi pu être utilisés dans le photoclivage d’alcools242, d’amines243 

ou encore de thiols244. Une étude de leur relation structure-activité245 a permis de mettre 

en évidence que l’alkylation de la position meso n’avait aucun effet sur le clivage 

contrairement à l’alkylation du bore qui a entrainé une augmentation des rendements 

quantiques (Figure 37). Cet effet a également été observé pour les dérivés où la 

conversion inter-système était favorisée, notamment grâce à l’introduction d’atomes 

d’halogènes (Figure 37). De manière similaire aux o-NB et aux coumarin-4-ylméthyle, 

l’extension de la conjugaison π des BODIPYs à l’aide de dérivés styryles a donné lieu à une 

augmentation des longueurs d’ondes d’absorption pouvant aller jusqu’à 693 nm246 
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(Figure 37). Malgré tous ces avantages les BODIPYs présentent également des 

inconvénients. En effet la plupart de ces fluorophores sont relativement hydrophobes ce 

qui limite leur utilisation en milieu aqueux. De plus, les BODIPYs sont connus pour être 

instable en présence d’acides forts tels que l’acide trifluoroacétique (TFA) classiquement 

utilisé dans la synthèse peptidique sur support par stratégie Fmoc/tBu. Un autre 

inconvénient pour l’utilisation des BODIPYs in vivo est la génération d’oxygène singulet 

pouvant être délétère à la fois pour le GPP et pour le système étudié247.  

 

Figure 37. Exemple de structures de GPPs dérivés des BODIPYs 

Ces derniers temps les cyanines, qui présentent une absorption dans le rouge et le 

proche infrarouge210, suscitent de plus en plus d’intérêt en tant que groupements 

protecteurs photolabiles. C’est en 2014 que Schnermann utilise pour la première fois une 

cyanine heptaméthine en tant que GPP permettant de libérer des dérivés phénoliques via 

un linker dialkylamine à une longueur d’onde de 690 nm248. Plus récemment, des GPPs 

dérivés de la cyanine développés par les groupes de Feringa249 et Stacko250 ont montré 

une efficacité associée à des maximums d’absorption remarquables se situant au-delà de 

800 nm. En conditions normales le mécanisme de clivage de ces cyanines débute par la 

photooxydation de la partie polyène grâce à la production d’un oxygène singulet à l’état 

triplet251. S’en suit la solvolyse du GPP permettant ainsi la libération du substrat248,250. Un 

mécanisme de clivage similaire aux coumarin-4-ylméthyles et aux meso-BODIPY est 

également suspecté249,250 (Figure 38) mais de plus amples études sur ce point sont 

nécessaires afin de pouvoir en élucider tous les aspects.  
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Tous les GPPs que nous venons de décrire ont démontré un clivage efficace après 

une excitation à un seul photon. Toutefois afin de s’affranchir de l’utilisation des 

ultraviolets dans le cas des o-NB et des coumarin-4-ylméthyles il est également possible 

d’utiliser une excitation à deux photons252. 

 

Figure 38. Mécanismes de photoclivage des cyanines 

 

 

Figure 39. Exemples de GPPs  

(λ : longueur d’onde d’absorption maximale)   
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5.3.3 Les acides aminés et peptides photocage  

A la suite de leur première utilisation par Engels et Schlaeger, les GPPs ont pu être 

employés dans le développement de nombreux ligands photoactivables d’intérêts 

biologiques204,253–255. Et parmi ces composés, plusieurs d’entre eux sont impliqués dans le 

ciblage de RCPGs195,256–258. C’est notamment le cas du glutamate qui représente surement 

le ligand photoactivable le plus exploité à l’heure actuelle253. Nous pouvons citer l’exemple 

du JF-NP-26, un dérivé photoactivable d’un modulateur allostérique du récepteur mGlu5, 

qui a montré une efficacité certaine dans la modulation de la douleur195. Toujours dans le 

domaine de la douleur, nous pouvons également évoquer le développement d’un analogue 

photoactivable de la naloxone par le groupe de Banghart258. 

Au même titre que leurs analogues photoisomérisables, l’utilisation de peptides 

photocage représente un intérêt certain dans le contrôle de processus 

biologiques202,253,254. Contrairement aux protéines où les acides aminés photoactivables 

sont introduits par encodage génétique199, la synthèse des peptides photoactivables peut 

se faire selon trois approches différentes253,259. La plus évidente et la plus utilisée consiste 

à insérer l’acide aminé photocage dans la séquence peptidique durant la synthèse sur 

support solide (SPPS). Si le GPP utilisé est incompatible avec les conditions de la SPPS, il 

est possible de l’introduire une fois le peptide synthétisé sur support solide grâce à la 

déprotection orthogonale du ou des résidus que l’on souhaite protéger. Enfin il est 

également possible de remplacer la synthèse sur support solide par une synthèse en 

solution, notamment pour des peptides courts. Cependant cette stratégie reste peu 

utilisée car elle implique généralement l’utilisation de peptides isolés d’un organisme et 

donc non protégés présentant de ce fait un certains nombres de sites réactifs.  

Le développement d’un peptide photoactivable implique généralement la synthèse 

préalable d’un acide aminé photoclivable. Etant donné que le clivage de la plupart des 

GPPs nécessite la présence d’un hétéroatome au niveau du site de coupure, il est logique 

que seul les acides aminés polaires soient utilisés pour la synthèse d’analogues 

photoactivables253. Il est donc possible d’utiliser des acides aminés possédant une 

fonction alcool (sérine, thréonine & tyrosine), acide carboxylique (acide aspartique & 

acide glutamique), amine (lysine), amide (asparagine & glutamine) ou thiols (cystéine). 

Toutefois la tyrosine, la lysine et la cystéine restent les acides aminés les plus utilisés. 
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L’introduction de GPPs sur l’azote de la fonction amide de la glycine peut également être 

envisagée afin de moduler la structure secondaire d’un peptide. 253. Bien que des dérivés 

coumarin-4-ylméthyles aient été utilisés pour protéger certains acides aminés, les GPPs 

les plus utilisés dans ce type de stratégie restent les dérivés ortho-nitrobenzyles. C’est 

donc par la synthèse d’acides aminés photosensibles que des peptides « photocages » ont 

pu être développés196–198,260–267. Parmi l’ensemble de ces ligands nous pouvons 

mentionner les travaux réalisés par Banghart196,260 dans le développement d’analogues 

photoactivables de l’enképhaline et de la dynorphine permettant de moduler la cinétique 

des récepteurs opioïdes µ. Plus récemment, nous avons également noté le développement 

d’un dérivé photoactivable du neuropeptide orexine268. 
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Objectifs des travaux de thèse 

L’implication des récepteurs GalR1 & GalR2 dans les voies périphériques et centrales 

de la douleur a depuis longtemps été mis en évidence269 où le récepteur GalR2 est 

notamment connu pour ses effets anti-nociceptifs au niveau des DRGs94,102,105. Ces 

observations font de GalR2 une nouvelle cible potentielle dans le traitement de la douleur 

chronique. Toutefois son rôle dans la modulation de la douleur, notamment au niveau 

périphérique, reste encore inconnu. Les modèles animaux knock-out ainsi que les études 

histochimiques et pharmacologiques n’ont, pour le moment, pas permis d’aborder 

spécifiquement le rôle de GalR2. Pour étudier son implication dans les voies de la douleur, 

de nouveaux outils chimiques permettant une activation précise et contrôlée de GalR2 

sont nécessaires. Un nouveau neuropeptide, la spexine (ou neuropeptide Q), a été identifié 

grâce à la bioinformatique270. Plus récemment, il a été démontré que la spexine est en 

mesure d’activer les sous types deux et trois des RCPGs de la famille des GalRs271, faisant 

de ce neuropeptide un agoniste endogène des récepteurs GalR2/3. Au vu de cela, la spexine 

représente un outil d’intérêt pour l’étude spécifique du récepteur GalR2 dans la 

modulation de la douleur.  

      La photopharmacologie est un domaine en développement constant qui utilise 

des ligands rendus activables par la lumière afin d’obtenir un contrôle spatio-temporel 

précis de l’activation de molécules d’intérêt thérapeutique. Les ligands photoactivables 

ont fait leur preuve dans le contrôle optique de canaux ioniques157, d’enzymes272 et des 

RCPGs163. Néanmoins, aucun neuropeptide photoactivable possédant une activité in vivo 

n’a encore été rapporté à ce jour.  

 

Le but de ce projet est donc de synthétiser les premiers dérivés photoactivables de 

la spexine (Figure 40) utilisables in vivo afin de permettre un contrôle spatio-temporel 

précis de l’activation du récepteur GalR2. En absence de stimulus lumineux le récepteur 

devra conserver une forme inactive qui évoluera vers une conformation active après 

l’exposition à la lumière. Tout cela permettrait de déterminer l’implication de GalR2 dans 

les voies non-opioïdes de la douleur mais également de valider le système spexine/GalR2 

comme une nouvelle cible thérapeutique potentielle dans le traitement de la douleur. 
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La première approche de ce projet repose sur l’introduction d’un motif 

photoisomérisable au sein de la spexine en remplacement d’un ou plusieurs acides 

aminés. Le composé inactif à l’équilibre thermodynamique, c’est-à-dire en l’absence de 

stimulus lumineux, devra retrouver son activité une fois isomérisé grâce à l’application 

de lumière.  

      La deuxième approche consiste à utiliser des groupements protecteurs 

photolabiles afin de protéger certains acides aminés de la spexine, responsables de 

l’activité pour le récepteur GalR2. Cela laisse supposer que la protection de ces résidus clés 

permettra de réduire, voire abolir l’activité de la spexine. Le peptide contenant cet acide 

aminé photocage serait ainsi inactif et le clivage du groupement protecteur par la lumière 

permettra de retrouver le peptide natif ainsi que son activité pour le récepteur. Enfin, 

dans le but de développer un nouveau groupement protecteur photolabile excitable par 

la lumière verte et sensible à son environnement, un nouvel acide aminé dérivé du Nile 

Red, un fluorophore solvatochrome, sera étudié.  

A 

 

B 

 

Figure 40. Approches (A) photoswitch et (B) photocage  
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1. Conception de la spexine photoisomérisable 

Cette partie du projet de thèse a consisté à synthétiser les premiers dérivés 

photoisomérisables de la spexine. Cela afin d’avoir une activation spatio-temporelle 

contrôlée du récepteur GalR2. Comme illustré en figure 41, l’objectif de cette approche est 

d’obtenir un peptide inactif lorsqu’il se trouve à l’équilibre thermodynamique c’est-à-dire 

en l’absence de stimulus lumineux et où le ligand est majoritairement en configuration 

trans (E). Après son exposition à une lumière de longueur d’onde précise, le peptide va 

pouvoir s’isomériser de manière réversible et adopter une configuration majoritairement 

cis (Z), qui serait une configuration active. Le ligand sera alors en mesure de se lier au 

récepteur GalR2. Tout ceci ayant donc pour but de moduler l’activité biologique de la 

spexine pour le récepteur GalR2 grâce à la lumière.  

 

Figure 41. Principe de fonctionnement d’une spexine photoisomérisable 

La spexine ne pouvant s’isomériser de manière naturelle lors de son exposition à la 

lumière il a donc fallu introduire un motif photoisomérisable. Pour une application sur le 

vivant les azobenzènes restent les plus utilisés à l’heure actuelle (Figure 42). Cela 

s’explique par leurs caractéristiques optimales en termes de vitesse d’isomérisation, de 

stabilité thermodynamique de la forme isomérisée et leur facilité de synthèse164. C’est la 

raison pour laquelle nous avons décidé de les utiliser dans ce projet.  
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Figure 42. Isomérisation trans/cis de l’azobenzène 

De nombreux motifs photoisomérisables dérivés des azobenzènes ont été 

développés. Certains d’entre eux présentent des longueurs d’ondes d’excitation se situant 

dans le domaine du visible ou de l’infrarouge. Toutefois nous avons considéré que les 

temps de demi-vie de leur forme cis (de l’ordre de la minute ou de la seconde) étaient trop 

courts pour une utilisation dans notre projet. A savoir une insertion rapide et efficace dans 

un peptide pouvant être utilisé sur un animal vivant et dont la configuration cis serait 

stable assez longtemps (de l’ordre de quelques heures) pour observer un effet 

comportemental chez l’animal durant les tests de sensibilité à la douleur. C’est la raison 

pour laquelle nous avons choisi d’utiliser un motif azobenzène classique (sans 

substituants) qui, même si ses longueurs d’ondes d’excitation se situent dans l’ultraviolet, 

pourrait être activé localement in vivo grâce à l’emploi de fibres optiques273. 

Afin d’insérer ce motif au sein de la spexine, nous avons choisi d’appliquer les 

stratégies mentionnées précédemment dans ce chapitre et décrites par Albert & 

Vázquez177. Cela nous a permis de développer trois méthodes différentes permettant 

d’insérer un motif photoisomérisable de type azobenzène dans le peptide (Figure 43).  
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Figure 43. Stratégies d’insertion de l’azobenzène sur la spexine : en tant que chaîne latérale d’un 

acide aminé (AzoF), au sein de la séquence peptidique (AMPP) & agrafé sur le peptide (BCA) 
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1.1 Insertion du motif photoisomérisable en tant que chaine latérale 

d’un acide aminé (motif AzoF)  

Comme évoqué, la première des trois stratégies a consisté à introduire l’azobenzène 

en lieu et place de la chaine latérale d’un acide aminé. Pour se faire nous avons utilisé la 

L-phénylazophénylalanine (AzoF). Cette dernière a été synthétisée comme décrit dans la 

littérature274 (Schéma 1). Nous avons commencé par former le noyau azobenzène selon la 

réaction de Mills en faisant réagir la N-Boc-L-tyrosine 1.1 avec le nitrosobenzène dans 

l’acide acétique glacial pour ainsi obtenir le composé 1.2 avec un rendement de 81%. 

L’amine a ensuite été déprotégée en présence de TFA pour finalement introduire le 

groupement fluorénylméthyloxycarbonyle (Fmoc), indispensable à la synthèse 

peptidique en stratégie Fmoc/tBu, et obtenir ainsi l’acide aminé 1.4 avec un rendement 

de 71%.  

 

Schéma 1. Synthèse de la Fmoc-L-phénylazophénylalanine (Fmoc-AzoF) 

L’analyse des relations structure-activité de la spexine sur le récepteur GalR2 a 

représenté un véritable défi dans ce projet. En effet, au début du projet il n’existait aucune 

structure cristalline du peptide associé à son récepteur et les quelques données que nous 

avons réussi à nous procurer restaient succinctes. Malgré cela, une étude de substitution 

des résidus de la spexine et de leur impact sur l’activité de GalR2
144 nous a permis de 

mettre en évidence l’importance du Trp2, de la Tyr9 et de la Leu10 pour l’activité du peptide 

sur le récepteur. En conséquence nous avons décidé d’introduire l’AzoF en lieu et place de 

ces résidus où l’isomérisation serait susceptible d’avoir le plus d’impact sur l’activité du 

peptide pour le récepteur GalR2 (Tableau 9).  
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Composés Motif Position Structure 

LIT-01-277 AzoF Trp2 
 

LIT-01-322 AzoF Tyr9 
 

LIT-01-276 AzoF Leu10 
 

Tableau 9. Spexines photoisomérisables contenant une AzoF à différentes positions 

Une fois synthétisée, la Fmoc-AzoF a pu être introduite au sein de la spexine par 

synthèse peptidique sur support solide en utilisant une stratégie Fmoc/tBu sur une résine 

de type Rink amide de façon à d’obtenir un peptide amidé en C-terminal. Une grande 

partie des résidus ont été introduits de manière automatisée (assistée par microonde) à 

l’aide d’un synthétiseur peptidique CEM® Liberty Blue. Toutefois, nous avons choisi 

d’insérer l’acide aminé photoisomérisable manuellement de manière à pouvoir contrôler 

son introduction au sein de la séquence peptidique tout en diminuant au maximum les 

quantités utilisées. Après avoir obtenu le peptide complet, il a été libéré de la résine et de 

ses groupements protecteurs grâce à un mélange de clivage K, composé d’acide 

trifluoroacétique et de différents scavengers (TFA/phénol/thioanisole/H2O/ 

éthanedithiol, 82.5/5/5/5/2.5, v/v).  

Durant les premières synthèses nous avons observé une déprotection incomplète 

du peptide après trois heures de réaction en utilisant le mélange K. Après analyse nous 

avons constaté une persistance du groupement protecteur trityle de l’asparagine située 

en position N-terminale. Ce problème a néanmoins pu être résolu en prolongeant le temps 

de réaction à quatre heures et en rajoutant 1% de triisopropylsilane dans le mélange de 

clivage.  Cela nous a finalement permis d’obtenir les trois premiers dérivés 

photoisomérisables de la spexine LIT-01-276, LIT-01-277 & LIT-01-322 avec des 

rendements isolés de 10%, 13% et 4% respectivement pour 46 étapes (Tableau 9).  

1.2 Insertion du motif photoisomérisable au sein de la séquence 

peptidique (motif AMPP) 

La deuxième stratégie reposait sur l’introduction du motif azobenzène au sein même 

de la séquence peptidique de la spexine. Cela a été possible en substituant un ou deux 

acides aminés, afin de limiter les variations de longueur du peptide.  Pour cela, nous avons 
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choisi d’utiliser l’acide [3-(3aminométhyl)phénylazo]phénylacétique (AMPP) qui fait 

partie des motifs les plus utilisés dans ce type d’approche177. Comme pour l’AzoF, la 

synthèse de ce motif est basée sur la réaction de Mills entre une aniline et un dérivé 

nitrosobenzène. 

Nous avons tout d’abord cherché à réduire l’acide 3-nitrophényle acétique 1.5 en 

deux étapes successives selon la voie de synthèse précédemment décrite par Podewin et 

al.275 (Figure 44). En premier lieu, sa réduction en dérivé phénylhydroxylamine a été 

réalisée en présence de zinc et de chlorure d’ammonium pour ensuite être réoxydé en 

dérivé nitroso à l’aide de chlorure de fer hexahydraté. Cependant cette réaction ne nous a 

pas permis d’obtenir des quantités acceptables de produit final. Associé à cela, le dérivé 

nitroso était impossible à séparer du produit de départ, majoritairement présent dans le 

brut réactionnel. Même en tentant d’optimiser la première étape de la réaction (Figure 

44) nous n’avons pas été en mesure d’améliorer les résultats obtenus.  

 

 Zinc (eq) NH4Cl (eq) 
Température  

(°C) 
Temps 

(h) 

Ratio des composés* 

1.5 1.6 

1 2.5 1.5 25 1 2/3 1/3 

2 3.5 1.5 0 4 2/3 1/3 

3 4.5 3.5 25 44 majoritaire traces 

Figure 44. Optimisation de la réduction de l’acide 3-nitrophénylacétique en  

acide 3-nitrosophénylacétique (* : déterminés par analyse RMN) 

Nous avons ensuite envisagé une approche différente en oxydant l’acide  

3-aminophénylacétique en présence d’oxone276. Malheureusement ces réactions ne 

conduisaient qu’à une consommation partielle du produit de départ. De plus, seulement 

une faible quantité de dérivé nitroso ainsi qu’une majorité de dérivé nitré ont pu être 

identifiés par analyse RMN dans le brut réactionnel (1/5 et 4/5, respectivement).  
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A la suite de ces résultats nous avons décidé d’utiliser les travaux réalisés par 

Aemissegger & Hilvert277 où la fonction -COOH de l’acide nitrophénylacétique a été 

protégée à l’aide d’un groupement tert-butyle (Schéma 2). Après sa réduction, toujours en 

présence de zinc, NH4Cl et FeCl3.6H2O, cela nous a permis d’obtenir le dérivé nitroso 1.8 

avec un rendement de 41%. En parallèle, nous avons également synthétisé l’aniline 1.10 

en une seule étape grâce à la protection de la 3-aminobenzylamine commerciale à l’aide 

de Fmoc-OSu en présence de triéthylamine (TEA) (Schéma 2). Cette dernière a ensuite pu 

être mise à réagir avec le dérivé nitroso 1.8 dans l’acide acétique afin de former le noyau 

azobenzène du composé 1.11 avec un rendement de 58%. Le Fmoc-AMPP 1.12 a 

finalement pu être obtenu après déprotection quantitative du groupement tert-butyle en 

présence d’acide trifluoroacétique. 

 

Schéma 2. Synthèse du motif Fmoc-AMPP 1.12 

Sur la base de la précédente analyse des relations structure-activité nous avons tout 

d’abord choisi d’introduire le motif AMPP en substitution de deux acides aminés à des 

positions où son isomérisation pourrait avoir le plus d’impact (Tableau 10). La proline est 

connue pour induire une structuration particulière sous forme de feuillet β278 similaire 

aux conformations induites par l’isomérisation du motif azobenzène279. C’est la raison 

pour laquelle nous avons introduit le résidu AMPP au niveau de la Pro4 (LIT-01-278 & 
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LIT-01-308) en supposant que l’une des configurations de l’AMPP serait tolérée sur ces 

positions alors que l’autre aurait une incidence sur l’activité du peptide. Associé à cela 

nous avons également choisi d’introduire le motif photoisomérisable à hauteur de la Met7 

(LIT-01-309 & LIT-01-310). Etant un résidu situé en position centrale du peptide, une 

isomérisation à ce niveau pourrait avoir une influence majeure sur la structuration 

globale de la spexine.   

De plus récentes données143 laissaient à penser que les acides aminés C-terminaux 

Gly12, Ala13 & Gln14 seraient impliqués dans la liaison du peptide au récepteur GalR2 et 

notamment dans la stabilisation du complexe peptide/récepteur. C’est la raison pour 

laquelle nous avons également choisi d’introduire le motif AMPP au niveau de cette partie 

C-terminale (LIT-01-307, LIT-01-378, LIT-01-379 & LIT-01-380).   

Grâce à l’insertion du motif AMPP au sein de la séquence peptidique par synthèse 

sur support solide en stratégie Fmoc/tBu, cela nous a permis de synthétiser huit nouveaux 

dérivés photoisomérisables de la spexine avec des rendements isolés allant de 1% à 6% 

pour 45 étapes (Tableau 10) : 

Composés Motif Position Structure 

LIT-01-278 AMPP Thr3-Pro4 
 

LIT-01-308 AMPP Pro4-Gln5 
 

LIT-01-309 AMPP Ala6-Met7 
 

LIT-01-310 AMPP Met7-Leu8  

LIT-01-378 AMPP Lys11-Gly12  

LIT-01-379 AMPP Lys11 
 

LIT-01-380 AMPP Gly12 
 

LIT-01-307 AMPP Gly12-Ala13  

Tableau 10. Spexines photoisomérisables contenant le motif AMPP à différentes positions 

Pour six d’entre eux, le motif a été inséré en lieu et place de deux acides aminés alors 

que, pour les LIT-01-379 & LIT-01-380, nous avons seulement substitué un acide aminé. 

Cette différence s’explique par le fait que la Lys11 du LIT-01-378 a été substituée par le 
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motif photoisomérisable. Or il s’agit du seul acide aminé chargé du peptide lui apportant 

ainsi une certaine solubilité aqueuse. La synthèse de ces deux peptides a donc eu pour 

objectif d’observer si la modification de la Lys11 ou de la Gly12 seule aura un impact 

différent par rapport à la substitution simultanée des deux acides aminés.  

1.3 Insertion du motif photoisomérisable sous forme d’agrafe  

(motif BCA) 

Récemment, l’équipe de Wong143 a mis en évidence une structuration de la spexine 

de souris en milieu apolaire sous forme d’hélice α entre la Gln5 et la Gln14, dont nous avons 

reproduit le modèle en collaboration avec Célien Jacquemard (LIT, UMR7200) (Figure 

45). A la suite de ces résultats ils ont observé une forte implication de cette structure 

secondaire dans la liaison du peptide sur le récepteur GalR2 de la même manière que cela 

a été observé chez la galanine141,142. 

 

Figure 45. Modélisation de la structure secondaire de la spexine en milieu apolaire 

C’est cette observation qui nous a permis de façonner la troisième et dernière 

approche. En effet l’une des stratégies utilisées pour introduire un motif 

photoisomérisable sur un peptide consiste à agrafer le motif au niveau d’une structure 

secondaire, en l’occurrence l’hélice α, afin que son isomérisation en perturbe la 

structuration. Ici nous avons décidé d’utiliser le motif BCA qui a été agrafé sur le peptide 

grâce à sa réaction avec deux cystéines, introduites aux positions souhaitées après la 

substitution des acides aminés correspondant (Schéma 3). 
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Schéma 3. Introduction du motif BCA sur le peptide 

Une fois la stratégie établie nous avons défini à quelles positions nous pourrions 

introduire ce nouveau motif photoisomérisable. En effet, plusieurs approches ayant 

chacune des conséquences différentes sont utilisées pour ce genre de motifs177. En 

introduisant le BCA en positions i, i+4 ou i, i+7 (où i représente le premier acide aminé où 

le motif est introduit) la forme trans va perturber la structure secondaire et son 

isomérisation en forme cis permettra de retrouver la structure en hélice α (Figure 46). Au 

contraire, son introduction en positions i, i+11 conduira à une stabilisation de l’hélice α 

lorsque le motif se trouve sous sa configuration trans. Nous avons cependant éliminé 

d’office cette approche étant donné que, d’une part, nous souhaitions que les composés 

soient inactifs à l’équilibre thermodynamique, soit sous leur forme trans, pour ensuite 

être activés après leur exposition à la lumière. Et d’autre part, l’hélice α de la spexine n’est 

composée que de dix acides aminés et de ce fait, si le motif est introduit selon cette 

approche, il ne sera pas complètement positionné sur l’hélice α.  

Après avoir sélectionné les approches i, i+4/i, i+7 il nous restait à déterminer si l’une 

d’entre elles était à privilégier ou si les deux stratégies pouvaient être utilisées. Pour ce 

faire nous avons modélisé l’hélice α de notre peptide et nous y avons associé les 

configurations cis & trans du motif BCA (Figure 47). Grâce à cela nous avons pu remarquer 

que la distance entre les carbones terminaux du motif photoisomérisable sous sa forme 

cis (11.80 Ä) correspondait pratiquement à la distance séparant les acides aminés en 

position i, i+7 (11.0 Ä) et non à celle entre les acides aminés en position i, i+4 (6.48 Ä). 
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Figure 46. Isomérisation du peptide agrafé selon les stratégies i, i+4 & i, i+7 

 

 

 

 

Figure 47. Analyse des distances entre les positions i, i+4 & i, i+7 de la spexine corrélées à celles 

des carbones terminaux des isomères trans & cis du motif BCA 

Grâce à cela nous avons finalement choisi de synthétiser trois dérivés agrafés de la 

spexine où le motif photoisomérisable BCA a été introduit au niveau de l’hélice α du 

peptide selon une stratégie i, i+7. Soit en positions Gln5-Gly12 (LIT-01-398), Ala6-Ala13 

(LIT-01-438) et Met7-Gln14 (LIT-01-405) (Tableau 11).   
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Composés Motif Position Structure 

LIT-01-398 BCA Gln5-Gly12 

 

LIT-01-438 BCA Ala6-Ala13 

 

LIT-01-405 BCA Met7-Gln14 

 

Tableau 11. Spexines photoisomérisables contenant le motif BCA à différentes positions 

Associé à leur analyse de la structure de la spexine, l’équipe de Wong a également 

réalisé une étude du docking de la spexine sur les récepteurs GalR2 & GalR3, 

précédemment modélisés par homologie143. En se basant sur les résultats de leurs travaux 

nous avons effectué une autre étude de modélisation de nos dérivés agrafés au sein de 

GalR2. Cela nous a permis de constater que le LIT-01-398 serait le dérivé le plus à même 

d’être efficace étant donné que le motif agrafé sur ces positions ne semblait pas interférer 

avec les acides aminés du récepteur GalR2 impliqués dans la liaison. Contrairement aux 

LIT-01-405 & LIT-01-438 tels qu’ils ont été modélisés (Figure 48).  

A 
 

 

B 

 

C 

 

Figure 48. Modélisation du (A) LIT-01-398, (B) LIT-01-438  & (C) LIT-01-405  avec GalR2 

(effectuée par Célien Jacquemard (LIT, UMR 7200)) 
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Dès lors, nous avons initié la synthèse du motif photoisomérisable BCA en suivant 

une stratégie de synthèse similaire aux deux précédents motifs (Schéma 4). Nous avons 

commencé par réduire la p-nitroaniline 1.13, où la fonction amine a été préalablement 

protégée par un groupement Boc, en dérivé nitroso 1.15. Ce dernier a ensuite pu être mis 

à réagir avec la p-aminophénylacétamide dans l’acide acétique afin d’obtenir l’azobenzène 

1.16 avec un rendement de 58%. Après avoir déprotégé les fonctions amines à l’aide 

d’acide chlorhydrique en chauffant à reflux nous avons pu former le résidu 

chloroacétamide et ainsi produire le motif BCA avec un rendement faible de 12% mais en 

quantité suffisante pour être introduit dans la séquence des peptides.   

 

Schéma 4. Synthèse du motif BCA 

Contrairement aux deux précédents acides aminés photoisomérisables, le motif BCA 

n’a pas été introduit sur le peptide durant la synthèse sur support solide. En effet nous 

avons commencé par synthétiser le peptide comprenant les cystéines aux positions 

souhaitées par synthèse automatisée à l’aide du synthétiseur CEM® Liberty Blue. Une fois 

le peptide clivé de la résine et purifié, il a été solubilisé dans un tampon Tris-HCl à pH 8 

contenant deux équivalents de tris-carboxyéthylphosphine (TCEP) et agité pendant 1h, 

afin de s’assurer que les cystéines soient sous forme réduite lors de leur réaction avec le 

motif. Nous avons ensuite pu ajouter le BCA en solution dans le DMF pour obtenir le 

peptide photoisomérisable correspondant après 21h30 d’agitation avec des rendements 

isolés allant de 5 à 46% (Schéma 5).  
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Schéma 5. Synthèse des dérivés photoisomérisables agrafés de le spexine 

2. Evaluation des propriétés photophysiques des peptides 

photoisomérisables  

Une fois les peptides photoisomérisables synthétisés nous avons déterminé les 

propriétés photophysiques relatives à leur isomérisation. A savoir leur longueur d’onde 

d’excitation ainsi que le temps d’exposition à la lumière nécessaire afin que les motifs 

azobenzènes s’isomérisent et atteignent l’état photostationnaire.  

Pour cela nous avons commencé par analyser les spectres d’absorption des motifs 

photoisomérisables Fmoc-AzoF, Fmoc-AMPP et BCA dans un mélange H2O/ACN (50/50, 

v/v) (Figure 49). Nous avons ainsi pu constater la prédominance de l’isomère trans à 

l’équilibre thermodynamique, c’est-à-dire en l’absence de stimulus lumineux. Cela s’est 

traduit par la présence d’un maximum d’absorption aux alentours de 320 nm164. Nous 

avons ainsi été en mesure de confirmer l’absorption des motifs azobenzènes à une 

longueur d’onde de 365 nm permettant l’utilisation d’une lampe à UV de paillasse pour 

déclencher l’isomérisation. C’est donc après l’exposition de nos composés à une lumière 

ayant une longueur d’onde de 365 nm que nous avons observé, au fil du temps 

d’exposition, une diminution du pic d’absorption caractéristique de la configuration trans 

et l’apparition d’une bande d’absorption autour de 450 nm. Ces deux évènements étant 

les témoins d’une isomérisation de l’isomère trans vers l’isomère cis.  
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Figure 49. Spectres d’absorption et profils HPLC (entre 3.5 min et 5.5 min) des composés (A) 
Fmoc-AzoF, (B) Fmoc-AMPP et (C) BCA à l’équilibre thermodynamique (Eq T° ; —) et après  

1 min (—), 2 min (—), 3 min (—), 4 min (—) et 5 min (—) d’exposition à la lumière (λ = 365 nm) 
(PSS : état photostationnaire) 

En parallèle de cela, nous avons réalisé un suivi de la photoisomérisation par HPLC 

analytique en phase inverse afin de pouvoir quantifier l’isomérisation trans → cis de nos 

composés après leur exposition à une lumière de longueur d’onde 365 nm (Figure 49). A 

l’équilibre thermodynamique nous avons relevé la présence d’un pic majoritaire 

correspondant à l’isomère trans. Nous avons également observé un deuxième pic 

d’intensité moindre et ayant un temps de rétention plus faible que le premier. Cela est 
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cohérent avec le fait qu’il s’agisse de la forme cis de nos composés. En effet, l’isomère cis 

possède un moment dipolaire plus important que l’isomère trans ce qui se traduit par une 

polarité plus importante et donc un temps de rétention plus faible sur colonne C18. Cette 

observation a également été renforcée par le fait que les deux pics présentent la même 

masse moléculaire (confirmé par des analyses HPLC-MS) et que l’intensité du pic supposé 

de la forme cis augmente au fur et à mesure du temps d’exposition à la lumière.  

L’ensemble de ces analyses nous a permis de démontrer que l’exposition à une 

lumière ayant une longueur d’onde de 365 nm pendant cinq minutes des trois motifs 

photoisomérisables Fmoc-AzoF, Fmoc-AMPP et BCA à une concentration de 50 µM était 

suffisante pour atteindre l’état photostationnaire. 

Afin de visualiser l’isomérisation au niveau moléculaire nous avons également 

effectué une étude par RMN (Figure 50). Pour faciliter l’interprétation nous avons utilisé 

le motif Boc-AzoF 1.2. Cela nous a notamment permis d’observer la présence de deux 

couples de pics correspondant aux configurations trans & cis de l’acide aminé et dont les 

proportions s’inversent après leur exposition à la lumière pour atteindre des 

pourcentages voisins de ceux mesurés par HPLC.      

 

Figure 50. Spectres RMN de la Boc-AzoF 1.2 dans le DMSO-d6 avant (—) et après (—) son 

exposition à la lumière (λ = 365 nm) pendant 5 h  

(les signaux de la forme trans sont indiqués en orange et ceux de la forme cis en bleu) 
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Une fois les paramètres de l’isomérisation trans → cis établis, nous sommes passées 

à l’évaluation de l’isomérisation de nos peptides en conditions biologiques. Plus 

précisément à la plus forte concentration et dans les mêmes conditions que celles utilisées 

lors de leur évaluation in vitro (50 µM dans un tampon HEPES contenant 1% BSA).  

Tout d’abord, nous avons voulu étudier l’impact potentiel de l’albumine de sérum 

bovin (BSA) sur l’isomérisation de nos peptides. Pour cela nous avons analysé 

l’isomérisation d’un de nos peptides, le LIT-01-277 (motif AzoF en position Trp2), en 

utilisant un tampon HEPES sans BSA ou comprenant 0.1 ou 1% de BSA et en comparant 

les résultats obtenus (Tableau 12). Nous avons ainsi pu démontrer que la présence et le 

pourcentage de BSA dans le tampon biologique n’ont aucune influence significative sur le 

temps d’isomérisation ainsi que sur le pourcentage de forme cis à l’état photostationnaire.  

 

Temps 
Sans BSA BSA 0.1% BSA 1%  

trans cis trans cis trans cis 

T0 86% 14% 87% 13% 86% 14% 

5 min 28% 72% 29% 71% 29% 71% 

15 min 29% 71% 29% 71% 29% 71% 

Tableau 12. Pourcentage de forme trans & cis du LIT-01-277 (analysé par HPLC, absorption à 

210 nm) à 50 µM dans un tampon HEPES sans BSA ou contenant 0.1% ou 1% de BSA avant (T0) 

et après son exposition à la lumière (λ = 365 nm) pendant 5 min ou 15 min 

A la suite de ces conclusions et du fait que certains de nos peptides n’étaient pas 

solubles dans le tampon biologique sans BSA à la concentration de 50 µM, la présence de 

la BSA s’est avérée indispensable à l’évaluation de l’isomérisation de nos échantillons. 

C’est pourquoi nous avons étudié l’isomérisation de nos peptides à une concentration de 

50 µM dans un tampon biologique HEPES contenant 1% de BSA. La solution a ensuite été 

exposée à la lumière (λ = 365 nm) pendant un temps définit à l’aide d’une lampe à UV. Le 

suivi de cette isomérisation a tout d’abord été réalisé grâce à la mesure du spectre 

d’absorption de nos composés. Les résultats obtenus nous ont ainsi permis de déterminer 

que l’état photostationnaire de nos composés est atteint après cinq minutes d’irradiation 

lumineuse à 365 nm (Figure 51). Nous avons également pu constater qu’une exposition à 
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la lumière pendant dix minutes supplémentaires n’entrainait aucune modification du 

spectre d’absorption. C’est pourquoi, afin de s’assurer que l’état photostationnaire serait 

atteint durant les évaluations biologiques, tous les composés ont été exposés à la lumière 

pendant quinze minutes. Associé à cela, l’analyse par HPLC analytique en phase inverse 

(Figure 51) nous a permis de quantifier la proportion de chaque isomère à l’équilibre 

thermodynamique et à l’état photostationnaire 
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Figure 51. Spectres d’absorption et profils HPLC (entre 5 min et 10 min) du (A) LIT-01-322 

(AzoF en position Tyr9), (B) LIT-01-309 (AMPP en position Ala6-Met7) & (C) LIT-01-405 (BCA en 

position Met7-Gln4) dans un tampon HEPES/BSA(1%) à l’équilibre thermodynamique (Eq T° ; —) 

et après l’exposition à la lumière (λ = 365 nm) pendant 5 min (—) et 15 min (—)  

(tR : 9.5 – 9.6 min = traces de BSA ; PSS : état photostationnaire) 
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Toutefois, la présence de BSA a demandé l’optimisation du protocole d’analyse par 

HPLC analytique en phase inverse. En raison de sa forte absorption à la longueur d’onde 

d’analyse (210 nm), elle a dû être éliminée avant toute analyse par HPLC analytique. Nous 

avons donc mis en place un protocole de précipitation de la BSA à l’aide d’acétonitrile 

(50% dans le tampon) afin de permettre son élimination après centrifugation pendant 

deux minutes en récupérant uniquement le surnageant. Cette étape d’élimination de la 

BSA a naturellement entrainé une dilution de l’échantillon ce qui a conduit à des signaux 

de plus faible intensité et ayant un profil large, notamment pour la forme cis des composés 

(Figure 52). Plusieurs alternatives ont été envisagées comme l’utilisation de méthanol ou 

d’éthanol en remplacement de l’acétonitrile ou encore l’ajout d’acide trifluoroacétique. 

Cependant aucune de ces options n’a permis d’améliorer les résultats obtenus. La seule 

solution a donc été d’augmenter le temps de la méthode d’analyse par HPLC analytique 

en phase inverse jusqu’à vingt minutes pour ainsi obtenir une meilleure résolution des 

signaux (Figure 52).  

                    A 

 

             B 

 

Figure 52. Profils HPLC selon la méthode (A) 7min ou (B) 20min du LIT-01-277 à 50 µM dans un 

tampon HEPES/BSA(1%) après élimination de la BSA 

En résumé, la mesure des spectres d’absorption nous a permis de déterminer que 

cinq minutes d’exposition à la lumière étaient nécessaire pour atteindre l’état 

photostationnaire. Et grâce à l’analyse par chromatographie analytique nous avons pu 

quantifier la proportion de chaque isomère de nos composés avant et après leur 

exposition à la lumière (Tableau 13).  

Ne disposant pas de lampe émettant à une longueur d’onde de 450 nm permettant 

une isomérisation cis → trans, nous n’avons pas été en mesure d’étudier la réversibilité de 

l’isomérisation de nos peptides de manière exhaustive. Toutefois nous avons pu observer 

qu’après isomérisation, les peptides sous leur configuration cis étaient stables au moins 

2h à 25°C avant de revenir naturellement vers la forme trans par relaxation thermique. 
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Cette observation nous a non seulement permis de démontrer la réversibilité de 

l’isomérisation mais également que les isomères cis sont suffisamment stables pour 

pouvoir étudier leur activité biologique in vitro de manière optimale.  

Composés Motif Position 
cis (%) 

Eq T° PSS 

LIT-01-277 AzoF Trp2 16 72 

LIT-01-322 AzoF Tyr9 10 76 

LIT-01-276 AzoF Leu10 8 73 

LIT-01-278 AMPP Thr3-Pro4 13 79 

LIT-01-308 AMPP Pro4-Gln5 17 60 

LIT-01-309 AMPP Ala6-Met7 19 84 

LIT-01-310 AMPP Met7-Leu8 18 85 

LIT-01-378 AMPP Lys11-Gly12 14 55 

LIT-01-379 AMPP Lys11 6 58 

LIT-01-380 AMPP Gly12 3 63 

LIT-01-307 AMPP Gly12-Ala13 14 78 

LIT-01-398 BCA Gln5-Gly12 14 45 

LIT-01-438 BCA Ala6-Ala13 20 35 

LIT-01-405 BCA Met7-Gln14 4 59 

Tableau 13. Pourcentage de forme cis des spexines photoisomérisables à 

l’équilibre thermodynamique (Eq T°) et à l’état photostationnaire (PSS) 

Concernant les dérivés agrafés, nous avons constaté que les ratios trans/cis obtenus 

étaient inférieurs à ceux des deux autres approches (Tableau 13). Associé à cela, nous 

avons également observé que leur relaxation cis → trans en absence de lumière se 

produisait plutôt de l’ordre de la minute (Figure 53). Cela peut s’expliquer par la 

contrainte stérique induite par l’insertion du motif BCA ou par la structuration du 

peptide177.   
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Figure 53. Spectres d’absorption des dérivés agrafés de la spexine dans le tampon 

HEPES/BSA(1%) à l’équilibre thermodynamique (T0 ; —), à l’état photostationnaire (PSS ; —) 

après leur exposition à la lumière (λ = 365 nm) et après 5 min (—), 10 min (—), 15 min (—),  

30 min (—), 45 min (—) et 60 min (—) dans le noir à température ambiante (t.a) 

3. Evaluation de la structuration de la spexine et de ses 

dérivés agrafés  

Au vu des photoisomérisations incomplètes obtenues pour les dérivés agrafés de la 

spexine, nous avons cherché à savoir quelles en étaient les conséquences sur la structure 

secondaire des peptides. C’est pourquoi nous avons commencé par étudier la 

structuration d’une spexine synthétisée par nos soins grâce à des mesures de dichroïsme 

circulaire dans le trifluoroéthanol (TFE) (Figure 54). Bien que nos résultats soient 

quelque peu différents de ceux obtenus par le groupe de Wong143 cela nous a permis de 

confirmer la structuration majoritaire (54%) sous forme d’hélice α de la spexine en milieu 

apolaire (100% de TFE). 

Après avoir confirmé la structuration de la spexine en présence de TFE, nous avons 

étudié quel était l’impact réel de l’isomérisation du motif azobenzène agrafé sur la 

structuration en hélice α de la spexine. Pour cela nous avons tout d’abord réalisé une 

étude de la structure secondaire du LIT-01-405 (motif BCA en position Met7-Gln14) en 

solution dans l’eau par dichroïsme circulaire avant et après son exposition à la lumière 

(Figure 55). En effet, nous avons démontré que la spexine ne se structure pas lorsqu’elle 

se trouve dans l’eau or, si l’isomérisation force le peptide à se structurer sous forme 

d’hélice α, cela devrait être observé sur les résultats du dichroïsme circulaire. Bien que 
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l’isomérisation du motif azobenzène du LIT-01-405 ait été confirmée (Tableau 13 & 

Figure 53) nous n’avons pas été en mesure de démontrer qu’elle puisse améliorer la 

structuration en hélice α du peptide dans l’eau. C’est pourquoi nous avons ensuite réalisé 

la même évaluation en utilisant, cette fois, du TFE à la place de l’eau (Figure 55). Du fait 

de la présence du solvant apolaire nous avons logiquement observé une structuration du 

peptide sous forme d’hélice α à l’équilibre thermodynamique. Nous avons néanmoins 

constaté que cette structuration secondaire s’est trouvée légèrement augmentée après 

cinq minutes d’exposition à la lumière (λ = 365 nm) permettant l’isomérisation du motif 

BCA (29% à l’équilibre thermodynamique contre 31% à l’état photostationnaire). 

 

H2O/TFE Hélice α Feuillet β Autre  

0/100 54 15 31 

20/80 40 18 42 

40/60 46 15 39 

60/40 45 18 37 

80/20 21 26 53 

100/0 5 30 65 

Figure 54. Analyse de la structure secondaire de la spexine par dichroïsme circulaire 

dans un solvant composé d’eau et de concentrations croissantes de trifluoroéthanol (TFE) 
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Figure 55. Analyse de la structure secondaire du LIT-01-405 par dichroïsme circulaire dans  

(A) l’eau et (B) le TFE avant (—) et après (—) son exposition à la lumière 

 



 

Page | 111  
 

A la suite de ces observations nous avons également réalisé une analyse de la 

structuration des LIT-01-398 (motif BCA en position Gln5-Gly12) & LIT-01-438 (motif 

BCA en position Ala6-Ala13) en solution dans le TFE à l’équilibre thermodynamique et à 

l’état photostationnaire (Figure 56). Concernant ces deux peptides nous avons d’une part 

pu mettre en évidence que, bien qu’elle soit améliorée après l’isomérisation du motif BCA 

(10% à l’équilibre thermodynamique contre 21% à l’état photostationnaire), la structure 

secondaire du LIT-01-438 n’était pas aussi bien définie que celle du  

LIT-01-405. D’autre part nous avons pu constater que le LIT-01-398 ne présentait 

aucune structuration secondaire dans le TFE, contrairement aux deux autres peptides. Ces 

observations sont en lien avec les pourcentages d’isomérisation précédemment observés 

(Tableau 13) et qui témoignent d’une faible efficacité de l’isomérisation du motif BCA pour 

ces peptides.   
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Figure 56. Analyse de la structure secondaire des (A) LIT-01-398 & (B) LIT-01-438 par 

dichroïsme circulaire dans le TFE avant (—) et après (—) leur exposition à la lumière 

4. Evaluation biologique fonctionnelle des peptides 

photoisomérisables sur cellules HEK-GalR2 

Après avoir confirmé l’isomérisation de chacun de nos peptides, nous sommes 

passés à leur évaluation biologique fonctionnelle in vitro sur des cellules HEK exprimant 

de manière stable le récepteur GalR2 et en utilisant la spexine native (GeneCust®) comme 

agoniste de référence.  

Comme mentionné en introduction, le récepteur GalR2 est connu pour être couplé à 

une protéine Gq/11 dont le recrutement conduit à la libération de calcium intracellulaire. 

L’activation du récepteur d’intérêt a donc pu être évaluée grâce à la détection et la 
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quantification de la variation de calcium intracellulaire. Pour cela nous avons utilisé le 

Fluo-4, une sonde fluorescente fluorogène qui va pouvoir se complexer avec le Ca2+ et 

ainsi émettre de la fluorescence (Figure 57). L’intensité de cette fluorescence sera 

proportionnelle à la quantité de calcium libérée qui est elle-même corrélée à la capacité 

des peptides à activer le récepteur GalR2.  

 

Figure 57. Principe de l’évaluation biologique in vitro en utilisant le Fluo-4 

Nous avons commencé par mettre en place un protocole spécifique afin d’évaluer 

les isomères cis & trans de chaque peptide et pouvoir comparer les résultats en 

s’affranchissant des biais de reproductibilité. Le principal problème a été l’étape 

d’isomérisation des composés. En effet, si l’on veut tester à la fois les formes cis & trans de 

nos composés, une partie devra être exposée à la lumière alors que l’autre devra être, le 

plus possible, protégée de tout stimulus lumineux. Comme les composés sont placés dans 

des plaques 96 puits, une première approche a consisté à exposer toute la plaque de 

composés à la lumière (λ = 365 nm) et en protégeant la moitié des composés avec de 

l’aluminium. Malheureusement cette méthode n’était pas adaptée car une partie non 

négligeable des composés qui étaient protégés de la lumière se sont isomérisés. Ne 

pouvant éviter cette isomérisation parasite en utilisant une seule plaque de composé, 

nous avons pris la décision de séparer les composés en utilisant deux plaques 96 puits. 

L’une où les composés seront exposés à la lumière et l’autre où les composés ne le seront 

pas.  

Grâce à ce protocole nous avons été en mesure d’évaluer l’activité fonctionnelle de 

nos quatorze dérivés photoisomérisables de la spexine (Tableau 14) :   
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Composés Motif Position 
EC50 (± SEM) 

Eq T° PSS 

spexine  11.7 ± 2.1 nM 

LIT-01-277 AzoF Trp2 7 ± 0.5 µM > 10 µM 

LIT-01-322 AzoF Tyr9 665 ± 81 nM 1.6 ± 0.3 µM 

LIT-01-276 AzoF Leu10 456 ± 69 nM 1.3 ± 0.2 µM 

LIT-01-278 AMPP Thr3-Pro4 2.4 ± 0.2 µM 2.4 ± 0.1 µM 

LIT-01-308 AMPP Pro4-Gln5 ND ND 

LIT-01-309 AMPP Ala6-Met7 ND ND 

LIT-01-310 AMPP Met7-Leu8 > 10 µM > 9 µM 

LIT-01-378 AMPP Lys11-Gly12 10.9 ± 3.7 nM 27 ± 8 nM 

LIT-01-379 AMPP Lys11 17.6 ± 5.7 nM 37 ± 6 nM 

LIT-01-380 AMPP Gly12 0.7 ± 1.1 nM 1.8 ± 0.3 nM 

LIT-01-307 AMPP Gly12-Ala13 12.4 ± 1.7 nM 26.8 ± 7 nM 

LIT-01-398 BCA Gln5-Gly12 ND ND 

LIT-01-438 BCA Ala6-Ala13 > 10 µM > 10 µM 

LIT-01-405 BCA Met7-Gln14 13.6 ± 1.1 nM 6.3 ± 0.4 nM 

Tableau 14. Evaluation de l’effet (EC50) de concentrations croissantes de ligands 

photoisomérisables (n = 2) et de spexine (n = 6) sur la libération intracellulaire de calcium de 

cellules HEK-GalR2 avant et après l’exposition à la lumière (λ = 365 nm)  

(SEM : erreur standard à la moyenne ; ND : activité non-déterminée ; Eq T° : équilibre 

thermodynamique ; PSS : état photostationnaire) 

A la suite de ces résultats, nous avons constaté que l’introduction d’un motif 

photoisomérisable au sein de la spexine a eu différents impacts sur l’activité biologique 

du peptide pour le récepteur GalR2.  

La première observation que nous avons pu faire a été que la plupart des composés 

conservaient leur effet agoniste sur le récepteur GalR2 ce qui n’a malheureusement pas 

été le cas pour les composés LIT-01-308, LIT-01-309, LIT-01-310, LIT-01-398 & LIT-

01-438 où l’introduction d’un motif azobenzène a entrainé une perte d’activité pour le 
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récepteur GalR2. A côté de cela nous avons remarqué que, parmi l’ensemble des dérivés 

qui présentaient toujours une activité, certains avaient une EC50 voisine voire meilleure 

que celle de la spexine native, notamment dans le cas du LIT-01-380 qui présentait une 

EC50 de 0.7 ± 1.1 nM contre 11.7 ± 2.1 nM en moyenne pour la spexine. En ce qui concerne 

les autres composés nous avons observé une diminution de l’activité fonctionnelle, avec 

pour certains une EC50 passant de l’ordre du nM au µM.  

De manière générale, l’exposition des peptides photoisomérisables à la lumière a 

entrainé une diminution de leur activité biologique d’un facteur 2 à 10. Toutefois nous 

avons observé une amélioration de l’EC50 du LIT-01-405 d’un facteur 2 après une 

exposition aux ultraviolets. En effet, l’activité passait de 13.6 ± 1.1 nM à l’équilibre 

thermodynamique contre 6.3 ± 0.4 nM à l’état photostationnaire. Bien que dans la 

littérature, certains composés photoisomérisables aient déjà présenté des écarts 

d’activité fonctionnelle aussi faibles177,188,189, nous avons jugé que cette différence 

d’activité n’était pas assez significative pour poursuivre vers de potentielles études in vivo. 

En effet nous avons estimé que cette amélioration de l’EC50 ne pouvait pas être 

différenciée des variations observées durant les expériences.  

L’introduction du motif AMPP au niveau des acides aminés C-terminaux Lys11, Gly12 

& Ala13 nous a permis d’obtenir des dérivés de la spexine possédant une activité similaire, 

voire meilleure, à celle du peptide natif. Cette observation laisserait penser que cette 

partie du peptide a peu d’importance pour l’activité vis-à-vis du récepteur GalR2. 

Toutefois lorsque le motif photoisomérisable est introduit en substituant la Gly12 nous 

avons observé une amélioration de l’activité d’un facteur 10.  

Bien que la synthèse des peptides agrafés n’ait pas posé de problèmes particuliers, 

l’introduction du motif BCA au niveau des résidus Gln5-Gly12 (LIT-01-398) et Ala6-Ala13 

(LIT-01-438) a entrainé une perte complète de l’activité pour le récepteur GalR2. Le motif 

utilisé doit certainement interférer dans la liaison des acides aminés de l’hélice α au 

récepteur. Cependant, lorsque l’on décale le motif au niveau des acides aminés Met7-Gln14 

nous retrouvons l’activité de la spexine qui n’est toutefois pas suffisamment améliorée 

par l’isomérisation du motif. Sur la base de ces résultats, il serait intéressant d’étudier 

plus en détail le rôle de l’hélice α sur l’activité du peptide.    
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5. Conclusion & perspectives  

Concernant cet aspect du projet, nous avons été en mesure de synthétiser les 

quatorze premiers dérivés photochromiques de la spexine. Cela a été rendu possible grâce 

à l’introduction d’un motif photoisomérisable de type azobenzène en tant que chaine 

latérale d’un acide aminé, directement au sein de la séquence peptidique ou agrafé sur le 

peptide. Après avoir confirmé leur isomérisation trans → cis lorsqu’ils sont exposés à une 

lumière de longueur d’onde 365 nm, nous avons pu évaluer leur activité biologique 

fonctionnelle sur des cellules HEK exprimant de manière stable le récepteur GalR2. 

Cela nous a permis de démontrer que le principe de la photoisomérisation est 

applicable à la spexine. En effet l’introduction du motif photoisomérisable au sein du 

peptide a eu différents impacts sur son activité fonctionnelle. Certains dérivés ont 

complètement perdu leur activité pour le récepteur GalR2 (LIT-01-308, LIT-01-309, LIT-

01-398 & LIT-01-438). D’autres conservaient une activité, parfois similaire (LIT-01-307 

& LIT-01-405) voire meilleure (LIT-01-380) que celle du peptide natif. Après leur 

photoisomérisation nous avons observé une différence d’activité pour certains peptides 

où seulement l’un d’eux a vu son EC50 être améliorée tandis qu’elle a diminué pour le reste 

des composés.   

Bien qu’ayant effectivement observé des différences d’activités chez les dérivés 

photoisomérisables de la spexine après leur exposition à la lumière nous n’avons 

malheureusement pas été en mesure de constater une amélioration significative de 

l’activité biologique fonctionnelle sur le récepteur GalR2. En effet, seul le LIT-01-405 

présentait une amélioration d’un facteur 2 de son EC50 à l’état photostationnaire  

(6.3 ± 0.4 nM contre 13.6 ± 1.1 nM). Cependant nous avons considéré que cette variation 

n’était pas significative et qu’elle ne pourrait pas permettre d’observer un effet chez 

l’animal. De plus, le peptide à l’équilibre thermodynamique présentait déjà une activité 

similaire à celle de la spexine native qui nous a empêché d’envisager l’utilisation de ce 

composé lors de futures expériences in vivo étant donné que nous cherchions un composé 

dont l’activité à l’équilibre serait fortement diminuée.  

Ce manque de résultats peut s’expliquer en grande partie par le peu de données de 

relation structure-activité concernant le complexe spexine/GalR2. 
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Les informations concernant la structure secondaire de la spexine sous forme 

d’hélice α que nous avons pu trouver dans la littérature pouvaient être remises en 

question. D’une part les analyses sur la structuration des peptides dans le TFE sont sujets 

à controverse. En effet le TFE permet de créer un environnement apolaire qui va forcer 

les peptides à se structurer. Cependant il y a toujours un débat pour savoir si cette 

méthode favorise une structuration qui existe à l’état naturel ou si elle force une structure 

« artificielle » qui pourrait exister au vu des acides aminés présents dans sa séquence et 

de leurs interactions potentielles. D’autre part, les valeurs obtenues par le groupe de 

Wong143 diffèrent de celles que nous avons pu obtenir au laboratoire. Nous avons 

effectivement confirmé la structuration majoritaire sous forme d’hélice α cependant, là où 

Wong obtenait un pourcentage maximum de 75% d’hélice α nous avons seulement obtenu 

54%. Cela pourrait signifier que cette structure secondaire est plus courte que celle 

suggérée par Wong. En effet, si l’hélice α représente environ 50% du peptide elle ne serait, 

en théorie, composée que de sept acides aminés.  

En nous basant sur les résultats obtenus par Wong et al., nous avons également 

modélisé nos dérivés agrafés au sein du récepteur GalR2. Nous avons ainsi pu mettre en 

évidence que seul le LIT-01-398 permettrait une liaison efficace au récepteur tandis que 

le motif photoisomérisable des LIT-01-405 & LIT-01-438 interférait avec des résidus 

clés du récepteur, empêchant une liaison optimale. Néanmoins ces observations ont été 

infirmées par les expériences pratiques. En effet tandis que les LIT-01-398 & LIT-01-438 

n’entrainaient aucune activation du récepteur GalR2, seul le LIT-01-405 conservait une 

activité pour ce récepteur. Ces observations remettaient donc en question les résultats de 

modélisation précédemment décrits.  

De très récents travaux ont pu établir la structure du complexe spexine/GalR2280 par 

cryomicroscopie électronique (cryo-EM) (PDB DOI : 10.2210/pdb7XJL/pdb). Cela nous a 

permis de constater que, contrairement aux autres neuropeptides et à ce qu’avait 

modélisé Wong et al., la spexine se lie à la surface du récepteur de manière quasi parallèle 

à la membrane plasmique (Figure 58). Nous avons également confirmé la structuration 

en hélice α de la spexine en observant toutefois une certaine différence par rapport à ce 

qui a été précédemment suggéré. En effet, nous avons remarqué que cette hélice α se 

situait entre les acides aminés Gln5-Lys11 et non jusqu’à la Gln14 comme l’avait laissé 

entendre les travaux de Wong et al.. Enfin, l’analyse de la spexine au sein du récepteur 

http://doi.org/10.2210/pdb7XJL/pdb
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GalR2 a montré que les chaines latérales des résidus Met7 & Gln14 sont dirigées vers 

l’extérieur du récepteur contrairement aux résidus Gln5, Ala6 & Gly12. L’introduction d’un 

motif photoisomérisable sous forme d’agrafe en Met7-Gln14 (LIT-01-405) ne doit donc 

pas interférer avec la liaison du peptide à son récepteur, à la différence des deux autres 

dérivés agrafés (LIT-01-398 & LIT-01-438). Cela nous a ainsi permis d’expliquer que, 

parmi les dérivés agrafés de la spexine, seul le LIT-01-405 présente toujours une activité 

pour le récepteur. 

          A 

 

    B 

 

Figure 58. Structures du complexe spexine/GalR2 obtenues par (A) docking moléculaire143 et (B) 

cryomicroscopie électronique280 

Grâce à ces toutes nouvelles données qui ont permis de repositionner la structure 

secondaire en hélice α de la spexine nous pouvons maintenant rationaliser certains de nos 

résultats. Et notamment la perte d’activité observée pour les dérivés LIT-01-308,  

LIT-01-309 & LIT-01-310. En effet, il s’agit des seuls dérivés où le motif AMPP a été 

inséré au sein de l’hélice α. L’introduction d’un motif azobenzène à ce niveau doit très 

certainement conduire à la perte de la structure secondaire. Ces nouvelles conclusions 

permettent donc de confirmer l’importance de cette structure secondaire dans la liaison 

de la spexine au récepteur GalR2. 

Associé à cela les travaux de modélisation de Wong et al. ont montré l’importance 

des acides aminés Lys11, Gly12, Ala13 & Gln14 dans la liaison du peptide au récepteur GalR2. 

Cependant de précédentes données laissaient à penser que ces acides aminés n’avaient 

que peu d’importance dans l’activité du peptide pour le récepteur GalR2. Ce qui semble 
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être confirmé par le fait que les LIT-01-307, LIT-01-378, LIT-01-379 & LIT-01-380 

conservent une activité biologique voisine de la spexine native. En plus de cela les acides 

aminés Lys11 à Gln14 sont censés se trouver au sein même de l’hélice α de la spexine tel 

que suggéré par Wong. Or nous avons ici pu constater que l’introduction du motif 

photoisomérisable AMPP au niveau de ces résidus ne modifie en rien l’activité biologique 

du peptide pour le récepteur GalR2. Toutefois nous avons noté une certaine amélioration 

de l’EC50 lorsque le motif a été inséré en substituant la Gly12. Cela pourrait nous amener à 

suggérer que, bien que ces résidus ne soient pas impliqués dans l’activité, leur 

optimisation pourrait conduire à une amélioration de l’activité et ou des propriétés 

biologiques du peptide vis-à-vis du récepteur GalR2.  

Bien que la structure du complexe sepxine/GalR2 obtenue par cryomicroscopie 

électronique ait permis d’expliquer les résultats observés, elle ne laisse pas présager le 

développement de nouveaux dérivés photoisomérisables de la spexine. En effet, la 

structure générale de la spexine reste similaire à ce qui a été initialement suggéré et les 

motifs photoisomérisables déjà utilisés ont été introduits aux différentes positions clés du 

peptide. Cependant, cette structure a permis d’établir de nouvelles données qui seront 

particulièrement utiles dans le cadre du développement de nouveaux dérivés de la 

spexine. 

Dans une optique similaire nous avons pu voir que l’agrafe du motif 

photoisomérisable sur les positions Met7 et Gln14 (LIT-01-405) permettait de conserver 

une activité similaire à celle de la spexine native. Sachant cela il serait donc concevable 

d’agrafer un motif, non photoisomérisable cette fois, sur ces positions dans le but 

d’améliorer la stabilité plasmatique du peptide281.  
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1. Conception et synthèse des acides aminés photocages pour 

l’introduction dans la spexine 

Dans le chapitre précédent, nous avons tiré parti de la photoisomérisation qui est le 

premier des deux aspects de la photopharmacologie. Nous allons maintenant développer 

la deuxième approche qui introduit la conception de dérivés photocages de la spexine. 

Comme pour la première stratégie, l’objectif de cette méthode est de synthétiser un 

peptide inactif et cela grâce à l’introduction de différents groupements protecteurs 

photolabiles. L’exposition à la lumière permettra ensuite d’éliminer ces groupements de 

manière à retrouver le ligand natif qui sera alors en mesure d’activer le récepteur GalR2 

(Figure 59). Cependant, à la différence de la première stratégie où les peptides 

s’isomérisent de manière réversible, la libération des groupements protecteurs est ici 

irréversible.  

 

Figure 59. Principe de fonctionnement de la spexine photocage 

 

Encore une fois, le peu d’études concernant les relations structure – activité de la 

spexine nous ont été quelque peu préjudiciables. Néanmoins certaines d’entre elles ont 

permis d’identifier la Tyr9 comme étant l’un des acides aminés essentiels à l’activité de la 

spexine pour le récepteur GalR2
144. En protégeant ce résidu à l’aide d’un GPP nous avions 

donc bon espoir de réduire voire abolir l’activité biologique de la spexine pour le 

récepteur GalR2. Cette activité pouvant ensuite être rétablie grâce au clivage du GPP après 

son exposition à la lumière. Comme évoqué précédemment, d’autres acides aminés 

peuvent être protégés par des groupements photolabiles199. La Lys11 présente dans la 

structure de la spexine étant le seul acide aminé chargée de la séquence143, elle est 



 

Page | 122  
 

potentiellement impliquée dans la liaison du peptide au récepteur GalR2. C’est pourquoi 

sa protection à l’aide d’un groupement photolabile pourrait également perturber l’activité 

biologique de la spexine. En résumé, nous avons donc choisi de synthétiser une tyrosine 

et une lysine photocages (Figure 60) qui ont ensuite pu être introduites au sein de la 

séquence peptidique et ainsi obtenir les premières spexines photocage.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 60. Structures des acides aminés et spexines photocage 
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1.1 Dérivés de la tyrosine  

Plusieurs dérivés photocages de la tyrosine ont pu être synthétisés par le 

passé229,282,283  mais à ce jour, seul un petit nombre a été incorporé au sein d’un 

peptide196,284,285. Comme nous avons pu le constater, plusieurs GPPs ont été utilisés et pour 

notre projet nous avons tout d’abord choisi de protéger la tyrosine avec un groupement 

o-NB. Etant le groupement photolabile le plus connu et le plus utilisé dans ce type d’étude, 

il nous servira de référence. En considérant le fait que l’objectif final de ces travaux sera 

d’utiliser ces peptides in vivo, nous avons également décidé d’utiliser des dérivés 

coumarin-4-ylméthyles car ce sont des composés qui ont de meilleures caractéristiques 

que les o-NB pour ce genre d’application204. En effet, ils présentent une bonne stabilité 

chimique ainsi que des coefficients d’absorption molaire plus larges à des longueurs 

d’ondes plus élevées (> 300 nm), leur photoclivage est rapide et leurs propriétés de 

fluorescence permettent de suivre efficacement leur libération.  Ils restent également plus 

simples à utiliser que les BODIPYs du fait de l’instabilité de ces derniers en milieu acide 

concentré286.   

Une fois les groupements photolabiles sélectionnés, nous nous sommes posés la 

question du type de lien à utiliser pour relier le GPP et l’acide aminé. En effet ce lien doit 

être stable chimiquement afin de résister aux différentes étapes de synthèse organique, y 

compris la synthèse peptidique sur support solide. Mais il doit aussi pouvoir être clivé de 

manière efficace par la lumière. Concernant les dérivés o-nitrobenzyles, ils sont 

généralement introduits sur les fonctions alcools via un lien éther qui est connu pour être 

stable durant la SPPS285 (Figure 61). Pour ce qui est des dérivés coumarin-4-ylméthyles, 

le lien éther ne peut pas être utilisé car le photoclivage entraine des réarrangements 

radicalaires de type photo-Claisen287,288. Pour s’affranchir de ce problème nous avons 

donc opté pour un lien carbonate (Figure 61).  
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Figure 61. Structures des tyrosines photocages 

1.1.1 Synthèse de la tyrosine protégée par l’ortho-nitrobenzyle 

Comme évoqué en introduction de ce chapitre, il s’agit des premiers GPPs à avoir été 

utilisé et bien qu’ils fassent encore partis des groupements photolabiles les plus utilisés à 

l’heure actuelle, leurs propriétés (ε & φ) restent peu adaptées à une application sur le 

vivant. Pour ce projet notre objectif principal était d’avoir une différence claire et nette 

d’activité après le clivage du GPP. Afin de simplifier la synthèse, nous avons choisi 

d’utiliser un ortho-nitrobenzyle classique, sans substituants.  

Pour synthétiser la tyrosine photocage nous avons initialement décidé d’exploiter 

un protocole décrit par l’équipe d’Alexander Deiters283 et basé sur la réaction de Biuret 

(Schéma 6). L’utilisation du sulfate de cuivre permet de complexer les fonctions –NH2 et  

-COOH de la L-tyrosine 2.1 de manière à ce que le bromure de 2-nitrobenzyle utilisé dans 

l’étape suivante ne puisse réagir qu’avec la fonction phénolique. Cependant après 

plusieurs essais nous n’avons pas été en mesure d’obtenir le produit 2.2 souhaité.  

 

Schéma 6. Synthèse de la tyrosine o-NB décrite par Deiters et al.289 
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Nous avons ensuite utilisé une autre méthode de synthèse284 en partant de l’alcool 

2-nitrobenzylique (Schéma 7). La synthèse initiale du dérivé mésylé 2.4 nous a aidés à 

introduire un bon groupe partant afin de rendre possible la substitution nucléophile 

permettant de former le lien éther. Sa réaction avec la Boc-L-Tyr-OtBu nous a permis 

d’obtenir le premier acide aminé photocage 2.5 avec un rendement quantitatif. Par la 

suite les groupements protecteurs Boc et tBu de la tyrosine ont pu être éliminés à l’aide 

d’acide trifluoroacétique pour finalement introduire le fluorénylméthoxycarbonyle sur la 

fonction amine et ainsi synthétiser l’acide aminé 2.6. 

 

Schéma 7. Synthèse de la Fmoc-L-Tyr(o-NB)-OH 2.6 

Cet acide aminé a ensuite pu être introduit au sein de la séquence peptidique grâce 

à une stratégie de synthèse Fmoc/tBu sur support solide pour obtenir le premier dérivé 

photocage de la spexine (LIT-01-441) (Figure 62).  

 

Figure 62. Structure de la spexine Tyr(o-NB) (LIT-01-441) 



 

Page | 126  
 

1.1.2 Synthèse de la tyrosine protégée par la coumarin-4-ylméthyle  

Après les ortho-nitrobenzyles, les groupements photolabiles les plus utilisés restent 

sans doute les dérivés coumarin-4-ylméthyles. De ce fait, il existe beaucoup de ces dérivés 

ayant une utilisation plus ou moins spécifique. En ce qui concerne notre projet, nous nous 

sommes basés sur les travaux réalisés par Suzuki et al.229. L’objectif de leur étude a été de 

comparer le photoclivage de plusieurs GPPs introduits sur différentes fonctions alcools 

via un lien carbonate. Leur première observation a été que les dérivés coumarin-4-

ylméthyles présentaient un meilleur rendement quantique que le 6-nitrovéranyle. Mais le 

plus important restait le fait que, parmi tous les GPPs évalués, c’est la 6-bromo-7-

hydroxycoumarin-4-ylméthyle qui présentait le meilleur rendement quantique. Associé à 

cela, nous avons déjà mentionné que la présence de l’atome de brome en C6 entraine une 

diminution du pKa de l’hydroxyle en C7 conduisant à sa déprotonation complète au pH 

physiologique ce qui permet d’augmenter la solubilité aqueuse204,232,290. L’ensemble de ces 

paramètres nous ont donc amené à exploiter ce composé comme groupement photolabile 

de la tyrosine.   

Comme pour la Tyr(o-NB), nous souhaitions obtenir un acide aminé final présentant 

un groupement Fmoc sur la fonction α–NH2 de manière à pouvoir l’utiliser en synthèse 

peptidique sur support solide en stratégie Fmoc/tBu. Une rapide analyse 

rétrosynthétique de l’acide aminé 2.7 (Schéma 8) nous a permis de mettre en avant deux 

synthons : le dérivé coumarin-4-ylméthyle 2.8 et la Fmoc-L-tyrosine 2.9 (Schéma 8). Il est 

également important de mentionner que la fonction phénolique du noyau coumarine ainsi 

que l’acide carboxylique de la tyrosine devront être protégés en amont de la formation du 

lien carbonate de manière à éviter toute réaction secondaire. Pour cela, nous avons choisi 

d’utiliser une protection de type benzyle (Bn) qui présentait l’avantage d’être orthogonale 

au groupement Fmoc.  

 

Schéma 8. Analyse rétrosynthétique de la tyrosine photocage 
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Nous avons commencé par la synthèse de l’acide aminé 2.9291 (Schéma 9) en partant 

de la Fmoc-L-Tyr(tBu)-OH que nous avons benzylé à l’aide de bromure de benzyle avec 

une catalyse par l’iodure de tétrabutylammonium selon le principe de la réaction de 

Finkelstein. La fonction phénolique a ensuite pu être déprotégée en présence d’une 

solution d’acide chlorhydrique dans le dioxane pour obtenir le composé 2.12 avec un 

rendement de 87%.  

 

Schéma 9. Synthèse de la Fmoc-Tyr-OBn 2.12 

En parallèle, nous avons également réalisé la synthèse du dérivé 2.8 en combinant 

plusieurs protocoles trouvés dans la littérature292–294. Nous avons initié la synthèse par la 

formation du noyau coumarine grâce à une condensation de Pechmann entre le  

4-bromoresorcinol et le 4-chloroacétoacétate de méthyle dans l’acide méthanesulfonique 

(Figure 63). Une fois cette réaction terminée plusieurs systèmes de recristallisation ont 

été explorés afin de récupérer le produit 2.14 pur (Figure 63) et le meilleur rendement 

(74%) a été obtenu en utilisant une combinaison pentane/acétate d’éthyle.  

 

 Système Rendement isolé (%) 

1 Heptane/AcOEt 50 

2 EtOH 41 

3 Isopropanol 48 

4 Pentane/AcOEt 74 

Figure 63. Optimisation de la recristallisation du 

composé 2.14 
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Pour l’étape suivante d’hydrolyse du dérivé chloré (Schéma 10) nous avons 

initialement chauffé le composé 2.14 dans l’eau à reflux pendant 48h avant de passer à 

un chauffage par microondes294. Cela nous a permis de réduire le temps de réaction à 

trente minutes tout en conservant des rendements similaires pour l’obtention du 

composé 2.15. Enfin, la dernière étape de protection de la fonction 7-hydroxyle à l’aide 

du bromure de benzyle nous a permis d’obtenir la 7-benzyloxy-6-bromocoumarin-4-

ylméthyle 2.16 avec un rendement de 34% (Schéma 10). 

 

Schéma 10. Synthèse de la 7-benzyloxy-6-bromocoumarin-4-ylméthyle 

Après avoir synthétisé les deux synthons nous avons entrepris de les condenser 

grâce à la formation du lien carbonate. Comme illustré en figure 64, cette réaction 

nécessitait la formation préalable d’une liaison carbonate activée, c’est-à-dire reliée à un 

groupement électroattracteur, sur l’un des deux substrats. Pour cela plusieurs conditions 

réactionnelles ont été testées (Figure 64). 

La première tentative a consisté à utiliser du triphosgène qui pourrait activer la fonction 

phénolique de la tyrosine 2.12 sous forme d’un chloroformate. Cependant nous n’avons 

pas été en mesure d’activer l’acide aminé. En effet, l’activation de la coumarine 2.16 par 

cette méthode a entrainé sa conversion en dérivé chlorure, comme décrit précédemment 

par Ayala et al.295 pour les alcools primaires. Dans un second temps, nous avons décidé 

d’activer l’alcool 2.16 à l’aide du 4-nitrophénylchloroformate (p-NPC). Cette stratégie 

nous a alors permis de synthétiser et d’isoler le carbonate activé qui a ensuite été engagé 

dans la réaction avec l’acide aminé 2.12 dans le DCM en présence de 

diisopropyléthylamine (DIEA) à température ambiante pendant 18 heures jusqu’à la 

disparition de l’intermédiaire de départ. Cependant, un mélange complexe a été obtenu et 

après purification, isolation et analyse RMN des différents produits de la réaction, nous 

avons pu mettre en évidence une élimination du groupement Fmoc296 responsable d’une 

cascade de réactions secondaires. 
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Cette dernière observation nous a conduits à modifier les groupements protecteurs 

de la tyrosine. En remplaçant notamment le Fmoc par une protection carboxybenzylique 

(Cbz), plus stable en conditions basiques. Pour cela nous avons donc synthétisé l’acide 

aminé 2.19 à partir de la Cbz-L-Tyr commerciale (Schéma 11) que nous avons fait réagir 

avec le bromure de benzyle et le carbonate de sodium dans le DMF afin d’obtenir la  

Cbz-L-Tyr-OBn 2.19 avec un rendement isolé de 89%. 

 

Substrat Activateur 
Nature du 

substrat activé 

Substrat 

activé 
Observations 

2.12 BTC chloroformate non identifié 
pas de réaction de 2.12 avec 

le BTC 

2.16 BTC chloroformate non identifié 
conversion de la fonction 

alcool en chlorure 

2.16 p-NPC carbonate activé isolé 

formation de traces du 

produit désiré & clivage du 

groupement Fmoc 

Figure 64. Conditions de formation du lien carbonate entre les substrats 2.12 et 2.16 (BTC : 

carbonate de bis(trichlorométhyle) ou triphosgène ; p-NPC : para-nitrophénylchloroformate) 

Nous avons également saisi l’opportunité de remplacer le groupement protecteur 

benzylique du phénol de la coumarine par le méthyle-O-méthyle (MOM) (Schéma 12). Ce 

dernier présente l’avantage de pouvoir être éliminé grâce aux conditions de coupure 
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finale (acide trifluoroacétique concentré) de la synthèse peptidique qui suivra. En 

engageant la coumarine 2.15 dans une réaction avec l’éther méthylique de chlorométhyle 

en présence de DIEA dans le DCM nous avons pu obtenir la coumarine 2.20 en une étape. 

Son activation a ensuite été menée comme décrite précédemment, en utilisant le p-NPC 

(Schéma 12). L’acide aminé 2.22 a finalement pu être synthétisé avec un rendement de 

89% après que le carbonate activé 2.21 ait été mis à réagir avec la tyrosine 2.19 en 

présence de DIEA dans le DCM (Schéma 12).  

 

Schéma 11. Synthèse de la Cbz-L-Tyr-OBn 2.19 

 

Schéma 12 Synthèse de la tyrosine photocage 2.22 

Une fois cet acide aminé formé il nous restait à substituer le groupement Cbz par le 

Fmoc, indispensable à la synthèse sur support solide en stratégie Fmoc/tBu. Cependant, 

lorsque nous avons tenté d’éliminer les protections Cbz et Bn par hydrogénolyse dans des 

conditions douces (Pd/C dans le méthanol, pression atmosphérique et température 

ambiante), nous avons observé une déhalogénation du noyau de la coumarine associée à 
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une déprotection partielle de la tyrosine (Schéma 13). Comme l’élimination du brome en 

C6 de la coumarine lui faisait perdre tous ses avantages cela nous a amené à modifier notre 

dérivé coumarin-4-ylméthyle.  

 

Schéma 13. Réaction d’hydrogénolyse du composé 2.22 

Notre choix s’est porté sur la 7-diéthylaminocoumarin-4-ylméthyle 2.28 (DEACM) 

dont le spectre d’absorption est décalé dans le domaine du visible. Un autre avantage de 

cette coumarine de deuxième génération est que ses fonctions ne nécessitent pas de 

protection durant la synthèse multi-étapes. Cette DEACM a pu être synthétisée en trois 

étapes à partir de la 7-diéthylamino-4-méthylcoumarine 2.25 commerciale (Schéma 14). 

Cette dernière a tout d’abord été convertie avec un rendement de 70% en énamine 2.26 

grâce à sa réaction dans le DMF en présence de DMA. Cette même énamine a ensuite pu 

être transformée en aldéhyde 2.27 sous l’action du periodate de sodium. Finalement, 

l’aldéhyde a été réduit en présence de NaBH4 pour former l’alcool 2.28 souhaité.  

 

Schéma 14. Synthèse de la 7-diethylaminocoumarin-4-ylméthyle (DEACM) 

Après avoir été préalablement activé à l’aide de p-NPC, la diéthylaminocoumarine 

2.28 a ensuite pu être couplée à la Cbz-L-Tyr-OBn 2.19 pour obtenir l’acide aminé protégé 
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2.30 (Schéma 15). Cependant, lors du clivage des groupements Cbz et Bn par 

hydrogénolyse nous avons observé la dégradation du lien carbonate, notamment grâce à 

l’identification du composé 2.25 dans le mélange réactionnel.  

 

Schéma 15. Synthèse de l’acide aminé photocage 2.31 

Devant ce nouveau problème nous n’avons eu d’autre choix que de modifier une 

nouvelle fois les groupements protecteurs de la tyrosine. Etant donné que nous nous 

sommes affranchis de la protection MOM cela nous a permis d’utiliser les groupements 

Boc/tBu. Ainsi, la Boc-L-Tyr-OtBu 2.33 a pu être synthétisée en protégeant par 

estérification la fonction acide carboxylique de la tyrosine commerciale 2.32 à l’aide de 

di-tert-butyl-dicarbonate (Schéma 16). La tyrosine 2.33 a ensuite été couplée avec la 

diéthylaminocoumarine 2.28 grâce à la formation de l’intermédiaire 2.29 à l’aide de  

p-NPC. Après la déprotection des groupements Boc/tBu de la tyrosine en présence d’acide 

trifluoroacétique nous avons finalement été en mesure d’introduire le groupement Fmoc 

sur l’acide aminé et ainsi obtenir la tyrosine photocage 2.35 en une seule étape avec un 

rendement de 68%.  

Bien que cet acide aminé ait ensuite pu être introduit dans la séquence peptidique 

de la spexine durant la synthèse sur support solide, le lien carbonate s’est avéré être 

instable dans les conditions de déprotection du groupement N-Fmoc (DMF/pipéridine 

(20%) ou DBU/pipéridine/DMF (1/1/48, v/v/v) ou DMF/DBU(2%)/pipérazine(5%)).  
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Schéma 16. Synthèse de la Fmoc-Tyr(DEACM)-OH 2.35 

Ayant ainsi établit l’instabilité chimique du lien carbonate durant la synthèse 

peptidique, nous avons recherché une alternative en modifiant le lien unissant le GPP et 

l’acide aminé. La première option aurait été d’utiliser un lien éther, de la même manière 

que pour la Tyr(o-NB) 2.6. Cependant de précédents travaux font mention d’un 

réarrangement de type photo-Claisen à la suite du clivage  de dérivés coumarin-4-

ylméthyles reliés au ligand via un lien éther288. Cette difficulté a néanmoins pu être 

surmontée en remplaçant le lien carbonate par des liens carbamates grâce à l’introduction 

d’un linker autoimmolable N,N’-diméthyléthylènediamine entre le groupement 

photolabile et le ligand (Schéma 17).   

 

Schéma 17. Principe du clivage à l’aide du linker autoimmolable  
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Afin de limiter les étapes de synthèse utilisant le GPP coumarin-4-ylméhtyle nous 

avons ici choisi de former le carbonate activé sur la tyrosine (Schéma 18). Le composé 

2.36 a ainsi pu être obtenu après réaction de l’acide aminé 2.33 avec le p-NPC. En parallèle 

de cette synthèse, le linker autoimmolable a été couplé à la diéthylaminocoumarine afin 

de former le composé 2.37 (Schéma 18). Pour cela la coumarine 2.29 précédemment 

synthétisée et dissoute dans le DCM a été ajoutée goutte à goutte au linker  

N,N’-diméthyléthylènediamine, dissout quant à lui dans le THF. L’acide aminé 2.36 et la 

coumarine 2.37 ont ensuite pu être mis à réagir à l’abri de la lumière dans le DCM en 

présence de DIEA et de 4-diméthylaminopyridine (DMAP) (Schéma 18). Cela nous a 

permis d’obtenir la tyrosine 2.38 avec un rendement de 51% et qui se trouve être, à notre 

connaissance, le premier acide aminé photocage comprenant un linker autoimmolable. 

Comme pour l’acide aminé 2.34, les groupements Boc/tBu de la tyrosine ont été éliminés 

à l’aide d’acide trifluoroacétique afin de permettre l’introduction du Fmoc et ainsi obtenir 

l’acide aminé photocage 2.39 à partir du composé 2.38 en une seule étape avec un 

rendement quantitatif. 

 

Schéma 18. Synthèse de la Fmoc-Tyr(linkerDEACM)-OH 2.39 
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L’acide aminé 2.39 a ensuite pu être introduit au sein du peptide par synthèse sur 

support solide selon une stratégie Fmoc/tBu. La présence des liens carbamates a permis 

de conserver un acide aminé photocage stable durant l’ensemble de la synthèse peptique 

afin d’obtenir un nouveau dérivé photocage de la spexine (LIT-01-453) (Figure 65).    

 

Figure 65. Structure de la spexine Tyr(linkerDEACM) (LIT-01-453) 

1.2 Dérivé de la lysine  

Comme il a été mentionné précédemment, la Lys11 se trouve être le seul acide aminé 

chargé de la spexine143 et sa protection à l’aide d’un GPP pourrait perturber l’activité 

biologique du peptide.  

Afin de protéger cet acide aminé, nous avons décidé d’utiliser directement un dérivé 

coumarin-4-ylméthyle, plus adapté à une utilisation sur le vivant. Etant donné que la  

7-diéthylaminocoumarin-4-ylméthyle a pu être introduite avec succès sur la tyrosine 

nous avons choisi de la réutiliser ici. Pour cela nous avons appliqué un protocole282 où la 

coumarine activée 2.29 a été introduite sur la Fmoc-L-lysine commerciale afin d’obtenir 

l’acide aminé photocage 2.40 avec un rendement quantitatif (Schéma 19). Ce dernier a 

ensuite pu être introduit au sein de la spexine par synthèse peptidique sur support solide 

afin d’obtenir le troisième dérivé photocage de la spexine (LIT-01-445) (Figure 66).  
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Schéma 19. Synthèse de la Fmoc-L-Lys(DEACM) 2.40 

 

Figure 66 Structure de la spexine Lys(DEACM) (LIT-01-445) 

2. Evaluation du photoclivage des peptides photocage 

Afin d’étudier le photoclivage de nos nouveaux dérivés photochromiques de la 

spexine nous avons procédé comme pour l’étude des précédents dérivés 

photoisomérisables. A savoir l’analyse initiale de leur spectre d’absorption de manière à 

confirmer leur longueur d’onde d’excitation (Figure 67). Cela nous a permis d’observer 

une λmax de 259 nm pour le LIT-01-441 (Tyr-oNB) contre 396 nm et 390 nm pour le  

LIT-01-453 (Tyr-linkerDEACM) & LIT-01-445 (Lys-DEACM) respectivement. Toutes ces 

valeurs étant en accord avec les intervalles de λmax déjà observées dans la littérature pour 

ce genre de GPP204,297. Ces résultats nous ont permis de confirmer qu’une irradiation de 

nos composés à 365 nm serait parfaitement adaptée pour permettre le clivage de nos 

composés. En ce qui concerne le LIT-01-441 nous avons pu voir que l’absorption à  

365 nm était assez faible en comparaison du spectre général. Cependant plusieurs GPPs 

de type o-NB retrouvés dans la littérature ont pu être clivés à cette longueur d’onde283,289. 

En connaissant cela, nous avons donc présumé que l’exposition à une longueur d’onde de 

365 nm serait susceptible de cliver le groupement photolabile du LIT-01-441. 
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Figure 67. Spectres d’absorption du LIT-01-441 (o-NB), LIT-01-445 (DEACM) &  

LIT-01-453 (DEACM) 

Une fois ce paramètre établit, nous sommes passés au photoclivage à proprement 

parler. Pour se faire nous avons réalisé le test dans des conditions similaires à celles 

utilisées lors de l’évaluation biologique de nos composés, notamment au niveau de la 

concentration la plus élevée (50 µM) et de la composition du tampon biologique 

(HEPES/BSA(1%)) utilisé comme solvant. Les composés en solution ont été exposés à une 

lumière ayant une longueur d’onde de 365 nm en réalisant un suivi du clivage par HPLC 

analytique. Cela nous a permis d’apprécier la disparition du produit de départ associée à 

l’apparition des produits du photoclivage dont l’identité a pu être confirmée par 

spectrométrie de masse. Le temps de photoclivage a ainsi été défini comme le temps 

nécessaire pour observer la disparition complète du substrat de départ.  

Pour le LIT-01-441 (Tyr-oNB), il a fallu vingt minutes d’exposition lumineuse à  

365 nm pour constater l’élimination complète du groupement photolabile (Figure 68). 

Nous avons alors remarqué l’apparition d’un nouveau produit qui, après analyse par 

spectrométrie de masse, s’est avéré être la spexine native. Nous n’avons cependant pas 

été en mesure d’observer le dérivé o-NB sur le chromatogramme, probablement en raison 

de sa faible absorption aux longueurs d’ondes utilisées pour le suivi HPLC (λ = 210 nm, 

220 nm, 254 nm & 365 nm). De la même manière, l’émission de lumière à une longueur 

d’onde de 365 nm pendant trente minutes a été suffisante pour cliver la DEACM présente 

sur la Lys11 du LIT-01-445 (Lys-DEACM) (Figure 68). Contrairement à l’élimination du 

dérivé o-NB du LIT-01-441, nous avons ici été à même d’observer l’apparition du 

groupement photolabile libéré, conjointement au peptide natif, grâce à son coefficient 

d’absorption molaire plus important. 
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Figure 68. Evaluation du photoclivage du (A) LIT-01-441 (Spx Tyr(o-NB)), (B) LIT-01-445  

(Spx Lys(DEACM)) à [50µM] dans un tampon HEPES/BSA(1%) après une exposition à la lumière 

(λ = 365 nm) par HPLC analytique (détection à λ = 220 nm) 

Concernant le LIT-01-453 (Tyr-linkerDEACM) nous avons également pu confirmer 

l’élimination du dérivé coumarin-4-ylméthyle après l’exposition à une lumière de 

longueur d’onde 365 nm (Figure 69). Bien que les groupements photolabiles du  

LIT-01-445 & LIT-01-453 soient similaires et introduits via un lien carbamate, soixante 

minutes d’exposition à la lumière ont été nécessaires pour observer une élimination 

complète de la DEACM du LIT-01-453. Soit le double de ce qu’il a fallu pour déprotéger le 

LIT-01-445. Associé à cela, nous avons mis en lumière une élimination lente du linker 

N,N’-diméthyléthylènediamine. Le photoclivage à 365 nm pendant soixante minutes 

permet effectivement d’éliminer le GPP et bien qu’une certaine quantité de spexine native 

ait pu être identifiée, le substrat majoritaire restait le peptide associé au linker 

autoimmolable. Afin d’étudier le temps total permettant de retrouver la spexine native à 

partir du LIT-01-453 nous avons réalisé un suivi de l’élimination du linker après la 

libération du groupement photolabile (Figure 69). La quantification par chromatographie 

analytique en phase inverse à des intervalles de temps réguliers des proportions de 

spexine avec et sans linker nous a permis de suivre l’évolution de la réaction. Nous avons 
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ainsi pu observer une inversion de la proportion des substrats témoignant de 

l’élimination du linker (Figure 69). Toutefois nous avons constaté que la présence de BSA 

dans le tampon biologique entrainait une réduction significative de la cinétique 

d’élimination (Figure 69). En effet, en absence de BSA, plus de dix heures sont nécessaires 

pour observer une élimination quasi complète du linker N,N’-diméthyléthylènediamine 

(94% de spexine native après 10h45) alors qu’en présence de 1% de BSA, ce temps passe 

à plus de quarante-huit heures (83% de spexine native après 48h).  

       A 

 

       B 

 

  

Figure 69. Evaluation du photoclivage et de l’élimination du linker auto-immolable du  

(A) LIT-01-453 (Spx Tyr(DEACM)) à [50µM] dans un tampon HEPES sans BSA ou (B) contenant 

1% de BSA après une exposition à la lumière ( λ = 365 nm) par HPLC analytique  

(détection à λ = 220 nm ; ta : température ambiante) 

En résumé, les groupements photolabiles des trois dérivés photocages de la spexine 

ont pu être éliminés après différents temps d’exposition à une lumière ayant une longueur 

d’onde de 365 nm afin de générer la spexine native. Trente minutes ont suffi à éliminer 

l’ortho-nitrobenzyle et la 7-diéthylaminocoumarin-4-ylméthyle pour le LIT-01-441 et le 
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LIT-01-445 respectivement. A la différence de ces deux dérivés, le LIT-01-453 a dû être 

exposé à la lumière pendant soixante minutes. Cela a effectivement permis le clivage du 

dérivé coumarin-4-ylméthyle mais il a fallu dix heures supplémentaires (en l’absence de 

BSA) pour constater l’élimination complète du linker N,N’-diméthyléthylènediamine. Ce 

qui est cohérent avec ce que nous avons pu trouver dans la littérature298,299. En ce qui 

concerne cette cinétique d’élimination du linker autoimmolable, nous avons vu qu’elle 

était ralentie en présence de BSA (plus de 48h). Cette observation est sans doute la 

conséquence d’une interaction entre l’amine nucléophile libérée après le clivage du GPP 

et la BSA empêchant la cyclisation du linker N,N’-diméthyléthylènediamine permettant 

son élimination. Nous avons toutefois constaté que la BSA n’avait aucune influence sur le 

temps de clivage de la DEACM du LIT-01-453. 

3. Evaluation biologique fonctionnelle des peptides 

photocage sur GalR2 

Dès lors que le photoclivage du GPP des trois dérivés photocages de la spexine a été 

établi, nous avons évalué leur activité biologique fonctionnelle sur des cellules HEK 

exprimant de manière stable le récepteur GalR2 (Figure 70). Comme pour les dérivés 

photoisomérisables, nous avons évalué l’activité fonctionnelle de nos composés par leur 

capacité à entrainer la libération de Ca2+ intracellulaire, détectée à l’aide du Fluo-4. De 

manière similaire, chaque composé a été évalué en comparaison avec la spexine 

(Genecust®) avant et après son exposition à la lumière de façon à pouvoir observer une 

éventuelle modification de leur activité. Toutefois, à la différence des composés 

photoisomérisables, une première série de composés a été introduite dans la plaque 96 

puits et exposée à la lumière (λ = 365 nm) le temps nécessaire au clivage du GPP, établit 

durant les précédentes analyses. Une fois cette étape effectuée, les composés encore 

protégés ont été intégrés au sein de la même plaque pour être évalués durant la même 

expérience.   
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 Motif Position 

EC50 (± SEM) (nM) Emax (± SEM) (%) 

Sans 
lumière 

UV 
Sans 

lumière 
UV 

spexine  11.7 ± 2.1  100 

LIT-01-441 o-NB Tyr9 996 ± 3 9 ± 2.1  92 ± 4 101 ± 1 

LIT-01-453 linker-DEACM Tyr9 > 2 000 90.9 ± 14.3 43.8 ± 0.8 107 ± 2 

LIT-01-445 DEACM Lys11 7.9 ± 0.2 19.6 ± 0.2 99 ± 0.1 106 ± 2 

Figure 70. Evaluation de l’effet (EC50) de concentrations croissantes de ligands 

photoisomérisables (n = 2) et de spexine (n = 6) sur la libération intracellulaire de calcium de 

cellules HEK-GalR2  avant et après l’exposition à la lumière UV (λ = 365 nm)  

(SEM : erreur standard à la moyenne) 

Grâce à ces résultats nous avons tout d’abord constaté que l’introduction d’un 

groupement protecteur sur la Lys11 n’entrainait aucune modification de l’activité. En effet, 

l’EC50 du LIT-01-445 était similaire à celle de la spexine native (7.9 ± 0.2 nM contre  

11.7 ± 2.1 nM respectivement). De ce fait nous avons raisonnablement pu conclure que la 

Lys11 n’est pas un acide aminé essentiel à l’activité de la spexine pour le récepteur GalR2, 

comme l’avait laisser entendre les travaux de Wong et al.143. Ces observations sont 

renforcées par les précédents résultats obtenus avec les LIT-01-378 & LIT-01-379 où la 

substitution de la Lys11 par un motif photoisomérisable n’a pas entrainé une perte claire 

de l’EC50 du peptide. Nous avons toutefois observé une diminution significative de 

l’activité biologique vis-à-vis de GalR2 pour les dérivés de la spexine comportant une 

tyrosine photocage, soit les LIT-01-441 & LIT-01-453 (respectivement 996 ± 3 nM et  

> 2 µM contre 11.7 ± 2.1  nM pour la spexine native). Associé à cette perte d’activité nous 

avons également pu constater une diminution notable de l’efficacité du LIT-01-453 

(43.8% de celle de la spexine native). Ces premières observations ont donc confirmé 

l’importance de la Tyr9 dans l’activité biologique de la spexine pour le récepteur GalR2.  
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Après l’exposition à la lumière du LIT-01-441 pendant trente minutes afin de 

permettre le photoclivage du groupement o-NB, nous avons d’une part pu mettre en 

évidence une augmentation significative de l’activité du peptide pour le récepteur GalR2. 

D’autre part, nous avons également constaté que cette activité (9 ± 2.1 nM) était similaire 

à celle de la spexine native (11 ± 2.1 nM). Ces résultats permettent de démontrer que le 

LIT-01-441 constitue la première sonde photoactivable du récepteur GalR2 qui présente 

une augmentation de son activité d’un facteur 100 fois après l’exposition à la lumière. 

Concernant le LIT-01-453, qui porte la Tyr protégée par la DEACM, nous avons 

également montré qu’après son exposition à la lumière le peptide présente une 

amélioration de son efficacité mais également de son activité, d’un facteur 20. Tandis que 

l’efficacité a doublée pour revenir à celle de la spexine native, l’EC50 du peptide après 

l’exposition à la lumière était plus faible que pour la spexine native (90.9 ± 14.3 nM contre 

11.7 ± 2.1 nM respectivement). Ce phénomène peut être expliqué par la persistance du 

linker autoimmolable en présence de BSA comme nous l’avons démontré précédemment.  

4. Développement d’un nouveau groupement photoclivable 

dérivé du fluorophore Nile Red 

4.1 Le Nile red, un fluorophore sensible à son environnement  

De nos jours il existe une multitude de fluorophores. Pour certains d’entre eux, leur 

capacité à émettre de la fluorescence dépendra de l’environnement dans lequel ils se 

trouvent300. Lorsque les conditions permettent de moduler l’intensité de la fluorescence 

nous parlons de sonde fluorogène alors que si elles conduisent à une modification des 

longueurs d’ondes d’absorption et/ou d’émission il s’agit de solvatochromisme. Cet aspect 

d’un fluorophore peut impliquer différents mécanismes tels que le transfert de proton, le 

transfert de charge intramoléculaire, des changements conformationnels, l’isomérisation 

ou encore l’agrégation.    

Le Nile red (Figure 71) est un fluorophore qui est à la fois solvatochrome et 

fluorogène301. Il fait partie de la famille des benzo[a]phénoxazines réputées pour leur haut 

rendement quantique, leur lipophile et leur photostabilité qui font d’eux des fluorophores 

efficaces en milieu apolaire.  
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Figure 71. Structure du Nile red (NR) et de son dérive 2-hydroxylé (NR-OH) 

Leur fluorescence en milieu polaire est cependant réduite. Cette caractéristique 

fluorogène du Nile red s’explique grâce à la stabilisation du Twisted Intramolecular 

Charge Transfer (TICT) du groupement –NEt2 dans les solvants polaires protiques associé 

au transfert de charge photoinduit302,303. Le solvatochromisme dans les milieux polaires 

protiques s’opère également grâce à la stabilisation du TICT301. En ce qui concerne les 

autres solvants il peut être expliqué par une meilleure stabilisation de l’état excité obtenu 

après le transfert de charge photoinduit. Cela a pour conséquence un déplacement 

bathochrome des longueurs d’ondes d’absorption et d’émission suite à l’augmentation de 

la polarité du solvant (Figure 72).  Ces longueurs d’onde d’absorption peuvent ainsi aller 

de 500 nm dans le cyclohexane à 570 nm dans l’eau. Pour ce qui est des longueurs d’onde 

d’émission, elles débutent à 554 nm dans le cyclohexane pour aller jusqu’à 666 nm dans 

l’eau304. Ces propriétés intéressantes ont fait de ce fluorophore un outil de choix pouvant 

être appliqué à l’étude de biomembranes305, au marquage d’organites cellulaires306 ou 

encore comme senseur de thiol307. Le Nile red a également été exploité par notre équipe 

dans le but de développer les premières sondes turn-on (fluorogènes) pour les récepteurs 

couplés aux protéines G qui fluorescent dans le rouge308.   

   A 

 

     B 

 

Figure 72. (A) Spectres d’absorption et (B) de fluorescence du 2-hydroxy-Nile red 
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Le développement de nouveaux groupements photolabiles fait encore aujourd’hui 

l’objet de nombreuses études comme nous avons pu le voir au début de ce chapitre. 

Certaines d’entre elles ont particulièrement approfondi la description des états 

électroniques de certains GPP après leur exposition à la lumière. Cela a notamment 

permis d’en apprendre un peu plus le mécanisme de clivage de plusieurs groupements 

photolabiles207,309. Il a été mis en évidence que leur photoclivage serait en partie dû à une 

différence de densité électronique des orbitales frontières au niveau du carbone en 

position β (Cβ) du groupement partant. Le passage à un état excité S1 (ou T1) faisant suite 

à l’absorption d’un photon entraine un transfert d’électron de l’orbitale moléculaire 

occupée de plus haute énergie (HOMO) vers l’orbitale moléculaire vacante de plus faible 

énergie (LUMO). Ce phénomène conduit à une augmentation de la densité électronique 

du Cβ, défini comme l’« effet méta » décrit par Zimmerman310. Dans le cas des GPPs, la 

présence d’un -CH2- adjacent portant le groupement partant va permettre le 

recouvrement de l’orbitale du Cβ avec l’orbitale σ* du -CH2-. S’en suivra alors une 

polarisation de la liaison entre le GPP et le ligand qui facilitera sa coupure hétérolytique. 

Ce principe a pu être appliqué afin de rationaliser le photoclivage des dérivés  

coumarin-4-ylméthyle, BODIPY et cyanine (Figure 73). Il a récemment été utilisé par le 

groupe de Ben Feringa dans le but de développer un GPP excitable dans le domaine de 

l’infrarouge249. 

HOMO 

    A 

 

     B 

 

      C 

 

LUMO 

Figure 73. Densité électronique des HOMO et LUMO de chromophores (A) coumarine, (B) BODIPY  

& (C) cyanine309 

Plusieurs études ont également mis en lumière la répartition électronique du Nile 

red302,311–313 (Figure 74). Bien que les électrons de la LUMO se trouvent en majorité 

répartis sur le cycle phénoxazine, il est intéressant de constater une légère augmentation 

de la densité électronique de la LUMO par rapport à la HOMO au niveau du C2. En se basant 
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sur le principe décrit précédemment et sur le fait que le C2 est une des positions classiques 

de fonctionnalisation du Nile red314, nous avons donc envisagé d’exploiter le Nile red afin 

de développer un nouveau groupement protecteur photolabile excitable par la lumière 

verte/jaune (λ = 500-570 nm). De plus, les propriétés solvatochromiques d’un tel 

fluorophore vont certainement influencer l’efficacité du photoclivage à une longueur 

d’onde donnée ce qui conduirait au développement du premier groupement photoclivable 

sensible à son environnement.  

 

Figure 74. Répartition électronique de la HOMO et LUMO du Nile red dans un système aqueux311 

4.2 Synthèse et étude du photoclivage du Nile red  

Nous avons pu voir dans ce chapitre que seule la protection de la Tyr9 permettait 

d’obtenir une diminution significative de l’activité biologique de la spexine pour le 

récepteur GalR2. C’est pourquoi l’objectif final serait d’introduire ce nouveau GPP sur cette 

tyrosine. Nous avons également mis en évidence l’instabilité du lien carbonate durant les 

étapes de synthèse peptidique. Toutefois, ce problème a pu être surmonté en remplaçant 

le lien carbonate par des liens carbamates grâce à l’introduction d’un linker auto-

immolable N,N’-diméthyléthylènediamine. L’ensemble de ces paramètres nous ont 

finalement amené à concevoir l’acide aminé 2.41 (Schéma 20) à l’aide du dérivé 2-

hydroxyméthyle-Nile red 2.42 afin de respecter le principe de photoclivage appliqué aux 

dérivés coumarin-4-ylméthyle, BODIPY et cyanine. Ce dérivé hydroxyméthylé du Nile red 

(2.42) peut être obtenu grâce à la réaction entre le diéthylaminonitrosophénol 2.43 et 

l’hydroxyméthyle naphtol 2.44, lui-même obtenu à partir de l’acide napthoïque 2.45. 
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Schéma 20. Rétrosynthèse de l’acide aminé 2.41 

Nous avons tout d’abord commencé par former le 6-hydroxyméthyl-naphtol 2.44 en 

utilisant la voie de synthèse décrite par Bautista-Gomez et al.315 à partir de l’intermédiaire 

2.46 (Schéma 21). Ce dernier a pu être synthétisé à l’échelle du gramme à partir de l’acide 

2-naphtoïque commercial 2.45 grâce à une réaction de bromation catalysée à l’iode. Une 

fois l’acide 5-bromo-2-naphtoïque obtenu, il a été engagé dans une réaction de type 

Ullmann catalysée au cuivre ce qui a permis la substitution du brome en C5 par un 

groupement hydroxyle afin d’obtenir le composé 2.47. L’intermédiaire obtenu a ensuite 

été mis à réagir avec le chlorure de thionyle à reflux dans le méthanol pendant 19h, 

permettant ainsi l’estérification de la fonction acide afin d’obtenir le composé 2.48 avec 

un rendement de 94%. Le 6-hydroxyméthyl-naphtol 2.44 a finalement pu être synthétisé 

après réduction de la fonction ester en présence de tétrahydruroaluminate de lithium 

(LiAlH4).  

Afin d’obtenir le dérivé hydroxyméthylé du Nile red il a fallu au préalable synthétiser 

l’intermédiaire 2.43 grâce à une réaction de nitrosation du diéthyaminophénol 2.49 en 

présence de nitrite de tert-butyle (Schéma 21). Le diéthylaminonitrosophénol formé à 

ensuite pu être mis à réagir avec le 6-hydroxyméthyl-naphtol 2.44 dans le DMF à 110 °C 

afin d’obtenir le 2-hydroxyméthyle Nile red 2.42 avec un rendement isolé de 6% (Schéma 

21). Ce faible rendement est malheureusement une caractéristique récurrente dans la 

synthèse des dérivés du Nile red314. Ceci est en grande partie dû à la décomposition du 

diéthylaminonitrosophénol durant la réaction de cyclisation oxydante intermoléculaire 

permettant la formation du Nile red. De plus, ces réactions sont également connues pour 
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être difficiles à purifier comme en témoigne la purification par colonne sur gel de silice 

suivie d’une deuxième purification par chromatographie semi préparative en phase 

inverse qui ont été nécessaires afin d’isoler le composé 2.42. Le faible rendement de la 

réaction associé à une purification complexe permet ainsi d’expliquer le rendement de 

6% que nous avons obtenu.  Nous avons néanmoins estimé que nous disposions de 

suffisamment de produit pour introduire ce dérivé hydroxyméthylé du Nile red sur un 

composé modèle afin d’évaluer ses propriétés de photoclivage.  

 

Schéma 21. Synthèse du dérivé  2-hydroxyméthylé du Nile red 

Ce potentiel nouveau GPP a donc été introduit sur un composé modèle, la 

phényléthylamine 2.50, afin d’évaluer le photoclivage du 2-hydroxyméthyle Nile red. En 

effet, le cycle benzénique permettra de simuler la présence de la tyrosine alors que la 

fonction amine donnera lieu à la formation d’un lien carbamate entre le dérivé Nile red et 

la phényléthylamine. Quant à la chaine éthyle séparant la fonction amine du cycle 

benzénique, son rôle sera de mimer la chaine carbonée du linker auto-immolable.   

En raison des faibles quantités de composé 2.42 à notre disposition c’est donc la 

fonction amine de la phényléthylamine 2.50 qui a été préalablement activée par le p-NPC 

en présence de pyridine afin de former l’intermédiaire 2.51 (Schéma 22). Ce dernier a 

ensuite pu être mis à réagir avec le 2-hydroxyméthyle Nile red en présence de DIEA dans 
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le DCM à température ambiante. La mise en œuvre de deux purifications successives, l’une 

sur gel de silice suivie d’une autre par chromatographie semi-préparative en phase 

inverse, ajouté aux faibles quantités de dérivé 2.42 engagées dans la réaction permettent 

d’expliquer le rendement de 3% obtenu pour cette réaction.  Cela nous a tout de même 

permis d’obtenir le composé 2.52 dont la quantité a pu être déterminée grâce à un dosage 

du composé par mesure de son absorption dans le méthanol (Figure 75). 

 

Schéma 22. Synthèse d’un composé Nile red photolabile modèle 

La mesure du spectre d’absorption du composé 2.52 nous a également permis 

d’observer que notre composé a une longueur d’onde d’absorption maximale de 557 nm 

dans le méthanol, ce qui est cohérent avec ce qui est mentionné dans la littérature 

concernant les dérivés du Nile red304. Une fraction de la solution stock du composé 2.52 

dans le DMSO a été diluée dans l’eau pour obtenir un échantillon à une concentration de 

50 µM. Ce dernier a ensuite été exposé à une lumière d’une longueur d’onde de 520 nm 

pendant une heure sans pouvoir observer le moindre signe d’un clivage du Nile red 

(Figure 76). Malheureusement, la diminution de la concentration de l’échantillon, le 

changement de solvant (MeOH/eau (50/50, v/v), ACN/eau (10/90, v/v) ou ACN pur) ou 

l’exposition à des longueurs d’ondes de plus forte énergie (365 & 254 nm) n’ont pas 

permis de déclencher le photoclivage. Ces résultats nous permettent donc de conclure 

que, dans nos conditions, le dérivé 2-hydroxyméthyl-Nile red 2.42 lié à la 

phényléthylamine 2.50 par un lien carbamate ne peut pas être clivé après une exposition 

à la lumière.  
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Figure 75. Spectre d’absorption du composé 2.52 dans le méthanol 

 

 

 

 Concentration Solvant 
Longueur(s) 

d’onde(s) 

Temps 

d’exposition 
Observation 

1 50 µM H2O 520 nm 

1 h 
Pas de 
clivage 

2 5 µM H2O 520 nm 

3 5 µM 
H2O/ACN  

(90/10, v/v) 
520 nm 

4 5 µM 
H2O/MeOH  

(50/50, v/v) 

520, 365 & 

254 nm 

5 5 µM ACN 
520 & 

365 nm 

Figure 76. Etude du photoclivage du Nile red 
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5. Conclusion et Perspectives  

Au cours de cette partie du projet nous avons trouvé le moyen de synthétiser les 

trois premiers dérivés photocages de la spexine. Cela a été possible grâce à l’introduction 

de groupements protecteurs photolabiles de type o-NB et coumarin-4-ylméthyle sur la 

Tyr9 et la Lys11 du neuropeptide. L’élimination de ces GPPs permettant la libération du 

peptide natif a pu être confirmé après l’exposition à la lumière (λ = 365 nm). Suite à cela 

nous avons analysé l’activité biologique fonctionnelle de chaque peptide sur des cellules 

HEK exprimant de manière stable le récepteur GalR2.  

A la faveur de ces résultats, nous avons pu mettre en lumière la possibilité 

d’appliquer le concept du photoclivage à la spexine. Nous avons ainsi pu constater que 

l’introduction d’un groupement protecteur photolabile sur la Tyr9 (LIT-01-441 &  

LIT-01-453) a entrainé une perte significative de l’activité pour le récepteur GalR2. Cela 

confirme donc l’importance de cet acide aminé dans l’activation du récepteur. Nous avons 

également pu remarquer que lorsque le GPP est plus imposant, la perte d’activité est plus 

importante. En effet, l’EC50 est quasiment diminuée d’un facteur 2 lorsque l’o-NB est 

remplacé par un dérivé coumarin-4-ylméthyle. Cela nous amène donc à suggérer que des 

groupements photolabiles plus volumineux pourraient amener une perte plus importante 

de l’activité biologique voire une absence complète d’activité.  

Bien qu’un dérivé coumarin-4-ylméthyle ait pu être introduit sur la tyrosine, la 

synthèse de cet acide aminé photocage a représenté un véritable défi, nous amenant à 

changer de stratégie un certain nombre de fois. Elle a finalement été rendue possible grâce 

à l’introduction d’un linker auto-immolable N,N’-diméthyléthylènediamine. Toutefois 

nous avons pu constater que l’élimination de ce linker représente une étape limitante 

durant le photoclivage du LIT-01-453. D’une part nous avons relevé que l’élimination de 

la DEACM fixée sur le linker (LIT-01-453) a nécessité un temps d’exposition à la lumière 

deux fois plus long que lorsqu’elle était reliée directement à l’acide aminé (LIT-01-445). 

D’autre part, un temps supplémentaire a été nécessaire après la libération du GPP afin de 

permettre la cyclisation et l’élimination complète du linker autoimmolable. Associé à cela 

nous avons constaté que la présence de BSA dans le tampon biologique utilisé entrainait 

un ralentissement significatif de l’élimination de ce linker (environ 10h en absence de BSA 

contre plus de 48h en présence de 1% de BSA). Cette particularité est vraisemblablement 

due à la faible vitesse de la réaction de cyclisation permettant l’élimination complète du 
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linker qui est d’autant plus réduite de par sa possible interaction avec la BSA. Même si 

cette caractéristique permettrait une libération progressive du ligand elle ne reste pas 

appropriée pour l’étude d’un effet localisée qui est l’objectif de ce projet. Les GPPs adaptés 

à une application in vivo tels que les BODIPYs ou les cyanines présentent un mécanisme 

de clivage équivalent à celui des coumarin-4-ylméthyle. Afin d’introduire de tels GPPs sur 

la Tyr9 l’utilisation d’un linker auto-immolable semble indispensable. Ajouté à cela il faut 

exclure les linkers qui seraient introduits via des liaisons carbonates, démontrées comme 

étant instables dans les conditions de synthèse peptidique. Au vu de ces conditions il 

serait possible d’utiliser un espaceur (S)-2-(aminométhyl)pyrrolidine récemment 

développé par Dal Corso et al.298 et qui a démontré une amélioration de la vitesse 

d’élimination des liens carbamates pour la libération de ligands hydroxylés. Afin 

d’augmenter cette cinétique de clivage, il serait également envisageable de nous 

affranchir de cette réaction de cyclisation qui semble être l’étape limitante de la réaction 

de clivage. Cela serait permis grâce au remplacement du linker  

N,N’-diméthyléthylènediamine par un dérivé p-aminobenzylique qui s’élimine après une 

cascade électronique316 et qui a déjà montré son efficacité dans la libération de ligands 

hydroxylés via des liens éthers317,318.  

Concernant l’activité des peptides après le clivage des GPPs nous avons pu constater 

une amélioration de l’activité du LIT-01-441 d’un facteur 100 avec un retour à une 

activité similaire à celle de la spexine native (9 ± 2.1 nM pour le LIT-01-441 et  

11.7 ± 2.1 nM pour la spexine). Pour ce qui est du LIT-01-453 nous avons également 

observé une amélioration significative de l’activité, d’un facteur 20, après l’exposition à la 

lumière. Toutefois, cette activité était légèrement éloignée de celle de la spexine native 

(90 ± 14.3 nM pour le LIT-01-453 contre 11.7 ± 2.1 nM pour la spexine). Ce résultat peut 

sans doute s’expliquer par la persistance du linker N,N’-diméthyléthylènediamine en 

présence de BSA durant les tests sur cellules. Les conditions inhérentes à l’évaluation 

biologique de ce composé (présence de BSA et temps d’incubation des cellules) ne nous 

ont, pour le moment, pas permis d’en étudier l’activité après un clivage complet du linker 

autoimmolable. Toutefois nous avons pu confirmer que l’élimination de la DEACM 

permettait de libérer la spexine. Il serait alors pertinent d’adapter le protocole 

d’évaluation de ce dérivé photoactivable de la spexine afin de prouver un retour à 

l’activité du peptide natif.  
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En parallèle de cela nous avons exploité la possibilité d’utiliser le Nile red, un 

fluorophore sensible à son environnement et excitable par la lumière visible, comme 

nouveau groupement protecteur photolabile original. Après avoir synthétisé un dérivé du 

Nile red où une fonction –CH2OH a été introduite en C2 nous l’avons couplé à une amine 

modèle via un lien carbamate afin d’étudier son photoclivage. Malheureusement aucune 

des conditions d’exposition à la lumière que nous avons testées ne nous a permis 

d’observer un clivage du Nile red.  Ce résultat peut être expliqué par le fait que 

l’augmentation de la densité électronique du C2 sur la LUMO ne semble pas être suffisante 

pour permettre le clivage. Pour améliorer ce point, une solution pourrait être d’ajouter 

des groupements électroattracteurs sur ou autour du C2
319. Cela permettrait une 

augmentation plus franche de la densité électronique à ce niveau pour potentiellement 

observer un photoclivage. L’utilisation d’atomes lourds tels que les halogènes pourrait 

également permettre de favoriser le clivage du Nile red. En effet ces atomes sont connus 

pour être d’excellents quenchers de la fluorescence qui favorisent la formation des états 

excités triplets148. Leur introduction au sein de la structure du Nile red provoquerait 

l’augmentation de la population des états triplets non-émissifs, ce qui pourrait alors 

promouvoir la désexcitation par d’autres mécanismes tel que le clivage de liaison.  
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La douleur chronique est un problème de santé publique majeur qui touche entre 

11 et 40% de la population mondiale et dont le coût total est estimé en milliards d’euros 

chaque année. Malgré les récentes avancées dans la compréhension de la douleur, les 

stratégies thérapeutiques restent basées sur l’utilisation des antalgiques de palier III. 

Malheureusement, ces opioïdes présentent de nombreux effets secondaires mais 

également une tendance à induire des phénomènes de tolérance et d’addiction chez les 

patients. Il est donc urgent de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques dans le 

traitement de la douleur afin de proposer une alternative à ces dérivés opioïdes. Les GalRs 

sont une famille de RCPGs impliquée dans de nombreuses fonctions physiologiques 

comme la modulation centrale et périphérique de la nociception. Il a notamment été mis 

évidence que les effets antinociceptifs de ces récepteurs au niveau périphérique, et plus 

précisément des DRGs, sont médiés par GalR2. Toutefois, certaines observations 

concernant le rôle de ce récepteur dans la modulation de la douleur sont contradictoires 

et c’est pourquoi son implication précise reste à établir. Les modèles animaux knock-out 

(KO GalR2) ainsi que les études histochimiques et pharmacologiques n’ont, pour le 

moment, pas permis d’éclaircir la question. C’est pour cela que nous avons porté notre 

intérêt sur la spexine, un neuropeptide endogène qui a récemment montré une sélectivité 

pour les récepteurs GalR2/3. En effet, le développement d’outils chimiques dérivés de la 

spexine permettant un contrôle spatio-temporel précis de l’activation de GalR2 nous 

aiderait à mieux comprendre l’implication de ce récepteur dans la modulation 

périphérique de la nociception et ainsi le valider comme cible thérapeutique potentielle 

dans le traitement de la douleur. La photopharmacologie est un domaine en 

développement constant où les propriétés pharmacocinétiques et pharmacodynamiques 

d’un ligand sont modulées par la lumière. Les ligands photoactivables sont ainsi 

considérés comme des outils de choix ayant prouvé leur efficacité dans le contrôle optique 

de canaux ioniques, d’enzymes ou encore de RCPGs. Ces travaux de thèse s’inscrivent dans 

le développement de dérivés photoactivables de la spexine permettant d’étudier 

l’implication du récepteur GalR2 dans les voies non opioïdes de la douleur.  

 

Dans le premier chapitre de cette thèse, nous nous sommes intéressés au 

développement de dérivés photoisomérisables de la spexine. Pour cela nous avons choisi 

d’utiliser un motif photoisomérisable de type azobenzène qui est connu pour être un motif 

idéal. Après avoir synthétisé les dérivés azobenzènes adéquats, nous avons pu les 
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introduire au sein de la spexine à des positions où, selon les données de RSA dont nous 

disposions, l’isomérisation pouvait avoir le plus d’impact sur l’activité pour le récepteur 

GalR2. Nous avons ainsi été en mesure de synthétiser les quatorze premiers dérivés 

photoisomérisables de la spexine par synthèse peptidique sur support solide où le motif 

azobenzène a été introduit sur la chaine latérale d’un acide aminé, directement au sein de 

la séquence peptidique ou agrafé sur le peptide.  

La photoisomérisation trans → cis de chaque peptide en condition biologique après 

une exposition à la lumière ultraviolette a ensuite pu être confirmée. L’étude du spectre 

d’absorption nous a permis d’apprécier l’isomérisation trans → cis jusqu’à atteindre l’état 

photostationnaire en quelques minutes. Les proportions des deux isomères ont ensuite 

pu être quantifiées grâce à une analyse par HPLC analytique et nous avons observé des 

pourcentages d’isomères cis allant de 35 à 85% ce qui est cohérent avec ce que nous avons 

pu trouver dans la littérature. Nous avons également pu mettre en évidence que la 

relaxation thermique cis → trans après l’exposition à la lumière se produit en quelques 

minutes pour les dérivés où le motif est agrafé sur le peptide alors que, pour les deux 

autres stratégies, les isomères cis sont stables plusieurs heures.  

Une analyse par dichroïsme circulaire de la structuration des dérivés agrafés de la 

spexine nous a permis de constater une absence de structuration chez l’un d’entre eux 

alors que les deux autres présentaient toujours une structure majoritairement sous forme 

d’hélice α. Nous avons également pu démontrer l’augmentation de cette structuration en 

hélice α après la photoisomérisation trans → cis de ces deux peptides.  

L’évaluation biologique fonctionnelle (EC50) vis-à-vis du récepteur GalR2 de ces 

dérivés photoisomérisables de la spexine a ensuite été réalisée in vitro. Nous avons ainsi 

pu observer que l’introduction du motif azobenzène a eu différents impacts sur l’activité 

des peptides. Certains ont perdu leur capacité à activer le récepteur, d’autres ont vu leur 

activité diminuer alors que, pour quelques-uns, cette activité restait similaire voire 

meilleure (EC50 = 0,7 ± 1,1 nM pour le LIT-01-380) que celle de la spexine native  

(EC50 = 11.7 ± 2.1. nM). Après leur photoisomérisation nous avons observé une 

diminution de l’activité biologique d’un facteur 2 à 10 pour tous les peptides excepté pour 

le LIT-01-405 qui présentait une amélioration d’un facteur 2 de son EC50 à l’état 

photostationnaire (EC50 = 6.3 nM contre 13.6 nM). Toutefois nous avons estimé que cette 

différence d’activité ne permettrait pas d’observer un effet in cellulo ou chez l’animal.  
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Au début du projet, le manque d’informations concernant le mode d’interaction de 

la spexine avec le récepteur GalR2 a rendu difficile l’obtention des résultats escomptés. 

Malgré cela, l’étude des dérivés photoisomérisables de la spexine nous a permis de mettre 

en évidence les déterminants importants du peptide pour l’activation du récepteur GalR2. 

Nous avons ainsi été en mesure de confirmer le fait que les résidus de la partie C-terminale 

du peptide (Gly12, Ala13 & Gln14) n’ont que peu d’importance dans l’activité du peptide et 

peuvent même être substitué pour améliorer l’activité, comme cela a été le cas pour le 

LIT-01-380. L’ensemble des résultats obtenus nous ont également amené à remettre en 

question l’importance de la structure en hélice α dans la liaison du peptide au récepteur 

GalR2 comme cela avait été suggéré dans la littérature. De récentes données de 

structuration du complexe spexine/GalR2 ont néanmoins permis de confirmer la présence 

de cette structure secondaire. Cela nous a permis de rationaliser plusieurs résultats et 

notamment ceux obtenus avec le LIT-01-405 qui a inspiré le développement de nouveaux 

dérivés agrafés dont le but serait d’améliorer la stabilité plasmatique de la spexine. La 

structure cryo-EM associée aux différentes données que nous avons pu collecter durant 

cette partie du projet ouvre la voie vers une optimisation des outils chimiques dérivés de 

la spexine. Cela permettra non seulement d’étudier l’implication du récepteur GalR2 dans 

la modulation de la douleur mais également de développer de nouveaux neuropeptides 

dont l’activité anti-nociceptive serait améliorée. 

Pour le deuxième chapitre de ces travaux, nous avons eu pour objectif de développer 

les premiers dérivés photocages de la spexine. En nous basant sur les premières données 

de RSA qui ont été collectées nous avons pu présumer de l’importance des résidus Tyr9 & 

Lys11 pour l’activation du récepteur GalR2. Ces deux acides aminés ont donc été 

fonctionnalisés à l’aide de groupements protecteurs photolabiles de type  

ortho-nitrobenzyle et coumarin-4-ylméthyle. La synthèse de la tyrosine photocage 

protégée par un dérivé coumarin-4-ylméthyle s’est notamment révélée assez complexe. 

Cela nous a obligé à modifier la stratégie de synthèse à plusieurs reprises pour finalement 

obtenir le LIT-01-453 qui se trouve être, à notre connaissance, le premier acide aminé 

photocage possédant un linker auto-immolable.  

L’exposition aux rayonnements ultraviolets des dérivés photocages de la spexine en 

conditions biologiques nous a permis de mettre en évidence le clivage de tous les GPPs en 

quelques minutes. En ce qui concerne le LIT-01-453 nous avons cependant constaté que, 
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malgré le photoclivage efficace de la DEACM, l’élimination complète du linker auto-

immolable N,N’-diméthyléthylènediamine n’a pu être observée qu’après plusieurs heures.  

De la même manière que pour les dérivés photoisomérisables l’évaluation 

pharmacologique (EC50) vis-à-vis du récepteur GalR2 des dérivés photocage de la spexine 

a ensuite été réalisée in vitro. Cela nous a tout d’abord permis de constater que la 

protection de la Lys11 n’a que peu d’impact sur l’activité fonctionnelle du peptide, ce qui 

est cohérent avec les résultats obtenus dans le premier chapitre. Nous pouvons donc 

raisonnablement conclure que la Lys11 n’est pas impliquée dans l’activation de GalR2. Au 

contraire, nous avons observé une diminution significative de l’activité et de l’efficacité 

pour le LIT-01-441 (EC50 = 996 ± 3 nM) et le LIT-01-453 (EC50 = > 2 µM,  

Emax = 43.8 ± 0.8 % de la spexine native), possédant une tyrosine photocage. L’évaluation 

de l’activité fonctionnelle de ces deux peptides après le photoclivage de leur GPP a montré 

une amélioration de l’activité d’un facteur 100 pour le LIT-01-441 (EC50 = 9 ± 2.1 nM). 

Nous avons également pu constater l’amélioration de l’activité du LIT-01-453  

(EC50 = 90.9 ± 14.3 nM) d’un facteur 20. 

En parallèle de cela nous avons également cherché à développer un nouveau 

groupement protecteur photolabile dérivé du Nile red excitable par la lumière verte et 

sensible à son environnement. Un dérivé hydroxyméthylé du Nile red a ainsi pu être 

synthétisé puis introduit sur un composé modèle via un lien carbamate. Cependant 

aucune des conditions expérimentales que nous avons étudiées ne nous a permis 

d’observer un clivage du Nile red. Pour favoriser ce photoclivage, une solution pourrait 

être d’ajouter des groupements électroattracteurs au voisinage du site de coupure ou 

encore d’utiliser des atomes lourds tels que les halogènes afin de quencher la fluorescence 

du Nile red.  

L’ensemble de ces travaux de thèse ont abouti au développement du LIT-01-441 

qui se trouve être la première sonde photoactivable du récepteur GalR2 pouvant être 

utilisée pour étudier l’implication de ce récepteur dans les voies non-opioïdes de la 

douleur. Pour compléter notre étude nous avons également développé le LIT-01-453 

possédant un GPPs de type coumarin-4-ylméthyle possédant des longueurs d’ondes 

d’absorption dans le domaine du visible. Nous avons cependant pu montrer que 

l’élimination du linker auto-immolable de ce dérivé était lente et pouvait représenter un 

paramètre limitant pour son utilisation lors d’expériences in vivo.  
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En perspective, il serait pertinent d’utiliser le LIT-01-441 sur coupe de tissus afin 

d’étudier localement l’activation spatio-temporelle du récepteur GalR2.  Pour une future 

étude dans l’animal entier, il serait important d’évaluer la stabilité plasmatique du LIT-

01-441. Concernant le LIT-01-453, le linker N,N’-diméthyléthylènediamine pourrait être 

remplacé par les linkers (S)-2-(aminométhyl)pyrrolidine ou encore p-aminobenzylique 

dont l’élimination en conditions biologiques serait plus rapide et permettrait d’envisager 

l’utilisation d’un tel dérivé photoactivable in vivo. Pour une utilisation sur tissus natifs et 

sur animal entier, il serait également intéressant d’utiliser un GPP dont les longueurs 

d’onde de clivage se situent dans le domaine du proche infrarouge comme les dérivés de 

cyanine par exemple. 
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1. General methods 

1.1 General methods for solution phase synthesis 

1.1.1 Starting materials and reagents  

Reagents were obtained from commercial sources and used without any further 

purification.  

1.1.2 Chemical synthesis monitoring  

Thin-layer chromatography was performed on silica gel 60F254 plates.  

Analytical reverse-phase high performance liquid chromatography separations 

were performed on an Agilent Technologies 1200 series HPLC system with the detection 

set at 200 nm, 210 nm, 220 nm, 254 nm, 280 nm, 365 nm and 530 nm using the following 

methods:  

.   Method A (VISMIONES): Ascentis Express C18 column (2.7 μm, 4.6 mm × 75 mm) 

using a linear gradient of 5% to 100% (v/v) of solvent B (0.1% TFA (v/v) in ACN) in 

solvent A (0.1% TFA (v/v) in H2O) in 7.39 min with a flow rate of 1.6 mL.min-1, 

.   Method B (7MIN JOUR GRDE COL): Kinetex C18 column (5 μm, 4.6 mm × 150 mm) 

using a linear gradient  of 5% to 95% (v/v), , of solvent B (0.1% TFA (v/v) in ACN) in 

solvent A (0.1% TFA (v/v) in H2O) in 7.3 min with a flow rate of 1.5 mL.min-1 

.   Method C (20MIN JOUR GRDE COL): Kinetex C18 column (5 μm, 4.6 mm × 150 mm) 

using a linear gradient of 5% to 95% (v/v), of solvent B (0.1% TFA (v/v) in ACN) in solvent 

A (0.1% TFA (v/v) in H2O) in 20 min with a flow rate of 1.0 mL.min-1, 

.   Method D (PINCE 7MIN JOUR): Kinetex C18 column (5 μm, 4.6 mm × 150 mm) using 

a linear gradient of 30% to 100% (v:v) in 6 min, of solvent B (0.1% TFA (v:v) in ACN) in 

solvent A (0.1% TFA (v:v) in H2O) flow rate of 2.0 mL.min-1, 

1.1.3 Chemical purification  

VWR silica gel (40-63 μm) was used for chromatography columns.  
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Reverse-phase semi-preparative HPLC purifications were performed on a Waters 

SunFire C18 OBD Prep column (5 μm, 19 × 150 mm) on a Gilson PLC2020 and PLC2050 

system.  

Reverse-phase flash purifications were performed on prepacked Interchim 

Puriflash C18 columns (PF-30C18HP-F0012, PF-30C18HP-F0025 and PF-30C18HP-F0040, 

30 μm) on a Gilson PLC2020 system. 

1.1.4 Chemical characterization  

All the compounds already described in the literature were only characterized by 1H 

NMR and compared to the data reported in the literature. 1H and 13C NMR spectra were 

recorded on a Bruker (500 MHz/125 MHz and 400 MHz/100 MHz) spectrometer. 

Conditions are specified for each spectrum (temperature 25 °C unless specified). 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), dd (doublet of doublets), dt (doublet of triplets), ddt 

(doublet of doublet of triplets), td (triplet of doublet), br s (broad singlet), br d (broad 

doublet), br q (broad quadruplet) and br dd (broad doublet of doublets). Deuterated 

solvents were purchased from Euriso-top®. 

Low resolution mass spectra (LRMS) and 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 μm, 2.1 × 50 mm) using electrospray ionization 

(ESI) and a time-of-flight analyzer (TOF). 

1.2 General method for peptide synthesis  

1.2.1 Reagents  

Reagents were obtained from commercial sources and used without any further 

purification. Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Cys(Trt)-OH Fmoc-Gln(Trt)-OH, 

Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Met-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-

Thr(t-Bu)-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Tyr(t-Bu)-OH were purchased from 

Novabiochem, Polypeptides and Iris Biotech. Fmoc-Amide Rink resin was purchased form 

Iris Biotech and the overall yields were calculated based on the initial loading provided 

by the supplier (0.69 mmol.g-1 or 0.4 mmol.g-1). 
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All unnatural amino acids were synthesized according to the procedure described 

below.  

1.2.2 Manual solid phase peptide synthesis  

1.2.2.1 Method A  

Manual Solid Phase Peptide Syntheses (SPPS) were performed in polypropylene 

tubes equipped with polyethylene frits and polypropylene caps on orbital agitator 

shaking device. The Fmoc-Amide Rink resin (1 eq) was swollen for 1h in DCM or DMF and 

the excess of solvent was removed by filtration under vacuum. All N-terminal-Fmoc 

groups were removed by using a 20% (v/v) solution of piperidine in DMF (15 min, 2 

times). The piperidine solution was removed by filtration under vacuum and the resin 

was washed successively with DMF and DCM (3 times). All Fmoc-protected amino acids 

(4 eq) were coupled in DMF (1 mL per 0.06 mmol of resin) during 45 min using HATU (3.9 

eq) and DIEA (12 eq) as activating agents. The excess of solvent was removed by filtration 

under vacuum and the resin was washed successively with DMF and DCM (3 times). 

1.2.2.2 Method B  

Manual Solid Phase Peptide Syntheses (SPPS) were performed in polypropylene 

tubes equipped with polyethylene frits and polypropylene caps stirred at room 

temperature at 40 rpm using a Stuart Rotator Model SB3. The Fmoc-Amide Rink resin (1 

eq) was swollen for 1h in DCM or DMF and the excess of solvent was removed by filtration 

under vacuum. All N-terminal-Fmoc groups were removed by using a 20% (v/v) solution 

of piperidine in DMF (15 min, 2 times). The piperidine solution was removed by filtration 

using a Supelco Visiprep SPE 12-port vacuum manifold and the resin was washed 

successively with DMF and DCM (3 times). All Fmoc-protected amino acids (4 eq) were 

coupled in DMF (1 mL per 0.06 mmol of resin) during 45 min using HATU (3.9 eq) and 

DIEA (12 eq) as activating agents. The excess of solvent was removed by filtration under 

vacuum and the resin was washed successively with DMF and DCM (2 times), then MeOH 

(1 time), DMF and DCM. At the end of the synthesis the resin was washed with diethyl 

ether and dried under vacuum. 

For all Fmoc-protected unnatural amino acids (1.5 eq or 2eq) were coupled in DMF 

(1 mL per 0.06 mmol of resin) during 45 min using HATU (3.9 eq or 1.9 eq) and DIEA (12 

eq or 8 eq) as activating agents. 
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1.2.3 Automated solid phase peptide synthesis 

Automated SPPS was carried out using a CEM Liberty Blue automated microwave-

assisted peptide synthesizer. Fmoc protecting groups were removed using 20% v/v 

piperidine in DMF at 90 °C for 4 min. The coupling of all amino acids (0.2 M in DMF peptide 

grade, 10 eq.) was performed at 90 °C for 4 min using DIC/Oxyma in DMF peptide grade. 

For 100 μmol-scale synthesis, a 0.5 M solution of DIC in DMF peptide grade and a 1 M 

solution of Oxyma in DMF peptide grade were used. At the end of the synthesis, the beads 

were transferred from the microwave reactor to polypropylene tubes equipped with 

polyethylene frits and polypropylene caps and was washed successively with DMF and 

DCM (3 times) then diethyl ether and dried under vacuum. 

1.2.4 Monitoring of solid phase peptide synthesis reactions 

The completion was monitored with the colorimetric TNBS, Kaiser and Chloranil 

tests as well as by analytical HPLC following cleavages of small aliquots of resin with 

cleavage cocktails only during manual solid phase peptide synthesis.  

1.2.4.1 Colorimetric tests 

Kaiser test and TNBS test were used for all amino acids except proline where only 

Chloranil test was used. For Kaiser test, few resin beads were transferred to a small glass 

tube which contains a mixture of 0.3 M ninhydrin solution in EtOH, 43 M phenol solution 

in EtOH and 20 μM KCN solution in 2% H2O in pyridine (1:1:1, v:v). The glass tube was 

then heated and the appearance of dark blue resin beads indicates the presence of resin-

attached primary amines synonym of a Fmoc-deprotected amino acids. An absence of 

dark blue coloration indicates the absence of free primary amines. For TNBS test few resin 

beads were transferred to a small glass tube which contains one drop of picrylsulfonyl 

acid. Then one drop of a 10% DIPEA solution in DMF was added. The appearance of 

red/deep orange resin beads after few minutes indicates the presence of resin attached 

primary amines synonym of a Fmoc-deprotected amino acids. For Chloranil test few resin 

beads were transferred to a small glass tube which contains one drop of acetaldehyde 

solution (17.9 M) in DMF. Then one drop of a Chloranil solution in DMF (81.3 mM) was 

added. The appearance of blue resin beads after few minutes indicates the presence of 

resin attached primary amines synonym of a Fmoc-deprotected amino acids. 
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1.2.4.2 Microcleavage tests 

A small amount of resin beads were transferred to a 1.5 mL microtube containing 

1mL of cleavage cocktail :  

- TFA:Phenol:Thioanisole:H2O:EDT (82.5:5:5:5:2.5, v:v) (Method A) 

- TFA:Phenol:Thioanisole:H2O:EDT:TIS (81.5:5:5:5:2.5:1, v:v) (Method B) 

- TFA:H2O:TIS (95:2.5:2.5, v:v) (Method C) 

The cleavage cocktail solution was then shaken on an orbital agitator shaking device 

for 30 min to 1h. The solution was then filtered in polypropylene tubes equipped with 

polyethylene frits and polypropylene caps and poured into 4 mL cold diethyl ether to 

precipitate the peptides. The resulted precipitates were then centrifuged 2 min at 4400 

rpm and 4°C. Diethyl ether was then removed, the residue was resuspended in cold 

diethyl ether and centrifuged another time for 2 min at 4400 rpm and 4°C. After 

elimination of diethyl ether, the residue was dissolved in H2O:ACN (7:3, v:v) and analysed 

by HPLC.   

1.2.5 Peptide cleavage and deprotection  

Final peptides were cleaved from the resin under acidic conditions in polypropylene 

tubes equipped with polyethylene frits and polypropylene caps with a corresponding 

cleavage mixture (7 mL/0.1 mmol of peptide) 

- TFA:Phenol:Thioanisole:H2O:EDT (82.5:5:5:5:2.5, v:v) (Method A) 

- TFA:Phenol:Thioanisole:H2O:EDT:TIS (81.5:5:5:5:2.5:1, v:v) (Method B) 

- TFA:H2O:TIS (95:2.5:2.5, v:v) (Method C) 

The cleavage cocktail solution was then shaken on an orbital agitator shaking device 

for 3h (Method A & C) to 4h (Method B) then filtered and poured into 40 mL of cold diethyl 

ether to precipitate the peptides. The resulted precipitates were then centrifuged 2 min 

at 4.4 rpm and 4°C. Diethyl ether was then removed, the float was resuspended in cold 

diethyl ether and centrifuged another time for 2 min at 4400 rpm and 4°C. After 

elimination of diethyl ether, the residue was dissolved in DMSO and purified.   
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1.2.6 Peptide purification  

Crude peptides were purified by semi preparative reversed-phase HPLC 

chromatography (Gilson PLC 2020 system) on a SunFire C18 column (5 µm, 19 x 150 mm) 

using a linear gradient of 5% to 95% in 40 min, of solvent B (0.1% TFA in MeCN, v:v) in 

solvent A (0.1% TFA in H2O, v:v) with a flow rate of 18 mL/min. Detection was set at 210, 

220, 254, 365 or 530 nm. Fractions containing the desired peptide were freeze-dried after 

MeCN removal on a rotary evaporator. 

1.3 Photophysical characterization 

Absorption measurement, isomerisation of photoswitchable peptides and 

photocleavage of photocage peptides were performed in 114F-QS and 114F-10-40 10 mm 

quartz precision cells (Hellma Analytics).  

Absorption measurement were performed on a UV-Visible UV-2401PC recording 

spectrometer (Shimadzu) with a fast scan speed and a 1 nm sampling intervalling using 

UV probe V.2.34 software (Shimadzu).   

Photoisomerization and photocleavage were performed using a VL-6.LC UV lamp 

(12W, 6W 365nm and 6W 254nm) and a Nichia NCSG219B-V1 LED Lichtquelle (3x 525 

nm, 3x 450 mW). 

1.4 Cell line culture* 

HEK-SnapTag GalR2 were cultured in Eagle’s minimal essential medium (MEM, 

Gibco) with 10% FBS, 100 U/mL of penicillin, 100 μg/mL of streptomycin, 2 mM of 

glutamine and 500 μg/mL of G418 at 37 °C in a humidified 5% CO2 atmosphere. Optimal 

cell confluence was maintained by dilution of the culture and replacement with fresh 

medium twice a week. Cells were seeded into a 100 x 20 mm tissue culture cell dishes 

(Falcon, Ref 353003) then washed with 5 mL PBS at 37°C, detached using 1 mL of 

trypsine/EDTA at 37°C, resuspended with 10 mL of culture medium and seeded into 

another 100 x 20 mm tissue culture cell dish (Falcon, Ref 353003). 

 
* Performed with the help of Valérie Utard & Rosine Fellmann-Clauss under the supervision of Dr. 
Fédéric Simonin (UMR7242, BSC) 
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2. Chapter 1: Design, synthesis and biological evaluation of 

photoswitch spexine derivatives 

2.1 Chemical synthesis  

N-(tert-butoxycarbonyl)-4-phenylazo-L-phenylalanine (1.2)  

 

To a solution of N-(tert-butoxycarbonyl)-L-phenylalanine (1 eq., 1 g, 3.57 mmol) in 

glacial acetic acid (100 mL) was added nitrosobenzene (1.5 eq., 0.58 g, 5.41 mmol) and let 

stirred for 19h at room temperature. The reaction mixture was then quenched with 

saturated NaHCO3 aqueous solution (300 mL) and extracted 3 times with EtOAc. The 

organic layers were combined, dried over Na2SO4 and concentrated under vacuum. The 

product was then purified by silica gel column eluted with 10% MeOH in DCM (v/v) to 

obtain an orange solid (1.07 g, 2.89 mmol, 81%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3):  δ (ppm) 7.89 

(dt, J = 8.3 Hz, 1.5 Hz, 2H) ; [7.54-7.45] (m, 3H) ; 7.35 (d, J = 8.3 Hz, 2H) ; 4.97 (br s, 1H) ; 

4.65 (br s, 1H) ; [3.34-3.26] (m, 1H) ; [3.23-3.13] (m, 1H) ; 1.43 (s, 9H).  

 

4-phenylazo-L-phenylalanine, TFA salt (Method A) or HCl salt (Method B) (1.3) 

 

Method A: To a solution of 1.2 (1eq., 250 mg, 0.68 mmol) in DCM (15 mL) cooled to 

0°C, trifluoroacetic acid (10 mL) was slowly added and the mixture was stirred 1h at room 

temperature. The reaction mixture was then concentrated under vacuum to get an orange 

solid (256 mg, 0.67 mmol, quantitative).  

Method B: 1.2 (1 eq., 500 mg, 1.36 mmol) was dissolved in HCl 4N/dioxane (6.4 mL). 

The mixture was stirred 1h at room temperature and then co-evaporated to dryness with 

toluene to get an orange solid (413 mg, 1.35 mmol, quantitative). 
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1H NMR (400 MHz, CDCl3):  δ (ppm) 8.45 (br s, 2H) ; [7.90-7.86] (m, 4H) ; [7.63-7.55] (m, 

3H) ; 7.51 (d, J = 8.4 Hz, 2H) ; 4.26 (t, J = 6.5 Hz, 1H) ; 3.24 (d, J = 6.5 Hz, 2H). 

 

N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-4-phenylazo-L-phenylalanine (1.4)  

 

To a solution of 1.3 (1 eq., 256 mg, 0.95 mmol) in dioxane (10.5 mL) cooled to 0°C, 

saturated aqueous solution of Na2CO3 (4.1 mL) and Fmoc-N-hydroxysuccinimide ester (1 

eq., 320 mg, 0.95 mmol) in dioxane (13 mL) were added. This reaction mixture was then 

stirred for 1h at 0°C and for 1h at room temperature. The resulting mixture was diluted 

with water (37 mL) and washed with EtOAc. The aqueous layer was cooled down to 0°C 

and acidified with 1 M aqueous solution of HCl to reach pH 2. The obtained suspension 

was extracted 4 times with EtOAc. After that, organic layers were combined, dried over 

Na2SO4 and concentrated under vacuum. The crude was then purified by silica gel column 

eluted with 2% of MeOH and 0.5% of AcOH in DCM (v/v/v) to get an orange solid (330 

mg, 0.67 mmol, 71%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3):  δ (ppm) 8.45 (br s, 2H) ; [7.90-7.86] (m, 

4H) ; [7.63-7.55] (m, 3H) ; 7.51 (d, J = 8.4 Hz, 2H) ; 4.26 (t, J = 6.5 Hz, 1H) ; 3.24 (d, J = 6.5 

Hz, 2H). 

 

tert-butyl 2-(3-nitrophenyl)acetate (1.7)  

 

To a solution of 3-nitrophenylacetic acid (1 eq., 100 mg, 0.55 mmol) in tert-butanol 

(2.5 mL), Boc2O (2 eq., 241 mg, 1.10 mmol) and DMAP (0.3 eq., 20 mg, 0.16 mmol) were 

added. The reaction was then stirred for 1h at room temperature. The solvent was 

removed under vacuum and the crude was then purified using a silica gel column eluted 

with 10% EtOAc in n-heptane (v/v) to get a yellowish oil (126 mg, 0.53 mmol, 96%). 1H 
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NMR (400 MHz, CDCl3):  δ (ppm) [8.1-8.15] (m, 1H) ; [8.14-8.11] (m, 1H) ; 7.61 (dt, J = 7.7 

Hz, 1.4 Hz, 1H) ; 7.50 (t, J = 7.9 Hz, 1H) ; 3.64 (s, 2H) ; 1.45 (s, 9H). 

 

tert-butyl 2-(3-nitrosophenyl)acetate (1.8)  

 

To a solution of 1.7 (1 eq., 232 mg, 0.98 mmol) in 2-methoxyethanol (2.3 mL), a 

solution of NH4Cl (1.15 eq., 60 mg, 1.13 mmol) in H2O (1.4 mL) was added and the mixture 

was stirred under argon atmosphere for 1h. Then, zinc dust (2.22 eq., 142 mg, 2.17 mmol) 

was added portion wise over 1h and the reaction was stirred until the starting material 

disappeared. The reaction mixture was then filtered over celite. The filtrate was added 

dropwise (3-4 drops per second) to a solution of FeCl3.6H2O (1.53 eq., 405 mg, 1.5 mmol) 

in a mixture of H2O/EtOH (2/1, v/v) (5.9 mL) cooled to -10°C and let stirred for 1h at -

10°C. The reaction mixture was then diluted with H2O and extracted 2 times with EtOAc. 

The organic layer was dried over Na2SO4, concentrated under vacuum and the product 

was purified by silica gel column eluted with 10% of EtOAc in n-heptane (v/v) to obtain a 

green oil (13 mg, 0.06 mmol, 41%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3):  δ (ppm) 7.86 (dt, J = 7.7 

Hz, 1.7 Hz, 1H) ; 7.76 (t, J = 1.6 Hz, 1H) ; 7.64 (dt, J = 7.6 Hz, 1.5 Hz, 1H) ; 7.59 (t, J = 7.6 Hz, 

1H) ; 3.68 (s, 2H) ; 1.45 (s, 9H). 

 

N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-(3-aminobenzyl)carbamate (1.10)  

 

To a solution of 3-aminobenzylamine (1 eq., 0.9 mL, 8.19 mmol) and NEt3 (1 eq., 1.1 

mL, 8.19 mmol) in a mixture of 10% of ACN in DMF (v/v) (6.2 mL) a solution of Fmoc-N-

hydroxysuccinimide ester (1 eq., 2.76 g, 8.19 mmol) in ACN (20 mL) was added. The 

reaction mixture was stirred during 5h at room temperature then quenched with H2O (10 

mL). The resulted precipitate was filtered under vacuum, washed with a mixture of tert-

butyl methyl ether and trifluoroethanol (1/1, v/v) and dried under vacuum to get a white 

solid (940 mg, 2.73 mmol, 76%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3):  δ (ppm) 7.89 (d, J = 7.6 Hz, 
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2H) ; 7.76 (t, J = 6.2 Hz, 1H) ; 7.71 (d, J = 7.5 Hz, 2H) ; 7.42 (t, J = 7.5 Hz, 2H) ; 7.33 (t, J = 7.4 

Hz, 2H) ; 6.93 (t, J = 7.7 Hz, 1H) ; 6.45 (s, 1H) ; 6.42 (d, J = 8.0 Hz, 1H) ; 6.37 (d, J = 7.5 Hz, 

1H) ; 5.01 (s, 2H) ; 4.30 (d, J = 7.0 Hz, 2H) ; 4.22 (t, J = 7.0 Hz, 1H) ; 4.22 (t, J = 7.0 Hz, 1H).  

 

tert-Butyl (E)-2-(3-{[3-({[(9H-fluoren-9 ylmethoxy)carbonyl]amino}methyl)-

phenyl]diazenyl}phenyl)acetate (1.11) 

 

To a solution of 1.8 (1 eq., 1 g, 4.7 mmol) in glacial acetic acid (23 mL) a solution of 

1.10 (1 eq., 1.62 g, 4.7 mmol) in glacial acetic acid (23 mL) was added dropwise. The 

reaction mixture was then stirred overnight at room temperature under argon. The 

solvent was removed under vacuum and the crude was purified by silica gel column eluted 

with 20% of EtOAc in n-heptane (v/v) to get an orange solid (1.5 g, 2.74 mmol, 58%). 1H 

NMR (400 MHz, CDCl3):  δ (ppm) [7.86-7.81] (m, 4H) ; 7.77 (d, J = 7.6 Hz, 2H) ; 7.61 (d, J = 

7.5 Hz, 2H) ; [7.51-7.46] (m, 2H) ; [7.42-7.38] (m, 4H) ; 7.31 (t, J = 7.3 Hz, 2H) ; 5.19 (br s, 

1H) ; 4.49 (t, J = 6.6 Hz, 4H) ; 4.25 (t, J = 6.9 Hz, 1H) ; 3.64 (s, 2H) ; 1.46 (s, 9H). 

 

(E)-2-{3-[{3-[({[(9H-fluoren-9-yl)methoxy]carbonyl}amino)methyl]phenyl} 

diazenyl]phenyl}acetic acid, chlorohydrate (Method B) (1.12)  

 

Method A: To a solution of 1.11 (570 mg, 1.04 mmol) in DCM (41 mL), trifluoroacetic 

acid (4.1 mL) was slowly added and the mixture was stirred overnight at room 

temperature. The reaction mixture was washed with water until neutral pH then once 

with brine. The organic layer was dried over Na2SO4 and concentrated under vacuum to 

get an orange solid (511 mg, 1.04 mmol, quantitative).  
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Method B: 1.11 (69.5 mg, 0.13 mmol) was dissolved in HCl 4N/dioxane (0.6 mL). The 

mixture was stirred 3 days at room temperature and then co-evaporated to dryness with 

toluene. The crude was purified by silica gel column eluted with 30% of EtOAc in n-

heptane:EtOAc (v/v) to get an orange solid (38.2 mg, 0.078 mmol, 61%). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) [7.85-7.81] (m, 4H) ; 7.76 (d, J = 7.6 Hz, 2H) ; 

7.59 (d, J = 7.5 Hz, 2H) ; [7.50-7.46] (m, 2H) ; 7.39 (t, J = 9.4 Hz, 4H) ; 7.30 (t, J = 7.4 Hz, 2H) 

; 5.20 (t, J = 4.8 Hz, 1H) ; [4.48-4.47] (m, 4H) ; 4.24 (t, J = 6.8 Hz, 1H) ; 3.76 (s, 2H).  

 

tert-butyl (4-nitrophenyl)carbamate (1.14)  

 

To a solution of p-nitroaniline (1 eq., 2 g, 14.48 mmol), NEt3 (2 eq., 4 mL, 28.96 

mmol) and DMAP (0.5 eq., 0.88 g, 7.24 mmol) in DCM (69 mL), a solution of Boc2O (1.2 eq., 

3.79 g, 17.38 mmol) in DCM (6.9 mL) was added dropwise and the reaction mixture was 

stirred at room temperature overnight. The reaction mixture was washed with H2O (2x) 

and brine (1x), then the solvents were removed under vacuum. The crude was purified by 

silica gel column eluted with 10% to 20% of EtOAc in n-heptane to get  a pale yellow solid 

(2.67 g, 11.19 mmol, 77%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3):  δ (ppm) 8.18 (dt, J = 9.2 Hz, 2.1 

Hz, 2H) ; 7.52 (dt, J = 9.2 Hz, 2.0 Hz, 2H); 6.84 (br s, 1H) ; 1.53 (s, 9H). 

 

tert-butyl (4-nitrosophenyl)carbamate (1.15)  

 

1.14 (1 eq., 2.49 g, 10.44 mmol) was dissolved in 2-methoxyethanol (90 mL). Then, 

a solution of NH4Cl (1.5 eq., 0.84 g, 15.66 mmol) in H2O (15 mL) was added and the 

mixture was stirred under argon for 1h. After that, zinc dust (2.5 eq., 1.7 g, 26.10 

mmol) was added portionwise over 1h and the reaction mixture was stirred for 3h under 

argon. The solution was filtered over celite and the filtrate was added slowly to a solution 

of FeCl3.6H2O (1.53 eq., 4.32 g, 15.97 mmol) in a mixture of H2O/EtOH (2/1, v/v) (10 mL) 
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cooled to -10°C and let stirred for 2h30 at -10°C under argon. The reaction mixture was 

then diluted with H2O and extracted 2 times with EtOAc. The combined organic layers 

were dried over Na2SO4 and concentrated under vacuum. The crude (greenish oil) was 

purified by silica gel column eluted with 10% EtOAc in n-heptane (v/v) to get the desired 

compound as a green solid (1.4 g, 222.2 mmol, 61%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3):  δ (ppm) 

7.89 (d, J = 8.4 Hz, 2H) ; 7.58 (d, J = 9.1 Hz, 2H) ; 6.89 (br s, 1H) ; 1.54 (s, 9H). 

 

tert-butyl (E)-{4-[(4-acetamidophenyl)diazenyl]phenyl}carbamate (1.16)  

 

A solution of 4'-aminoacetanilide (1 eq., 322 mg, 2.15 mmol) in glacial acetic acid 

(10 mL) was added portionwise to a solution of 1.15 (1 eq., 477 mg, 2.15 mmol) in glacial 

acetic acid (10 mL). The reaction mixture was then stirred overnight at room temperature 

under argon and protected from light. The solvent was removed under vacuum and the 

crude was diluted with EtOAc, washed with saturated aqueous solution of Na2CO3 and 

brine. The organic layer was dried over Na2SO4 and concentrated under vacuum. The 

crude was then purified by silica gel column eluted with 50% of EtOAc in n-heptane (v/v) 

to get the product as an orange solid (443 mg, 1.25 mmol, 58%). 1H NMR (400 MHz, 

DMSO-d6):  δ (ppm) 10.25 (s, 1H), 9.76 (s, 1H) [7.83-7.77] (m, 6H) ; 7.65 (dt, J = 8.9 Hz, 2.1 

Hz, 2H) ; 6.89 (br s, 1H) ; 2.09 (s, 3H) ; 1.50 (s, 9H). 13C NMR (101 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) 

168.68, 152.57, 147.54, 146.94, 142.36, 141.81, 123.34, 123.23, 119.10, 118.13, 79.60, 

40.15, 39.94, 39.73, 39.52, 39.31, 39.10, 38.89, 28.05, 24.12. HRMS (ESI) calculated for 

C19H23N4O3 [M+H]+: 355.1770, found : 355.1776 

 

(E)-4,4'-diaminoazobenzene (1.17)  
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To a solution of 1.16 (1 eq., 60 mg, 0.17 mmol) in MeOH (5 mL), a 6 M aqueous 

solution of HCl (8 mL) was added and the reaction was refluxed (75°C) during 5h. MeOH 

was removed under vacuum and the pH of the solution was increased to pH 8 using a 1 M 

aqueous solution of NaOH. The formed precipitate was recovered by filtration and washed 

with cold water to get the product as a brown solid (35.2 mg, 0.17 mmol, 98%). 1H NMR 

(400 MHz, DMSO-d6):  δ (ppm) 7.53 (d, J = 8.3 Hz, 4H) ; 6.63 (d, J = 8.4 Hz, 4H) ; 5.54 (br s, 

1H). 

 

(E)-4,4'-bis(2-chloroacetamido)azobenzene (1.18)  

 

To a solution of 1.17 (1 eq., 388 mg, 1.83 mmol) in DCM (125 mL) previously stirred 

under argon and protected from light for 15 min, NEt3 (10 eq., 2.5 mL, 18.27 mmol) was 

added and the reaction mixture was stirred for 5 min under argon and protected from 

light before the addition of chloroacetyl chloride (5 eq., 0.73 mL, 9.13 mmol). The reaction 

was stirred at room temperature for 2h20 then a new portion of chloroacetyl chloride (4.5 

eq, 660 µL, 8.24 mmol) was added and the reaction mixture was stirred at room 

temperature for 2h10 more. The reaction mixture was quenched with H2O and the organic 

layer was washed with water (2x), dried over Na2SO4 and concentrated under vacuum. 

The crude was then recrystallized in a mixture of DCM/n-heptane/DMF (20/20/1, v/v/v) 

to get the product as a brown solid (79 mg, 0.22 mmol, 12%). 1H NMR (400 MHz, DMSO-

d6):   δ (ppm) 10.54 (s, 2H) ; 7.88 (dt, J = 8.9 Hz, 1.9 Hz, 4H) ; 7.81 (dt, J = 9.0 Hz, 2.0 Hz, 

4H) ; 4.31 (s, 4H). 

2.2 Peptide synthesis 

NWTPQAMLYLKGAQ, 2 TFA (spexin) 
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Starting from 0.1 mmol Rink amide Resin (0.4 mmol.g-1), N(Trt)-W(Boc)-T(t-Bu)-P-

Q(Trt)-A-M-L-Y(t-Bu)-L-K(Boc)-G-A-Q(Trt)-Rink amide sequence was synthesized 

following General method for automated solid phase peptide synthesis then cleaved 

of the resin and purified according to the General method for cleavage and 

deprotection (Method A) & General method for peptide purification to get a white 

powder (20 mg, 5%). HPLC tR = 3.20 min (>95% purity at 220 and 254 nm, Method B), 

6.95 min (Method C). LRMS (ESI) calculated for C74H114N20O19S [M+H]+: 1619.84, found: 

1619.86 

 

N(AzoF)TPQAMLYLKGAQ, 2 TFA (LIT-01-277) 

 

Starting from 0.1 mmol Rink amide Resin (0.4 mmol.g-1), T(t-Bu)-P-Q(Trt)-A-M-L-

Y(t-Bu)-L-K(Boc)-G-A-Q(Trt)-Rink amide sequence was synthesized following General 

method for automated solid phase peptide synthesis then N(Trt)-AzoF-T(t-Bu)-P-

Q(Trt)-A-M-L-Y(t-Bu)-L-K(Boc)-G-A-Q(Trt)-Rink amide sequence was synthesized 

following General method for manual solid phase peptide synthesis. The peptide 

was cleaved of the resin and purified according to the General method for cleavage 

and deprotection (Method B) & General method for peptide purification to get an 

orange powder (22 mg, 13%). HPLC tR = 8.08 min (trans) & 7.29 min (cis) (>95% purity 

at 220 and 254 nm, Method C). HRMS (ESI) calculated for C78H119N21O19S [M+2H]2+: 

842.9356, found: 842.9332 
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NWTPQAML(AzoF)LKGAQ, 2 TFA (LIT-01-322) 

 

Starting from 0.1 mmol Rink amide Resin (0.69 mmol.g-1), N(Trt)-W(Boc)-T(t-Bu)-

P-Q(Trt)-A-M-L-Y(t-Bu)-L-K(Boc)-G-A-Q(Trt)-Rink amide sequence was synthesized 

following General method for manual solid phase peptide synthesis. The peptide was 

cleaved of the resin according to the General method for cleavage and deprotection 

(Method A) and purified according to General method for peptide purification to get 

an orange powder (5.6 mg, 4%). HPLC tR = 8.96 min (trans) & 8.12 min (cis) (>95% purity 

at 220 and 254 nm, Method C). HRMS (ESI) calculated for C80H120N22O18S [M+2H]2+/2: 

854.4436, found: 854.4449 

 

NWTPQAMLY(AzoF)KGAQ, 2 TFA (LIT-01-276) 

 

Starting from 0.1 mmol Rink amide Resin (0.4 mmol.g-1), Y(t-Bu)-AzoF-K(Boc)-G-A-

Q(Trt)-Rink amide sequence was synthesized following General method for manual 

solid phase peptide synthesis then N(Trt)-W(Boc)-T(t-Bu)-P-Q(Trt)-A-M-L-Y(t-Bu)-

AzoF-K(Boc)-G-A-Q(Trt)-Rink amide sequence was synthesized following General 

method for automated solid phase peptide synthesis. The peptide was cleaved of the 

resin and purified according to the General method for cleavage and deprotection 

(Method B) & General method for peptide purification to get an orange powder (20 

mg, 10%). HPLC tR = 8.29 min (trans) & 7.42 min (cis) (>95% purity at 220 and 254 nm, 

Method C). HRMS (ESI) calculated for C83H118N22O19S [M+2H]2+/2: 879.4332, found: 

879.4313 
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NW(AMPP)QAMLYLKGAQ, 2 TFA (LIT-01-278) 

 

Starting from 0.081 mmol Rink amide Resin (0.69 mmol.g-1), N(Trt)-W(Boc)-AMPP-

Q(Trt)-A-M-L-Y(t-Bu)-L-K(Boc)-G-A-Q(Trt)-Rink amide sequence was synthesized 

following General method for manual solid phase peptide synthesis. The peptide was 

cleaved of the resin according to the General method for cleavage and deprotection 

(Method B) and purified following General method for peptide purification to get an 

orange powder (5.7 mg, 2%). HPLC tR = 8.47 min (trans) & 7.79 min (cis) (>95% purity at 

220 and 254 nm, Method C). HRMS (ESI) calculated for C80H115N21O17S [M+2H]2+/2: 

836.9250, found: 836.9236 

 

NWTPQAMLYLK(AMPP)Q, 2 TFA (LIT-01-307) 

 

Starting from 0.1 mmol Rink amide Resin (0.4 mmol.g-1), K(Boc)-AMPP-Q(Trt)-Rink 

amide sequence was synthesized following General method for manual solid phase 

peptide synthesis then N(Trt)-W(Boc)-T(t-Bu)-P-Q(Trt)-A-M-L-Y(t-Bu)-L-K(Boc)-

AMPP-Q(Trt)-Rink amide sequence was synthesized following General method for 

automated solid phase peptide synthesis. The peptide was cleaved of the resin 

according to the General method for cleavage and deprotection (Method B) and 

purified following General method for peptide purification to get an orange powder (1 

mg, 1%). HPLC tR = 8.37 min (trans) & 7.89 min (cis) (>95% purity at 220 and 254 nm, 

Method C). HRMS (ESI) calculated for C84H121N21O18S [M+2H]2+/2: 871.9460, found: 

871.9475 
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NWT(AMPP)AMLYLKGAQ, 2 TFA (LIT-01-308) 

 

Starting from 0.25 mmol Rink amide Resin (0.4 mmol.g-1), A-M-L-Y(t-Bu)-L-K(Boc)-

AMPP-Q(Trt)-Rink amide sequence was synthesized following General method for 

automated solid phase peptide synthesis then N(Trt)-W(Boc)-T(t-Bu)-AMPP-A-M-L-

Y(t-Bu)-L-K(Boc)-G-A-Q(Trt)-Rink amide sequence was synthesized following General 

method for manual solid phase peptide synthesis. The peptide was cleaved of the resin 

according to the General method for cleavage and deprotection (Method B) and 

purified following General method for peptide purification to get an orange powder 

(2.5 mg, 2%). HPLC tR = 8.67 min (trans) & 7.96 min (cis) (>95% purity at 220 and 254 

nm, Method C). HRMS (ESI) calculated for C79H114N20O17S [M+2H]2+/2: 823.4196, found: 

823.4127  

 

NWTPQ(AMPP)LYLKGAQ, 2 TFA (LIT-01-309) 

 

Starting from 0.25 mmol Rink amide Resin (0.4 mmol.g-1), Y(t-Bu)-L-K(Boc)-AMPP-

Q(Trt)-Rink amide sequence was synthesized following General method for automated 

solid phase peptide synthesis then N(Trt)-W(Boc)-T(t-Bu)-P(Boc)-G(Trt)-AMPP-L-Y(t-

Bu)-L-K(Boc)-G-A-Q(Trt)-Rink amide sequence was synthesized following General 

method for manual solid phase peptide synthesis. The peptide was cleaved of the resin 

according to the General method for cleavage and deprotection (Method B) and 

purified following General method for peptide purification to get an orange powder 
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(2.1 mg, 2%). HPLC tR = 8.06 min (trans) & 7.39 min (cis) (>95% purity at 220 and 254 

nm, Method C). HRMS (ESI) calculated for C81H115N21O18 [M+2H]2+/2: 834.9364, found: 

834.9295  

 

NWTPQA(AMPP)YLKGAQ, 2 TFA (LIT-01-310) 

 

Starting from 0.25 mmol Rink amide Resin (0.4 mmol.g-1), Y(t-Bu)-L-K(Boc)-AMPP-

Q(Trt)-Rink amide sequence was synthesized following General method for automated 

solid phase peptide synthesis then N(Trt)-W(Boc)-T(t-Bu)-P(Boc)-G(Trt)-A-AMPP-Y(t-

Bu)-L-K(Boc)-G-A-Q(Trt)-Rink amide sequence was synthesized following General 

method for manual solid phase peptide synthesis. The peptide was cleaved of the resin 

according to the General method for cleavage and deprotection (Method B) and 

purified following General method for peptide purification to get an orange powder 

(2.1 mg, 2%). HPLC tR = 7.46 min (trans) & 6.74 min (cis) (>95% purity at 220 and 254 

nm, Method C). HRMS (ESI) calculated for C78H109N21O18 [M+2H]2+/2: 813.9130, found: 

813.9117. 

 

NWTPQAMLYL(AMPP)AQ, 1 TFA (LIT-01-378) 

 

Starting from 0.1 mmol Rink amide Resin (0.4 mmol.g-1), L-AMPP-A-Q(Trt)-Rink 

amide sequence was synthesized following General method for manual solid phase 

peptide synthesis then N(Trt)-W(Boc)-T(t-Bu)-P(Boc)-G(Trt)-A-M-L-Y(t-Bu)-L-AMPP-

A-Q(Trt)-Rink amide sequence was synthesized following General method for 
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automated solid phase peptide synthesis. The peptide was cleaved of the resin 

according to the General method for cleavage and deprotection (Method B) and 

purified following General method for peptide purification to get an orange powder 

(11.5 mg, 6%). HPLC tR = 10.89 min (trans) & 10.37 min (cis) (>95% purity at 220 and 

254 nm, Method C). HRMS (ESI) calculated for C81H114N20O18S [M+2H]2+/2: 843.4170, 

found: 843.4169.  

 

NWTPQAMLYL(AMPP)GAQ, 1 TFA (LIT-01-379) 

 

Starting from 0.1 mmol Rink amide Resin (0.4 mmol.g-1), L-AMPP-G-A-Q(Trt)-Rink 

amide sequence was synthesized following General method for manual solid phase 

peptide synthesis then N(Trt)-W(Boc)-T(t-Bu)-P(Boc)-G(Trt)-A-M-L-Y(t-Bu)-L-AMPP-

G-A-Q(Trt)-Rink amide sequence was synthesized following General method for 

automated solid phase peptide synthesis. The peptide was cleaved of the resin 

according to the General method for cleavage and deprotection (Method B) and 

purified following General method for peptide purification to get an orange powder 

(12 mg, 6%). HPLC tR = 9.77 min (trans) & 9.20 min (cis) (>95% purity at 220 and 254 

nm, Method C). HRMS (ESI) calculated for C83H117N21O19S [M+2H]2+/2: 871.9278, found: 

871.9275. 

 

NWTPQAMLYLK(AMPP)AQ, 2 TFA (LIT-01-380) 
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Starting from 0.1 mmol Rink amide Resin (0.4 mmol.g-1), K-AMPP-A-Q(Trt)-Rink 

amide sequence was synthesized following General method for manual solid phase 

peptide synthesis then N(Trt)-W(Boc)-T(t-Bu)-P(Boc)-G(Trt)-A-M-L-Y(t-Bu)-L-K-

AMPP-A-Q(Trt)-Rink amide sequence was synthesized following General method for 

automated solid phase peptide synthesis. The peptide was cleaved of the resin 

according to the General method for cleavage and deprotection (Method B) and 

purified following General method for peptide purification to get an orange powder 

(11.6 mg, 6%). HPLC tR = 8.80 min (trans) & 8.33 min (cis) (>95% purity at 220 and 254 

nm, Method C). HRMS (ESI) calculated for C87H126N22O19S [M+2H]2+/2: 907.4645, found: 

907.463. 

 

NWTPCAMLYLKCAQ, 2 TFA (LIT-01-397) 

 

Starting from 0.1 mmol Rink amide Resin (0.4 mmol.g-1), N(Trt)-W(Boc)-T(t-Bu)-

P(Boc)-C(Trt)-A-M-L-Y(t-Bu)-L-K-C(Trt)-A-Q(Trt)-Rink amide sequence was synthesized 

following General method for automated solid phase peptide synthesis. The peptide 

was cleaved of the resin according to the General method for cleavage and 

deprotection (Method B) and purified following General method for peptide 

purification to get a white powder (6 mg, 3%). HPLC tR = 8.36 min (>95% purity at 220 

and 254 nm, Method C). HRMS (ESI) calculated for C73H115N19O18S3 [M+2H]2+/2: 

820.8915, found: 820.8908  
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NWTPQCMLYLKGCQ, 2 TFA (LIT-01-437) 

 

Starting from 0.25 mmol Rink amide Resin (0.4 mmol.g-1), N(Trt)-W(Boc)-T(t-Bu)-

P(Boc)-Q-C(Trt)-M-L-Y(t-Bu)-L-K-G-C(Trt)-Q(Trt)-Rink amide sequence was synthesized 

following General method for automated solid phase peptide synthesis. The peptide 

was cleaved of the resin according to the General method for cleavage and 

deprotection (Method B) and purified following General method for peptide 

purification to get a white powder (25 mg, 5%). HPLC tR = 11.12 min (>95% purity at 

220 and 254 nm, Method C). HRMS (ESI) calculated for C74H116N20O19S3 [M+2H]2+/2: 

842.3944, found: 842.3942  

 

NWTPQACLYLKGAC, 2 TFA (LIT-01-404) 

 

Starting from 0.25 mmol Rink amide Resin (0.4 mmol.g-1), N(Trt)-W(Boc)-T(t-Bu)-

P(Boc)-Q-C(Trt)-M-L-Y(t-Bu)-L-K-G-C(Trt)-Q(Trt)-Rink amide sequence was synthesized 

following General method for automated solid phase peptide synthesis. The peptide 

was cleaved of the resin according to the General method for cleavage and 

deprotection (Method B) and purified following General method for peptide 

purification to get a white powder (13.2 mg, 3%). HPLC tR = 3.71 min (>95% purity at 

220 and 254 nm, Method B). HRMS (ESI) calculated for C70H109N19O18S2 [M+2H]2+/2: 

783.8820, found: 783.8838  
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NWTPCAMLYLKCAQ, 2 TFA (LIT-01-398) 

 

To a solution of LIT-01-397 (1 eq., 6 mg, 0.0032 mmol) in Tris HCl buffer (pH 8) (6.4 

mL), tris(2-carboxyethyl)-phosphine hydrochloride (2 eq., 1.84 mg, 0.0064 mmol) was 

added and the reaction was stirred 1h at room temperature under argon. Then a solution 

of 1.18 (1 eq., 1.17 mg, 0.0032 mmol) in DMF (6.4 mL) was added dropwise and the 

reaction was stirred under argon and light exclusion at room temperature for 21h30. The 

solvents were partially removed under vacuum to only keep less than 1 mL of liquid which 

was then lyophilized. The crude was then dissolved in a small amount of DMSO and 

purified following General method for peptide purification to get a yellow solid (3.2 

mg, 46%). HPLC tR = 9.44 min (trans) & 9.27 min (cis) (>95% purity at 220 and 254 nm, 

Method C). HRMS (ESI) calculated for C89H127N23O20S3 [M+2H]2+/2: 966.9395, found: 

966.9379  
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NWTPQMLYLKGCQ, 2 TFA (LIT-01-438) 

 

To a solution of LIT-01-437 (1 eq., 6 mg, 0.0031 mmol) in Tris HCl buffer (pH 8) 

(6.23 mL), tris(2-carboxyethyl)-phosphine hydrochloride (2 eq., 1.8 mg, 0.0063 

mmol) was added and the reaction was stirred 1h at room temperature under Argon. 

Then a solution of 1.18 (1 eq., 1.15 mg, 0.0031 mmol) in DMF (62 mL) was added 

dropwise and the reaction was stirred under Argon and light exclusion at room 

temperature for 21h30. The solvents were partially removed under vacuum to only keep 

less than 1 mL of liquid which was then lyophilized. The crude was then dissolved in a 

small amount of DMSO and purified following General method for peptide purification 

to get a yellow solid (0.3 mg, 5%). HPLC tR = 8.38 min (trans) & 7.70 min (cis) (>95% 

purity at 220 and 254 nm, Method C). HRMS (ESI) calculated for C90H128N24O21S3 

[M+2H]2+/2: 988.4424, found: 988.4407  
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NWTPQACLYLKGAC, 2 TFA (LIT-01-405) 

 

To a solution of LIT-01-404 (1 eq., 6.3 mg, 0.0035 mmol) in Tris HCl buffer (pH 8) (7 

mL), tris(2-carboxyethyl)-phosphine hydrochloride (2 eq., 2.012 mg, 0.007 mmol) was 

added and the reaction was stirred 1h at room temperature under Argon. Then a solution 

of 1.18 (1 eq., 1.28 mg, 0.0035 mmol) in DMF (7 mL) was added dropwise and the reaction 

was stirred under Argon and light exclusion at room temperature for 21h30. The solvents 

were removed under vacuum and the crude was dissolved in a small amount of DMSO 

then purified following General method for peptide purification to get yellow solid (2.7 

mg, 37%). HPLC tR = 9.82 min (trans) & 9.43 min (cis) (>95% purity at 220 and 254 nm, 

Method C). HRMS (ESI) calculated for C86H121N23O20S2 [M+2H]2+/2: 929.9300, found: 

929.9311  

2.3 Molecular modelling†  

2.3.1 3D structure of the spexine and of the spexine with the stapled azobenzene 

photoswitch motif 

3D structure of the spexine was prepared using « Protein Builder » module from 

MOE software (Chemical Computing Group, Montréal, Québec, Canada) version 2020.1. 

 
† Performed by Dr. Celien Jacquemard under the supervision of Dr. Esther Kellenberger (UMR7200, 
LIT) 
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Spexin residues were added following the order of the amino acid sequence with an 

imposed α helix structuration between residues 5 and 14.  

3D structure of the trans stapled azobenzene photoswitch motif was constructed by 

hand using « Build Molecule » module from MOE software version 2020.1. 

3D structure of the cis stapled azobenzene photoswitch motif was constructed from 

azobenzene crystallographic structure from Cambridge Structural Database (CSD, code: 

AZBENC01, downloaded on the 4th of October 2021). The two amide functions and 

missing hydrogens were manually added using « Build Molecule » module from MOE 

software version 2020.1. 

The two residues allowing the introduction of the stapled azobenzene photoswitch 

motif were mutated in silico into cysteine. The stapled azobenzene photoswitch motif was 

then manually introduced in order to create a single bound between the sulphur of a 

cysteine and the carbon α of the amide. The structure of the final peptide was then 

minimized using « Energy Minimize » module from MOE software version 2020.1 using 

Amber10:EHT force field and default options.  

2.3.2 Modelling of the photoswitch stapled spexine derivatives with GalR2 

Galanin receptor 2 (GalR2) was constructed by homology starting from the opioid 

related nociceptin receptor 1 (OPRL1, 68.4% homology for GalR2 and 75.1% for GalR3) as 

described by Wong & collaborators143. OPRL1 structure was downloaded from Protein 

Data Bank (PDB, code: 4EA3, downloaded the 19th of January 2022). From this structure 

only the A chain of the protein was conserved. Human GalR2 sequence was downloaded 

from UniProt (code: O43603, downloaded th 19th of January 2022). GalR2 model was 

constructed by homology using MOE software version 2020.01 with default options.  

The spexin (without the stapled azobenzene photoswitch motif) was manually 

placed into GalR2 cavity with respect of the spexin binding mode described by Wong & 

collaborators143. Then the three photoswitch stapled spexin derivatives were aligned on 

the previously placed spexin. 

2.4 Isomerisation of photoswitchable peptides  
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Stock solutions of 10 mM photoswitchable spexins in DMSO analytical grade were 

prepared. Then 5 µL of these stock solutions was diluted in 995 µL HEPES physiological 

buffer (10 mM HEPES, 0.4 mM NaH2PO4, 137.5 mM NaCl, 1.25 mM MgCl2, 1.25 mM CaCl2, 

6 mM KCl, 5.6 mM glucose, pH = 7.4) containing or not 1% (W/V) or 0.1% (W/V) of Bovine 

Serum Albumin (BSA). These 50 µM solutions were then transferred in a 1 mL quartz cell 

then placed at 5 cm from a UV lamp (VL-6.LC, n°18101512, 6W, 230 Volts, 50/60 Hz) and 

irradiated during a define time.  

Absorption measurement and analytical HPLC analysis were performed before light 

exposition (t0) and after different time of light exposure. 

To perform analytical HPLC analysis 100 µL of the 50 µM sample were placed in a 

1.5 mL microtube then 100 µL of ACN were added to precipitate BSA. After 1 min of vortex 

and centrifugation at 13000 rpm during 2 min 150 µL of the supernatant were transferred 

into an HPLC vial. Then 100 µl were injected and analysis by analytical HPLC using method 

C (see Chemical synthesis monitoring). Percentages of each isomer were obtained after 

calculation of the area under curve of the corresponding HPLC peaks recorded at 210 nm.  

2.5 Circular dichroism‡ 

Circular dichroism spectra were performed on a J-820 spectropolarimeter (Jacso, 

Tokyo, Japan) using a 1 mm quartz tank and a 69µM sample diluted in a solvent system 

composed of distilled water and increasing levels of TFE from 0 to 100%. Each spectrum 

was recorded three times with 0.1 nm steps from 185 to 260 nm and a scanning speed of 

50 nm/min, combined and the spectrum of the corresponding solvent was then 

subtracted.  The abundance of secondary structure elements was calculated by 

deconvolution analysis based on the ellipticity, peptide concentration and optical path 

using different algorithms and data banks from dichroweb software 

(http://www.cryst.bbk.ac.uk/cdweb interactive webserver).  

2.6 Evaluation of the functional activity of photoswitched peptides on 

GalR2§ 

 
‡ Performed with the help of Dr. Nicolas Humbert (UMR7021, LBP) 
§ Performed by Valérie Utard & Rosine Fellmann-Clauss under the supervision of Dr. Frédéric 
Simonin (UMR7242, BSC) 

http://www.cryst.bbk.ac.uk/cdweb


 

Page | 187  
 

2.6.1 Cells preparation  

HEK-SnapTag GalR2 were treated with 10 µL of 1 mM of Fluo-4AM (Molecular 

Probes) diluted in 5 mL of HEPES physiological buffer containing 1% (W/V) of BSA 

previously heated at 37°C. After their incubation at 37°C for 1h, the cells were rinsed with 

5 mL PBS and removed from the tissue culture cell dish using 2 mL of versene solution (5 

mM of EDTA in PBS). The cells were then diluted with 8 mL of HEPES/1% BSA buffer and 

centrifuged at 1000 rpm during 5 min. The supernatant was then removed and the pellet 

was suspended in HEPES/1% BSA buffer (volume depend of the initial confluence of the 

cells). They were then distributed in black 96-well plate (Greiner®, Ref 655090) using an 

8-canals micropipette (100 µL per well). The well plate was then centrifuged at 800 rpm 

during 5 min.  

2.6.2 Compounds preparation  

2.6.2.1 Method A  

Solutions of 10 mM photoswitchable spexins in DMSO analytical grade were 

prepared and then diluted in HEPES/1% BSA (10 mM HEPES, 0.4 mM NaH2PO4, 137.5 mM 

NaCl, 1.25 mM MgCl2, 1.25 mM CaCl2, 6 mM KCl, 5.6 mM glucose, 1% (W/V) BSA, pH = 7.4) 

physiological buffer. Two series of each compound were diluted at 50 µM, 10 µM, 2 µM, 

400 nM, 80 nM, 16 nM and 3.2 nM and transferred into half part of two transparent 96-

well plate (Greiner®, Ref 65101) using an 8-canals micropipette (140 µL per well). Each 

well plate containing the same series of compounds (one per column) with Spexin 

(Genecust®) as control for GalR2 activation and Carbachol as a control of the calcium 

response of the cells, which endogenously express M3 muscarinic receptor. For only one 

of the 96-well plates compounds were exposed to 365 nm UV light during 15 min and an 

absorption spectrum of highly concentrated compounds and buffer between 250 and 550 

nm with 10 nm steps before and after light exposure was performed on a reader-pipettor 

FlexStationIII (Molecular Devices) of the PCBIS platform (UMS3286, Illkirch) to confirm 

the isomerisation.  

2.6.2.2 Method B  

Solutions of 10 mM photoswitchable spexine derivatives in DMSO analytical grade 

were prepared and then diluted in HEPES/1% BSA (10 mM HEPES, 0.4 mM NaH2PO4, 

137.5 mM NaCl, 1.25 mM MgCl2, 1.25 mM CaCl2, 6 mM KCl, 5.6 mM glucose, 1% (W/V) 
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BSA, pH = 7.4) physiological buffer. Two series of each compound were diluted at 50 µM, 

10 µM, 2 µM, 400 nM, 80 nM, 16 nM and 3.2 nM and transferred into a transparent 96-

well plate (Greiner®, Ref 65101) using an 8-canals micropipette (140 µL per well) with 

spexin (Genecust®) as control for GalR2 activation and Carbachol as a control of the 

calcium response of the cells. For testing of irradiated compounds, the 96-well plate was 

exposed to 365 nm UV light using a VL-6.LC UV lamp (12W, 6W 365nm and 6W 254nm)  

during 15 min and an absorption spectrum of highly concentrated compounds and buffer 

between 250 and 550 nm with 10 nm steps before and after light exposure was performed 

on a reader-pipettor FlexStationIII (Molecular Devices) of the PCBIS platform (UMS3286, 

Illkirch) to confirm the isomerisation. 

2.6.3 Measurement 

The 96-well plates containing cells and compounds were placed in a reader-pipettor 

FlexStationIII (Molecular Devices) of the PCBIS platform (UMS3286, Illkirch) and pre-

heated at 37°C for 5 min. Cells were excited at 488 nm and their fluorescence at 520 nm 

was measured over time at 37 °C. After 30 sec the compounds were added by the device 

for testing at 10 µM, 2 µM, 400 nM, 80 nM, 16 nM, 3.2 nM and 640 pM final concentrations. 

At the end of the kinetics, the cells were lysed with 150 μM digitonin in order to saturate 

the calcium probe.  

Once the first well plate containing the compounds was tested (Method A) it was 

removed and the second well plate was placed the in a reader-pipettor FlexStationIII 

(Molecular Devices).  

2.6.4 Data analysis  

Data analysis were performed on a KaleidaGraph software (SynergySoftware)  

The basal mean values before addition of the agonists were deduced and the 

amplitude of response to each dose of agonist was normalized to the maximum 

fluorescence intensity of the well obtained after cell lysis. Finally, the amplitudes obtained 

after this normalization were plotted to obtain a dose/response curve that allowed us to 

calculate the EC50 value of the compounds. 
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3. Chapter 2: Design, synthesis and biological evaluation of 

photocage spexin derivatives 

3.1 Chemical synthesis 

2-nitrobenzyl methanesulfonate (2.4)  

 

To a solution of 2-nitrobenzyl alcohol (1 eq., 500 mg, 3.27 mmol) and NEt3 (1.5 eq., 

680 µL, 4.9 mmol) in DCM (4 mL) cooled to 0°C, a solution of MsCl (1.2 eq., 303 µL, 3.92 

mmol) in DCM (5 mL) was added. The reaction mixture was stirred for 1h at 0°C. The 

solvent was removed under vacuum and the crude was dissolved in EtOAc, washed 3 

times with a 10% aqueous solution of HCl, a saturated aqueous solution of NaHCO3 (x3) 

and brine (x3). The organic layer was then dried over Na2SO4, filtered and evaporated 

under vacuum to get a white solid (713 mg, 3.08 mmol, 94%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3):  

δ (ppm) 8.17 (dd, J = 8.2 Hz, 1.2 Hz, 1H) ; [7.81-7.68] (m, 2H) ; 7.56 (ddd, J = 8.2 Hz, 7.0 Hz, 

1.9 Hz, 1H) ; 5.66 (s, 2H) ; 3.12 (s, 3H). 

 

tert-butyl N-tert-butyl-O-(2-nitrobenzyl)-L-tyrosine ester (2.5) 

 

To a solution of tert-butyl-N-tert-butyl-L-tyrosine ester (1 eq., 400 mg, 1.19 

mmol) and K2CO3 (2 eq., 328 mg, 2.37 mmol) in DMF (10 mL) cooled down to 0°C and 

previously stirred during 10 min, tetrabutylammonium iodide (0.1 eq., 44 mg, 0.12 mmol) 

and a solution of 2.4 (2 eq., 548 mg, 2.37 mmol) in DMF (6 mL) were added. The reaction 

mixture was stirred for 1h at 0°C then for 48h at room temperature. The solvent was 

removed under vacuum and the crude was dissolved in EtOAc. The organic layer was 

washed with H2O, dried over Na2SO4 and evaporated under vacuum. The crude was 

purified by silica gel column eluted with 0% to 1% of EtOAc in pentane (v/v) to get a 

colourless oil (550 mg, 1.16 mmol, 98%) 1H NMR (400 MHz, CDCl3):  δ (ppm) 8.33 (dd, J 
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= 8.2 Hz, 1.3 Hz, 1H) ; 8.05 (dd, J = 7.9 Hz, 1.3 Hz, 1H) ; 7.84 (td, J = 7.6 Hz, 1.3 Hz, 1H) ; 

[7.72-7.60] (m, 1H) ; 7.27 (d, J = 8.6 Hz, 2H) ; 7.07 (d, J = 8.6 Hz, 2H) ; 5.63 (s, 2H) ; 5.16 (d, 

J = 8.2 Hz, 1H) ; 4.58 (q, J = 6.6 Hz, 1H) ; 3.17 (dd, J = 6.1 Hz, 3.4 Hz, 2H) ; 1.58 (d, J = 6.2 Hz, 

18H). 

 

N-{[(9H-fluoren-9-yl)methoxy]carbonyl}-O-(2-nitrobenzyl)-L-tyrosine (2.6)  

 

To a solution of 2.5 (1 eq., 550 mg, 1.16 mmol) in H2O (1 mL), trifluoroacetic acid 

(7.7 mL) was added. The reaction mixture was stirred for 3h at room temperature. The 

solvent was removed under vacuum to get a white which was dissolved in a 10% aqueous 

solution of NaHCO3 (11.6 mL). Then a solution of Fmoc-N-hydroxysuccinimide ester (1.2 

eq., 470 mg, 1.39 mmol) was added and the reaction mixture was stirred for 20h at room 

temperature. The solution was acidified with a 0.1 M aqueous solution of HCl until it 

reached pH 2 and the crude was extracted with EtOAc and  purified by silica gel column 

eluted with 17% to 50% of EtOAc and 2% of AcOH in pentane (v/v/v) then by reverse 

phase semi-preparative HPLC eluted with a linear gradient of 5% to 95% of ACN(0.1% 

TFA, v/v) in H2O(0.1% TFA, v/v) (v/v) to get a white solid (499 mg, 1.16 mmol, quant) 1H 

NMR (400 MHz, CDCl3):  δ (ppm) 8.15 (dd, J = 8.1 Hz, 1.3 Hz, 1H) ; 7.85 (d, J = 7.9 Hz, 1H) 

; 7.75 (d, J = 7.6 Hz, 2H) ; [7.68-7.60] (m, 1H) ; 7.55 (t, J = 6.6 Hz, 2H) ; [7.49-7.43] (m, 1H) 

; 7.39 (t, J = 7.4 Hz, 2H) ; [7.32-7.27] (m, 2H) ; 7.06 (d, J = 8.2 Hz, 2H) ; 6.90 (d, J = 8.2 Hz, 

2H) ; 5.43 (s, 2H) ; 5.21 (d, J = 8.2 Hz, 1H) ; 4.67 (q, J = 6.5 Hz, 1H) ; 4.47 (dd, J = 10.4 Hz, 

7.0 Hz, 1H) ; 4.36 (dd, J = 10.6 Hz, 6.8 Hz, 1H) ; 4.19 (t, J = 7.0 Hz, 1H) ; [3.24-3.00] (m, 2H).  
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N-(9H-fluoren-9-ylmethoxy)carbonyl-O-tert-butoxy-L-tyrosine benzyl ester (2.11)  

 

To a solution of Fmoc-Tyr(t-Bu)-OH (1 eq., 250 mg, 0.54 mmol) in DMSO (1.3 

mL), KHCO3 (3.1 eq., 166 mg, 1.66 mmol), TBAI (0.21 eq., 42 mg, 0.11 mmol) and benzyl 

bromide (6 eq., 0.39 mL, 3.28 mmol) were added. The reaction mixture was then let 

stirred overnight at room temperature. The solution was quenched with water, diluted 

with EtOAc and washed successively with saturated aqueous solutions of NaHCO3, 

Na2S2O3 and brine. The organic layer was then concentrated under vacuum and the crude 

was recrystallized from EtOAc to get the product as a white powder (239 mg, 0.44 mmol, 

80%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3):  δ (ppm) 7.76 (d, J = 7.6 Hz, 2H) ; 7.56 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 

[7.42-7.28] (m, 10H),  6.90 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 6.84 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 5.25 (d, J = 8.3 Hz, 

1H), 5.15 (d, J = 4.3 Hz, 2H), 4.68 (q, J = 6.1 Hz, 1H), [4.44-4.32] (m, 3H) ; 4.20 (t, J = 7 Hz, 

1H), 3.07 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 1.31 (s, 9H). 

 

N-(9H-fluoren-9-ylmethoxy)carbonyl-L-tyrosine benzyl ester (2.12)  

 

2.11 (1 eq., 285 mg, 0.52 mmol) was dissolved in HCl 4N/dioxane (3 mL) and 

stirred for 2h at room temperature. The reaction mixture was concentrated under 

vacuum and lyophilized to get the desired compound as a white powder (240 mg, 

0.49 mmol, 94%). 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6)  δ (ppm) 9.24 (s, 1H) ; 7.90 (dd, J 

= 7.8 Hz, 3.3 Hz, 3H), 7.66 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.41 (dt, J = 7.5 Hz, 1.6 Hz, 2H), [7.36-
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7.25] (m, 7H), [7.08-6.99] (m, 2H), [6.70-6.61] (m, 2H), 5.10 (d, J = 1.7 Hz, 2H), 

[4.30-4.13] (m, 4H), 2.95 (dd, J = 13.8 Hz, 5.5 Hz, 1H), 2.82 (dd, J = 13.9 Hz, 9.8 Hz, 

1H).  

 

6-bromo-4-(chloromethyl)-7-hydroxy-2H-chromen-2-one (2.14)  

 

4-bromoresorcinol (1 eq., 1 g, 5.29 mmol) was dissolved in methanesulfonic acid 

(23.3 eq., 8 mL, 123.29 mmol). Methyl 4-chloroacetoacetate (1.48 eq., 0.92 mL, 7.82 

mmol) was then added and the reaction mixture was stirred for 2h at room temperature. 

The solution was then slowly poured into cold H2O (24 mL) and let stirred for 30 min at 

room temperature. The resulting precipitate was then collected by filtration, washed with 

cold water and purified by recrystallization with pentane and EtOAc to get the product as 

a beige solid (1.09 g, 3.76 mmol, 71%). %). 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6):  δ (ppm) 11.56 

(s, 1H) ; 8.00 (s, 1H) ; 6.92 (s, 1H) ; 6.48 (s, 1H) ; 5.00 (s, 1H). 

 

6-bromo-7-hydroxy-4-(hydroxymethyl)-2H-chromen-2-one (2.15) 

 

Method A: A suspension of 2.14 (1 eq., 1 g, 3.45 mmol) in H2O (250 mL) was refluxed 

over 2 days. The reaction mixture was cooled to room temperature, concentrated under 

vacuum and the resulting solid was triturated with a mixture of n-heptane/Et2O (2/1, v/v) 

(6 mL) to get the product as a beige/brown solid (930 mg, 3.77 mmol, 99%) 

Method B: A suspension of 2.14 (1 eq., 500 mg, 1.73 mmol) in H2O (4.5 mL) was 

heated under microwave assistance at 180°C during 30 min then cooled to room 

temperature. Water was removed under vacuum and the resulting solid was triturated 

with a mixture of n-heptane/Et2O (2/1, v/v) to get the product as a brown solid (382.2mg, 

1.41 mmol, 82%). 



 

Page | 193  
 

1H NMR (400 MHz, MeOD) (AL0080):  δ (ppm) 7.81 (s, 1H) ; 6.84 (s, 1H) ; 6.38 (t, J 

= 1.53 Hz, 1H) ; 4.77 (t, J = 1.51 Hz, 2H) ; (400 MHz, DMSO-d6):  δ (ppm) 11.40 (s, 1H) ; 

7.84 (s, 1H) ; 6.90 (s, 1H) ; 6.27 (t, J = 1.6 Hz, 1H) ; 5.62 (t, J = 5.5 Hz, 1H) ; 4.70 (dd, J = 5.5 

Hz, 1.6 Hz, 2H). 

 

7-(benzyloxy)-6-bromo-4-(hydroxymethyl)-2H-chromen-2-one (2.16)  

 

To a suspension of 2.15 (1 eq., 430 mg, 1.59 mmol) in acetone (19.8 mL), K2CO3 (1.75 

eq., 383 mg, 2.78 mmol) and benzyl bromide (1.5 eq., 0.28 mL, 2.38 mmol) were added 

and the reaction mixture was refluxed (60°C) overnight. Then K2CO3 (1 eq., 220 mg, 1.59 

mmol) and benzyl bromide (1eq., 0.19 mL, 1.59 mmol) were added to the reaction mixture 

which was refluxed for 1h. The reaction mixture was filtered under vacuum while hot and 

the solvent was removed under vacuum. The crude was then purified by silica gel column 

eluted with 1% of MeOH in DCM (v/v) to get the product as a beige solid (303 mg, 0.84 

mmol, 53%). 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6):  δ (ppm) 7.81 (s, 1H) ; 6.84 (s, 1H) ; 6.38 (t, 

1H, J = 1.5 Hz) ; 4.77 (t, 2H, J = 1.5 Hz) 

 

N-benzyloxycarbonyl-L-tyrosine benzyl ester (2.19)  

 

To a vigorously stirring suspension of N-benzyloxycarbonyl-L-tyrosine (1 eq., 1 g, 

3.17 mmol) and NaHCO3 (1.99 eq., 0.529 g, 6.3 mmol) in DMF (50 mL), benzyl bromide (5 

eq., 1.9 mL, 15.9 mmol) was added. The reaction mixture was then stirred at room 

temperature during 20h30. Iced water (50 mL) was added and the product was extracted 
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with EtOAc (50 mL). The organic layer was washed with water (50 mL) and brine (50 mL) 

then dried over Na2SO4 and co-evaporated with n-hexane to get a yellowish oil. The crude 

was then purified by silica gel column eluted with 10% to 40% of EtOAc in n-heptane(v/v) 

to get the product as a white powder (1.15 g, 2.84 mmol, 89%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3):  

δ (ppm) 7.34 (tdd, J = 12.3 Hz, 7.0, 3.5 Hz, 10H) ; 6.85 (d, J = 8.5 Hz, 2H) ; 6.64 (d, J = 8.5 

Hz, 2H) ; [5.31-4.97] (m, 4H) ; 4.66 (dt, J = 8.2 Hz, 5.8 Hz, 1H) ; [3.12-2.94] (m, 2H). 

 

6-bromo-4-(hydroxymethyl)-7-(methoxymethoxy)-2H-chromen-2-one (2.20) 

 

A solution of 2.15 (1 eq., 800 mg, 2.95 mmol) in dry DCM (18 mL) was cooled down 

to 0°C. Then DIPEA (1.1 eq., 0.54 mL, 3.25 mmol) and chloro(methoxy)methane (1.2 eq., 

67 µL, 0.88 mmol) were added. The reaction mixture was then stirred at 0°C for 2h. The 

mixture was poured into 0.5 M aqueous solution of citric acid and extracted with CHCl3.  

The combined organic layers were washed with brine and dried over Na2SO4. The solvent 

was then removed under vacuum and the crude was triturated with n-heptane to get a 

beige solid (870 mg, 2.76 mmol, 94%). 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6):  δ (ppm) 7.94 (s, 

1H) ; 7.25 (s, 1H) ; 6.36 (t, J = 1.6 Hz, 1H) ; 5.66 (t, J = 5.5 Hz, 1H) ; 5.42 (s, 1H) ; 4.72 (dd, J 

= 5.5 Hz, 1.6 Hz, 2H) ; 3.42 (s, 1H). 

 

(6-bromo-7-(methoxymethoxy)-2-oxo-2H-chromen-4-yl)methyl-(4-nitrophenyl) 

carbonate (2.21)  

 

To a solution of 2.20 (1 eq., 500 mg, 1.59 mmol)  and 4-nitrophenylchloroformate 

(4 eq., 1.59 g, 6.35 mmol) in dry DCM (15 mL) cooled down to 0°C, DIPEA (5 eq., 1.3 mL, 
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7.93 mmol) was added. The reaction mixture was then stirred for 3h at room temperature. 

The mixture was washed with 0.1M aqueous solution of HCl (3x) then brine and 

recrystallized with pentane and EtOAc to get a beige solid (564 mg, 1.17 mmol, 74%). 1H 

NMR (400 MHz, DMSO-d6):  δ (ppm) 8.36 (dt, J = 9.2 Hz, 2.1 Hz, 2H) ; 8.11 (s, 1H) ; 7.66 

(dt, J = 9.3 Hz, 2.1 Hz, 2H) ; 7.32 (s, 1H) ; 6.51 (s, 1H) ; 5.59 (d, J = 1.4 Hz, 2H) ; 5.46 (s, 2H) 

; 3.44 (s, 1H). 

 

N-(benzylxoycarbonyl)-O-((((6-bromo-7-(methoxymethoxy)-2-oxo-2H-chromen-

4-yl)methoxy)carbonyl)-L-tyrosine benzyl ester (2.22).  

 

To a solution of 2.21 (1 eq., 50 mg, 0.095 mmol) and 2.19 (1.1 eq., 42 mg, 0.104 

mmol) in a mixture of DCM/ACN (1/1, v/v) (4 mL), DMAP (1 eq., 11.6 mg, 0.0947 mmol) 

was added. The reaction mixture was stirred overnight at room temperature then DIPEA 

(3.6 eq., 60 µL, 0.344 mmol) was added and the reaction was stirred for 2h at room 

temperature. The mixture was diluted with DCM then washed with 0.5 M aqueous 

solution of citric acid and brine. The crude was purified by silica gel column treated with 

NEt3 and eluted with 0% to 1% of MeOH in DCM (v/v) to get a white solid (63 mg, 0.084 

mmol, 89%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3):  δ (ppm) 7.71 (s, 1H) ; 7.34 (tq, J = 11.0 Hz, 3.5 

Hz, 13H) ; 7.19 (s, 1H), [7.07-6.95] (m, 4H) ; 6.48 (d, J = 1.4 Hz, 1H) ; 5.37 (d, J = 1.4 Hz, 2H) 

; 5.33 (s, 2H) ; 5.27 (d, J = 7.5 Hz, 1H) ; [5.15-5.07] (m, 4H) ; 4.70 (q, J = 8.2 Hz, 1H) ; 3.53 

(s, 3H), [3.20-3.04] (m, 2H) 13C NMR (101 MHz, CDCl3): δ (ppm) 171.08, 159.83, 156.59, 

155.58, 154.29, 152.91, 149.92, 146.94, 136.19, 134.96, 133.98, 130.58, 128.72, 128.69, 

128.67, 128.55, 128.25, 128.15, 127.49, 120.85, 112.22, 112.05, 108.71, 104.18, 95.21, 

67.41, 67.06, 64.73, 56.74, 54.73, 37.52 HRMS (ESI) calculated for C37H33BrNO11 [M+H]+: 

746.1237, found : 746.1229 
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(E)-7-N,N-(diethylamino)-4-(2-(dimethylamino)vinyl)-2H-chromen-2-one (2.26) 

 

To a solution of 7-N,N-(diethylamino)-4-methyl-2H-chromen-2-one (1 eq., 1 g, 4.32 

mmol) in DMF (10 mL), DMF/DMA (2 eq., 1.2 mL, 8.65 mmol) was added. The reaction 

mixture was then refluxed overnight. The solvent was removed under vacuum. The crude 

was diluted in DCM, washed with saturated aqueous solution of NaHCO3 then dried over 

Na2SO4 and purified by silica gel column eluted with 30% of EtOAc in DCM (v/v) to get a 

brown solid (1 g, 3.49 mmol, 81%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3):  δ (ppm) 7.59 (d, J = 9.1 

Hz, 1H) ; 7.28 (d, J = 13.0 Hz, 1H) ; 6.61 (dd, J = 9.0, 2.7 Hz, 1H) ; 6.54 (d, J = 2.7 Hz, 1H) ; 

5.91 (s, 1H) ; 5.28 (d, J = 13.0 Hz, 1H) ; 3.45 (q, J = 7.1 Hz, 4H) ; 3.05 (s, 5H) ; 1.25 (t, J = 7.1 

Hz, 6H). 

 

7-N,N-(diethylamino)-2-oxo-2H-chromene-4-carbaldehyde (2.27)  

 

To a solution of 2.26 (1 eq., 1 g, 3.49 mmol) in a mixture of THF/H2O (1/1, v/v) (8 

mL), NaIO4 (3 eq., 2.24 g, 10.48 mmol) was added. The reaction mixture was then stirred 

for 2h at room temperature. The precipitate was recovered by filtration and washed with 

EtOAc. It was then dissolved in DCM, washed with saturated aqueous solution of NaHCO3, 

dried over Na2SO4 and purified by silica gel column eluted with 30% EtOAc in pentane 

(v/v) to get a brown solid (553 mg, 2.25 mmol, 65%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3):  δ (ppm) 

10.02 (s, 1H) ; 8.30 (d, J = 9.2 Hz, 1H) ; 6.63 (dd, J = 9.2 Hz, 2.6 Hz, 1H) ; 6.52 (d, J = 2.6 Hz, 

1H) ; 6.45 (s, 1H) ; 3.43 (q, J = 7.1 Hz, 4H) ; 1.22 (t, J = 7.1 Hz, 7H). 

 

 

 



 

Page | 197  
 

7-N,N-(diethylamino)-4-(hydroxymethyl)-2H-chromen-2-one (2.28)  

 

To a solution of 2.27 (1 eq., 553 mg, 2.25 mmol) in THF (6.3 mL) cooled down to 0°C, 

NaBH4 (2 eq., 170 mg, 4.509 mmol) was added and the reaction mixture was stirred for 

5h at room temperature. The solvent was removed under vacuum and the crude was 

dissolved in DCM. The solution was washed with saturated aqueous solution of NaHCO3 

then dried over Na2SO4 and purified by silica gel column eluted with 50% of EtOAc in 

pentane (v/v) to get a yellow solid (452 mg, 1.83 mmol, 81%). 1H NMR (400 MHz, DMSO-

d6) (CM06-0078):  δ (ppm) 7.43 (d, J = 9.0 Hz, 1H) ; 6.67 (dd, J = 9.0 Hz, 2.6 Hz, 1H) ; 6.53 

(d, J = 2.5 Hz, 1H) ; [6.11-6.00] (m, 1H) ; 5.51 (t, J = 5.6 Hz, 1H) ; 4.67 (dd, J = 5.6 Hz, J = 1.5 

Hz, 2H) ; 3.42 (q, J = 7.0 Hz, 4H) ; 1.12 (t, J = 7.0 Hz, 6H). 

 

(7-N,N-(diethylamino)-2-oxo-2H-chromen-4-yl)methyl-(4-nitrophenyl) carbonate 

(2.29).  

 

To a suspension of 2.28 (1 eq., 265 mg, 1.072 mmol) in DCM (25 mL), pyridine (5 

eq., 0.43 mL, 5.36 mmol) and 4-nitrophenylchloroformate (3eq., 648 mg, 3.21 mmol) were 

added and the reaction mixture was stirred for 18h at room temperature. Then DIPEA (5 

eq., 0.89 mL, 5.36 mmol) was added and the reaction was stirred at room temperature for 

2 days. The solution was washed with 1 M aqueous solution of NaHSO4 then purified by 

silica gel column eluted with 0% to 1% of MeOH in DCM (v/v) to get a yellow solid (355 

mg, 0.86 mmol, 80%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3):  δ (ppm) 8.31 (d, J = 9.2 Hz, 2H) ; 7.42 

(d, J = 9.2 Hz, 2H) ; 7.31 (d, J = 9.0 Hz, 1H) ; 6.61 (dd, J = 9.0 Hz, 2.6 Hz, 1H) ; 6.54 (d, J = 2.6 

Hz, 1H) ; 6.23 (t, J = 1.2 Hz, 1H) ; 5.40 (d, J = 1.3 Hz, 2H) ; 3.43 (q, J = 7.1 Hz, 4H) ; 1.22 (t, J 

= 7.1 Hz, 6H) 13C NMR (101 MHz, CDCl3):  δ (ppm) 161.53, 156.42, 155.24, 152.16, 150.89, 
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147.63, 125.42, 124.30, 121.73, 108.81, 107.04, 105.62, 97.99, 65.78, 44.82, 12.43 HRMS 

(ESI) calculated for C21H21N2O7 [M+H]+: 413.1349, found : 413.1357 

 

N-(benzylxoycarbonyl)-O-((((7-N,N-(diethylamino)-2-oxo-2H-chromen-4-

yl)methoxy)carbonyl)-L-tyrosine benzyl ester (2.30)  

 

To a solution of 2.29 (1 eq., 310 mg, 0.75 mmol) and DIPEA (5 eq., 0.65 mL, 3.76 

mmol) in DCM (30 mL), benzyl (2S)-2-{[(benzyloxy)carbonyl]amino}-3-(4-

hydroxyphenyl)propanoate (1.2 eq., 365 mg, 0.902 mmol) was added and the reaction 

mixture was stirred overnight at room temperature. The solution was diluted with DCM 

then washed with 0.1 M aqueous solution of HCl, 0.1 M aqueous solution of NaHCO3 and 

brine. The crude was purified by silica gel column eluted with 0% to 1% of MeOH in DCM 

(v/v) to get a yellow solid (478 mg, 0.7 mmol, 94%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3):  δ (ppm) 

[7.41-7.38] (m, 12H) ; 7.03 (q, J = 7.6 Hz, 4H) ; 6.60 (dd, J = 9.0 Hz, 2.6 Hz, 1H) ; 6.53 (d, J = 

2.5 Hz, 1H) ; 6.22 (t, J = 1.3 Hz, 1H) ; 5.36 (d, J = 1.3 Hz, 2H) ; [5.20-5.06] (m, 5H) ; [4.72-

4.63] (m, 1H) ; 3.42 (q, J = 7.1 Hz, 4H) ; 3.07 (m, 2H) ; 1.22 (t, J = 7.1 Hz, 6H). 13C NMR (101 

MHz, CDCl3) δ (ppm) 171.23, 161.77, 155.92, 153.19, 150.09, 148.64, 148.28, 136.12, 

135.00, 133.94, 130.65, 128.84, 128.81, 128.69, 128.42, 128.27, 125.03, 121.04, 112.13, 

109.34, 108.99, 101.53, 77.48, 77.16, 76.84, 67.62, 67.36, 65.14, 54.89, 47.40, 37.60, 11.95, 

HRMS (ESI) calculated for C39H39N2O9 [M+H]+: 679.2656, found : 679.2657 
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tert-butyl-N-tert-butyl-L-tyrosine ester (2.33)  

 

To a solution of  N-tert-butyl-L-tyrosine (1 eq., 2 g, 8.43 mmol) in a mixture of 

THF/H2O (1/1, v/v) (20 mL), a solution of K2CO3 (2 eq., 2.33 g, 16.86 mmol) in H2O (10 

mL) was added followed by a solution of Boc2O (1.1 eq., 2 g, 9.27 mmol) in THF (10 mL). 

The reaction mixture was stirred for 12h at room temperature. Then the organic solvent 

was removed under vacuum and the product was extracted with EtOAc. The crude was 

purified by silica gel column eluted with 20% of EtOAc in pentane (v/v) to get a white 

solid (2.73 g, 8.091 mmol, 96%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3):  δ (ppm) 7.01 (d, J = 8.1 Hz, 

2H) ; 6.73 (d, J = 8.1 Hz, 2H) ; 5.02 (d, J = 8.3 Hz, 1H) ; 4.40 (q, J = 6.7 Hz, 1H) ; 2.96 (dd, J = 

6.3 Hz, 3.4 Hz, 2H) ; 1.42 (s, 18H). 

 

tert-butyl-N-tert-butyl-O-[((((7-N,N-(diethylamino)-2-oxo-2H-chromen-4-

yl)methoxy)carbonyl)-L-tyrosine ester (2.34)  

 

To a solution of 2.29 (1 eq., 300 mg, 0.73 mmol) in DCM (29 mL),  2.33 (1.2 eq., 294 

mg, 0.87 mmol) and DIPEA (5 eq., 0.63 mL, 3.64 mmol) were added. The reaction mixture 

was stirred overnight at room temperature then it was diluted with DCM, washed with 

0.1 M aqueous solution of HCl, 0.1 M aqueous solution of NaHCO3 and brine. The crude 

was purified by silica gel column eluted with 0% to 1% of MeOH in DCM (v/v) to get a 

yellow solid (368 mg, 0.603 mmol, 83%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3):  δ (ppm) 7.37 (d, J = 

9.0 Hz, 1H) ; 7.27 (d, J = 8.6 Hz, 2H) ; 7.19 (d, J = 8.6 Hz, 2H) ; 6.65 (dd, J = 9.0 Hz, 2.6 Hz, 
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1H) ; 6.57 (d, J = 2.6 Hz, 1H) ; 6.26 (d, J = 1.3 Hz, 1H) ; 5.42 (d, J = 1.3 Hz, 2H) ; 5.13 (d, J = 

8.1 Hz, 1H) ; 4.50 (q, J = 6.7 Hz, 1H) ; 3.47 (q, J = 7.1 Hz, 4H) ; 3.12 (d, J = 6.2 Hz, 2H) ; 1.48 

(s, 9H) ; 1.45 (s, 8H) ; 1.26 (t, J = 7.0 Hz, 6H). 13C NMR (126 MHz, CDCl3): δ (ppm) 170.90, 

161.89, 156.28, 155.26, 153.35, 149.95, 148.51, 134.83, 130.80, 124.63, 120.86, 82.52, 

80.09, 77.41, 77.16, 76.91, 65.29, 54.86, 45.59, 38.05, 28.44, 28.06, 12.39 HRMS (ESI) 

calculated for C33H43N2O9 [M+H]+: 611.2969, found : 677.2970 

 

N-{[(9H-fluoren-9-yl)methoxy]carbonyl}-O-[((((7-N,N-(diethylamino)-2-oxo-2H-

chromen-4-yl)methoxy)carbonyl)-L-tyrosine (2.35)  

 

A solution of 2.34 (1 eq., 368 mg, 0.603 mmol)  in TFA (6 mL) and H2O (1.5 mL) was 

stirred for 3h at room temperature. The reaction mixture was diluted with DCM then 

washed with 0.1 M aqueous solution of HCl, 0.1 M aqueous solution of NaHCO3 and brine. 

The crude was purified by silica gel column eluted with 0% to 1% of MeOH in DCM (v/v) 

to get a white solid which was dissolved in a 10% aqueous solution of NaHCO3 (6 mL). 

Then a solution of Fmoc-N-hydroxysuccinimide ester (1.2 eq., 247 mg, 0.73 mmol) in 

dioxane (3 mL) was added and the reaction mixture was stirred for 20h at room 

temperature. The mixture was then acidified with 0.1 M aqueous solution of HCl until the 

solution reach pH 2. The crude was extracted with EtOAc then purified by silica gel column 

eluted with 17% to 50% of EtOAc and 2% of AcOH in pentane (v/v/v) to get a yellow solid 

(279 mg, 0.41 mmol, 68%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3):  δ (ppm) 10.31 (s, 1H) ; 7.71 (d, J 

= 7.5 Hz, 2H) ; 7.53 (d, J = 7.5 Hz, 2H) ; 7.35 (t, J = 7.4 Hz, 2H) ; 7.25 (ddd, J = 15.4 Hz, 7.7 

Hz, 2.0 Hz, 3H) ; 7.15 (d, J = 8.2 Hz, 2H) ; 7.08 (d, J = 8.2 Hz, 2H) ; 6.57 (dd, J = 9.0 Hz, 2.6 

Hz, 1H) ; 6.48 (d, J = 2.5 Hz, 1H) ; 6.00 (s, 1H) ; 5.50 (d, J = 7.7 Hz, 1H) ; [5.38-5.21] (m, 2H) 

; 4.66 (s, 1H) ; 4.44 (dd, J = 10.7 Hz, 7.1 Hz, 1H) ; 4.34 (dd, J = 10.6 Hz, 6.7 Hz, 1H) ; 4.16 (t, 

J = 6.9 Hz, 1H) ; 3.37 (q, J = 7.1 Hz, 4H) ; 3.13 (t, J = 5.6 Hz, 2H) ; 1.16 (t, J = 7.1 Hz, 6H) 13C 
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NMR (101 MHz, CDCl3): δ (ppm) 156.03, 150.84, 150.19, 149.02, 143.67, 141.37, 130.68, 

127.76, 127.10, 125.09, 125.02, 124.19, 121.00, 120.01, 109.33, 105.66, 105.53, 98.00, 

66.91, 65.17, 47.22, 44.92, 12.38. HRMS (ESI) calculated for C39H36N2O9 [M+H]+ : 

677.2421, found : 677.2515  

 

tert-butyl-N-tert-butyl-O-[(4-nitrophenoxy)carbonyl]-L-tyrosine ester (2.36)  

 

To a solution of  2.33 (1 eq., 200 mg, 0.59 mmol) and DIPEA (5 eq., 0.49 mL, 2.96 

mmol) in dry DCM (4.8 mL) previously stirred during 15 min, a solution of 4-nitrophenyl 

chloroformate (2.5 eq., 373 mg, 1.48 mmol) in dry DCM (7.2 mL) was added dropwise. 

The reaction mixture was then stirred for 1h at room temperature under argon. The 

solution was diluted with DCM and then washed with 0.1 M aqueous solution of HCl (x1), 

saturated aqueous solution of NaHCO3 (until the yellow coloration disappeared) and 

brine (x1). The organic layer was dried over Na2SO4, filtered and the solvent was removed 

under vacuum. The crude was then purified by silica gel column eluted with 1% of EtOAc 

in n-heptane (v/v) to get the desired product as a pale yellow oil (230 g, 0.46 mmol, 79%). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3):  δ (ppm) 8.31 (dt, J = 9.1 Hz, 2.1 Hz, 2H) ; 7.48 (dt, J = 9.1 Hz, 

2.1 Hz, 2H) ; [7.26-7.19] (m, 4H) ; 5.05 (d, J = 8.1 Hz, 1H) ; 4.45 (q, J = 6.7 Hz, 1H) ; [3.08-

3.06] (m, 2H), 1.42 (s, 9H), 1.40 (s, 9H) 13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ (ppm) 170.87, 155.40, 

155.24, 151.12, 149.73, 145.74, 135.32, 130.90, 125.52, 121.87, 120.67, 82.53, 80.06, 

77.48, 77.16, 76.84, 54.91, 38.12, 28.42, 28.06. HRMS (ESI) calculated for C25H31NaN2O9 

[M+Na]+: 525.1849, found : 525.1851 

 

 

 



 

Page | 202  
 

[7-(diethylamino)-2-oxo-2H-chromen-4-yl]methyl-N-methyl-N-[2-

(methylamino)ethyl]carbamate (2.37)  

 

To a solution of N,N’-dimethylethylenediamine (1.48 eq., 19 µL, 0.18 mmol) in THF 

(1.5 mL) cooled to 0°C, a solution of 2.29 (1 eq., 50 mg, 0.12 mmol) in DCM (1.5 mL) was 

added dropwise. The mixture was then stirred for 2h in an ice bath. The reaction was 

quenched with water and extracted with EtOAc (3x). The organic layer was then dried 

over Na2SO4, filtered and evaporated to get the product as a yellow oil (36 mg, 0.104 

mmol, 91%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3):  δ (ppm) 7.30 (d, J = 9.2 Hz, 1H) ; 6.57 (dd, J = 9.0 

Hz, 2.6 Hz, 1H) ; 6.50 (d, J = 2.6 Hz, 1H) ; 6.12 (d, J = 4.5 Hz, 1H) ; 5.25 (d, J = 1.4 Hz, 2H) ; 

3.45 (t, J = 6.5 Hz, 2H) ; 3.40 (q, J = 7.1 Hz, 4H) ; 3.01 (d, J = 11.5 Hz, 3H) ; 2.78 (q, J = 7.0 

Hz, 2H) ; 2.45 (d, J = 12.5 Hz, 3H) ; 1.20 (t, J = 7.1 Hz,  6H). 

 

tert-butyl N-tert-butyl-O-[(7-(diethylamino)-2-oxo-2H-chromen-4-yl]methyl-N-

methyl-N-[2-(methylamino)ethyl]carbamate)carbonyl)-L-tyrosine ester (2.38) 

 

2.37 (1 eq., 18 mg, 0.052 mmol), DIPEA (1.97 eq., 17 µL, 0.102 mmol) and DMAP 

(0.99 eq., 6.2 mg, 0.051 mmol) were dissolved in dry DCM (1 mL) and cooled at 0°C. The 

reaction mixture was stirred for 10 min before a solution of 2.36 (1 eq., 18 mg, 0.052 

mmol) in dry DCM (1 mL) was added dropwise. The reaction was then stirred for 6h at 

room temperature and protected from light. The solution was diluted with DCM and 

washed with 0.1 M aqueous solution of HCl (x1), saturated aqueous solution of NaHCO3 

(until the yellow coloration disappeared) and brine (x1). The organic layer was dried over 
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Na2SO4, filtered and the solvent was removed under vacuum. The crude was then purified 

by silica gel column eluted with 60% of EtOAc in n-heptane (v/v) to get the desired 

compound as a pale yellow oil (19 mg, 0.026 mmol, 51%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3):  δ 

(ppm) 7.30 (m, 1H) ; 7.14 (dt, J = 8.4 Hz, 1.8 Hz, 2H) ; [7.03-7.00] (m, 2H) ; 6.56 (dd, J = 

10.5 Hz, 2.0 Hz, 1H) ; [6.50-6.48] (m, 1H) ; [6.10-6.06] (m, 1H) ; [5.27-5.23] (m, 2H) ; 

4.97(d, J = 8.8 Hz, 1H) ; 4.41 (q, J = 6.7 Hz, 1H) ; [3.62-3.51] (m,  4H) ; 3.40 (q, J = 7.1 Hz, 

4H) ; 3.13 (s, 1H) ; [3.07-3.02] (m, 6H) ; 2.99 (s, 1H) ; 1.41 (s, 9H) ; 1.40 (s, 9H) ; 1.20 (t, J 

= 7.0 Hz, 6H). 13C NMR (126 MHz, CDCl3) δ (ppm) 171.17, 170.89, 162.03, 161.96, 156.30, 

155.72, 155.56, 155.34, 155.18, 155.01, 154.85, 154.67, 154.57, 150.76, 150.38, 133.69, 

133.52, 130.41, 125.08, 124.60, 124.46, 124.42, 122.31, 121.66, 121.54, 108.76, 106.24, 

106.10, 106.04, 105.87, 97.85, 82.16, 79.72, 77.41, 77.16, 76.91, 62.78, 62.71, 62.55, 60.43, 

54.89, 47.60, 47.53, 47.35, 46.95, 46.90, 46.85, 46.37, 44.79, 37.74, 35.70, 35.55, 35.43, 

35.35, 35.32, 35.03, 34.82, 30.97, 29.75, 28.38, 28.03, 22.74, 21.10, 14.26, 14.17, 12.50 

HRMS (ESI) calculated for C38H53N4O10 [M+H]+: 725.3762, found : 725.3788. 

 

N-(((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)-O[(7-(diethylamino)-2-oxo-2H-chromen-

4-yl]methyl-N-methyl-N-[2-(methylamino)ethyl]carbamate)carbonyl)-L-tyrosine 

(2.39)  

 

To a solution of  2.38 (1 eq., 70 mg, 0.097 mmol) in DCM (3.6 mL), TFA (3.7 mL) was 

added. The reaction mixture was stirred at room temperature under dark for 3h. The 

solvents were removed under vacuum and the resulting pale red oil was resuspended in a 

10% aqueous solution of NaHCO3 (0.97 mL). Then, a solution of Fmoc-N-

hydroxysuccinimide ester (1.2 eq., 39 mg, 0.12 mmol) in dioxane (0.5 mL) was added and 

the reaction was stirred overnight at room temperature and protected from light.  The 
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solution was diluted with water and acidified with a 1 M aqueous solution of HCl to pH 2. 

The mixture was extracted with EtOAc, dried over Na2SO4 and concentrated under 

vacuum. The crude was then purified by silica gel column eluted with 70% of EtOAc and 

2% of AcOH in n-heptane (v/v/v) to get the desired compound as a pale yellow solid (73.5 

mg, 0.093 mmol, 96%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3):  δ (ppm) 7.85 (d, J = 7.7 Hz, 2H) ; 7.72 

(dd, J = 8.9 Hz, 3.7 Hz, 1H) ; 7.65 (d, J = 7.5 Hz, 1H) ; 7.62 (d, J = 7.5 Hz, 1H) ; [7.43-7.35] 

(m, 3H) ; 7.29 (p, J = 7.9 Hz, 2H) ; 7.24 (t, J = 7.7 Hz, 2H) ; 6.98 (td, J = 10.1 Hz, 5.5 Hz, 2H) 

; 6.62 (dd, J = 9.1 Hz, 2.5 Hz, 1H) ; [6.57-6.48] (m, 1H) ; [5.96-5.92] (m, 1H), [5.25-5.15] (m, 

2H) ; [4.21-4.14] (m, 4H) ; [3.55-3.46] (m, 4H) ; [3.41-3.35] (m, 4H) ; [3.09-2.83] (m, 8H) ; 

1.09 (td, J = 7.0 Hz, 3.3 Hz, 6H) 13C NMR (126 MHz, DMSO) δ (ppm) 173.29, 160.65, 158.84, 

158.53, 158.23, 157.93, 155.97, 155.80, 155.00, 151.31, 150.97, 150.40, 149.83, 143.80, 

143.75, 140.68, 134.75, 129.84, 127.60, 127.05, 125.31, 125.22, 121.44, 120.05, 118.59, 

116.29, 114.00, 111.70, 108.78, 105.37, 104.73, 96.92, 65.64, 62.37, 62.25, 62.07, 55.50, 

46.59, 46.18, 44.01, 40.11, 40.02, 39.95, 39.85, 39.78, 39.69, 39.61, 39.52, 39.44, 39.35, 

39.19, 39.02, 35.75, 34.98, 34.79, 34.62, 34.15, 34.01, 12.26. HRMS (ESI) calculated for 

C44H47N4O10 [M+H]+: 791.3292, found : 791.3286 

 

N-{[(9H-fluoren-9-yl)methoxy]carbonyl}-N’-({[7-N,N-(diethylamino)-2-oxo-2H-

chromen-4-yl]methoxy}carbonyl)-L-lysine (2.40)  

 

To a solution of 2.29 (1 eq., 254 mg, 0.62 mmol) in DCM (25 mL), N-Fmoc-L-lysine 

hydrochloride (1.25 eq., 311.7 mg, 0.77 mmol) and DIPEA (5 eq., 0.54 mL, 3.08 

mmol) were added. The solution was stirred for 12h at room temperature. The reaction 

mixture was then concentrated under vacuum and the crude was purified by silica gel 

column eluted with 100% DCM to 100 % DCM with one drop of MeOH to get a pale yellow 

solid (400 mg, 0.62 mmol, quantitative). HPLC tR = 5.48 min (220 nm, Method B) ; 1H NMR 
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(400 MHz, DMSO-d6) :  δ (ppm) 12.56 (s, 1H) ; 7.90 (d, J = 7.5 Hz, 2H) ; 7.73 (d, J = 7.5 Hz, 

2H) ; 7.63 (d, J = 8.0 Hz, 1H) ; 7.53 (t, J = 5.7 Hz, 1H) ; 7.42 (t, J = 7.7 Hz, 3H) ; 7.33 (td, J = 

7.5 Hz, 1.2 Hz, 2H) ; 6.68 (dd, J = 9.1 Hz, 2.6 Hz, 1H) ; 6.54 (d, J = 2.5 Hz, 1H) ; 5.97 (s, 1H) ; 

5.20 (s, 2H) ; [4.32-4.15] (m, 3H) ; 3.92 (td, J = 8.9 Hz, 4.6 Hz, 1H) ; 3.43 (q, J = 7.0 Hz, 4H) 

; 3.03 (q, J = 6.5 Hz, 2H) ; [1.79-1.53] (m, 2H), [1.53-1.25] (m, 4H) ; 1.12 (t, J = 7.0 Hz, 6H) 

13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 12.78, 23.37, 29.37, 30.86, 44.46, 47.14, 54.23, 

61.31, 66.06, 97.33, 104.96, 109.21, 120.57, 125.74, 125.77, 127.53, 128.10 HRMS (ESI) 

calculated for C36H40N3O8 [M+H]+: 641.2815, found : 641.2817 

 

5-bromo-2-naphthoic acid (2.46)  

 

To a boiling solution of 2-napthoic acid (1 eq., 2 g, 11.62 mmol) in AcOH (10 mL), 

bromine (1 eq., 600 µL, 11.68 mmol) containing iodine (0.017 eq., 10 µL, 0.2 mmol) was 

added dropwise. The reaction mixture was then refluxed for 30 min. The mixture was 

then cooled to form a white precipitate which was recovered by filtration and washed 

with AcOH and H2O. The crude was then recrystallized from MeOH to get a white solid 

(1.3 g, 5.18 mmol, 45%) 1H NMR (400 MHz, MeOD):  δ (ppm) 8.66 (d, J = 1.7 Hz, 1H) ; 8.31 

(d, J = 8.8 Hz, 1H) ; 8.18 (dd, J = 8.9 Hz, 1.7 Hz, 1H) ; 8.06 (d, J = 8.2 Hz, 1H) ; 7.96 (dd, J = 

7.5 Hz, 1.1 Hz, 1H) ; 7.48 (t, J = 7.9 Hz, 1H). 

 

5-hydroxy-2-naphthoic acid (2.47)  

 

2.46 (1 eq., 500 mg, 1.99 mmol), tetrabutylammonium hydroxide (190.8 eq., 9.5 mL, 

380 mmol), Cu2O (0.049 eq., 14 mg, 0.098 mmol) and 1,10-phenanthroline-4,7-diol (0.1 

eq., 42 mg, 0.2 mmol) were dissolved in H2O (5 mL). The reaction mixture was placed in a 

sealed tube and heated at 100°C for 72h. The mixture was acidified with 2 N aqueous 

solution of HCl until it reached pH 2-3. The crude was extracted with EtOAc and purified 
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by silica gel column eluted with 10% of MeOH in DCM (v/v) to get a white solid (374 mg, 

1.99 mmol, quant) 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6):  δ (ppm) 13.05 (s, 1H) ; 10.36 (s, 1H) ; 

8.50 (d, J = 1.7 Hz, 1H) ; 8.20 (d, J = 8.7 Hz, 1H) ; 7.91 (dd, J = 8.8 Hz, 1.7 Hz, 1H) ; 7.53 (d, J 

= 8.1 Hz, 1H) ; [7.43-7.32] (m, 1H) ; 7.00 (dd, J = 7.5, 1.0 Hz, 1H). 

 

methyl 5-hydroxy-2-naphthaloate (2.48)  

 

To a solution of 2.47 (1 eq., 376 mg, 2 mmol) in MeOH (17.6 mL) and cooled to -

20°C, SOCl2 (3 eq., 713 mg, 6 mmol) was added. The reaction was warmed to room 

temperature then refluxed for 19h. The solvent was removed under vacuum and the crude 

was dissolved in EtOAc then washed with brine and purified by silica gel column eluted 

with 30% of EtOAc in pentane (v/v) to get a brown solid (380 mg, 1.88 mmol, 94%) 1H 

NMR (400 MHz, CDCl3):  δ (ppm) [8.61-8.52] (m, 1H) ; 8.25 (dt, J = 8.8 Hz, 0.8 Hz, 1H) ; 

8.06 (dd, J = 8.8 Hz, 1.7 Hz, 1H) ; 7.54 (dt, J = 8.4 Hz, 0.9 Hz, 1H) ; 7.37 (dd, J = 8.3 Hz, 7.5 

Hz, 1H) ; 6.95 (dd, J = 7.4, 1.0 Hz, 1H) ; 3.99 (s, 4H). 

 

6-(hydroxymethyl)naphthalen-1-ol (2.44)  

 

To a solution of 2.48 (1 eq., 341 mg, 1.69 mmol) in THF (28 mL) cooled at 0°C, LiAlH4 

(2 eq., 3.3 mL, 3.37 mmol) was added over a period of 15 min. The reaction was warmed 

to room temperature then stirred for 5h. The mixture was cooled to 0°C and 128 µL of 

H2O then 128 µL of a 15% aqueous solution of NaOH and 383 µL of H2O were successively 

added. The suspension was then filtered to get a green solid (294 mg, 1.69 mmol, quant) 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) :  δ (ppm) 8.18 (d, J = 8.5 Hz, 1H) ; 7.59 (d, J = 1.6 Hz, 1H) ; 

7.24 (dd, J = 8.6 Hz, 1.7 Hz, 1H) ; 7.15 (t, J = 7.8 Hz, 1H) ; 6.97 (d, J = 8.1 Hz, 1H) ; 6.70 (dd, 

J = 7.6, 1.1 Hz, 1H) ; 4.62 (s, 2H). 
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5-(diethylamino)-2-nitrosophenol (2.43)  

 

To a solution of 3-diethylaminophenol (1 eq., 1 g, 6.05 mmol) in ACN (20 mL), tert-

butyl nitrite (1.2 eq, 750 mg, 7.26 mmol) was added and the reaction was stirred at 70°C 

for 30min. The mixture was cooled down to room temperature and the solvent was 

removed under vacuum to get a brown solid (1.17 g, 6.02 mmol, quant) 1H NMR (400 

MHz, DMSO-d6):  δ (ppm) 7.31 (d, J = 9.9 Hz, 1H) ; 6.53 (dd, J = 9.9 Hz, 2.5 Hz, 1H) ; 5.66 (d, 

J = 2.6 Hz, 1H) ; 3.48 (q, J = 7.0 Hz, 4H) ; 1.26 (t, J = 7.2 Hz, 6H).  

 

9-(diethylamino)-2-(hydroxymethyl)-5H-benzo[a]phenoxazin-5-one (2.42)  

 

A solution of 2.43 (1.1 eq., 61 mg, 0.32 mmol) and 2.44 (1 eq., 50 mg, 0.29 mmol) in 

DMF (6.6 mL) was refluxed for 5h. The solvent was removed under vacuum and the crude 

was purified by silica gel column eluted with 60% of EtOAc in pentane (v/v) then by 

reverse phase semi-preparative HPLC eluted with a linear gradient of 5% to 95% of 

ACN(0.1% TFA, v/v) in H2O(0.1% TFA, v/v) (v/v) to get a purple solid (6 mg, 0.017 mmol, 

6%) 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6):  δ (ppm) 8.55 (s, 1H) ; 8.09 (d, J = 8.1 Hz, 1H) ; 7.65 

(dd, J = 11.4 Hz, 8.4 Hz, 2H) ; 6.85 (dd, J = 9.1 Hz, 2.7 Hz, 1H) ; 6.69 (d, J = 2.7 Hz, 1H) ; 6.29 

(s, 1H) ; 4.73 (s, 2H) ; 3.52 (q, J = 7.2 Hz, 4H) ; 1.18 (t, J = 7.0 Hz, 6H). 

 

4-nitrophenyl-N-(2-phenylethyl)carbamate (2.51).  

 

To a solution of phenethylamine (1.1 eq., 288 mg, 2.38 mmol) in DCM (12 mL), 4-

nitrophenylchloroformate (1 eq., 528 mg, 2.62 mmol) and pyridine (1.1 eq, 210 µL, 2.62 

mmol) were added and stirred overnight at room temperature. The reaction mixture was 
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then washed successively with H2O, 1 M aqueous solution of HCl and 1 M aqueous solution 

of NaOH. The crude was purified by silica gel column eluted with 100% DCM to get a white 

solid (321 mg, 1.12 mmol, 47%) 1H NMR (400 MHz, CDCl3):  δ (ppm) 8.22 (d, J = 9.2 Hz, 

2H) ; [7.41-7.17] (m, 7H) ; 5.13 (s, 1H) ; 3.56 (td, J = 6.9 Hz, 6.0 Hz, 2H) ; 2.90 (t, J = 6.9 Hz, 

2H). 

 

(9-(diethylamino)-5-oxo-5H-benzo[a]phenoxazin-2-yl)methyl 

phenethylcarbamate (2.52).  

 

A solution of 2.42 (1.15 eq., 9 mg, 0.028 mmol), 2.51 (1 eq., 6.4 mg, 0.022 mmol) and 

DIEA (5 eq., 20 µL, 0.11 mmol) in DCM (1 mL) was stirred overnight at room temperature. 

The reaction mixture was diluted with DCM then washed successively with 0.1 M aqueous 

solution of HCl, 0.1 M aqueous solution of NaHCO3 and brine. The crude was purified by 

silica gel column eluted with 0.1% of MeOH in DCM (v/v) then by reverse phase semi-

preparative HPLC eluted with a linear gradient of 5% to 95% of ACN(0.1% TFA, v/v) in 

H2O(0.1% TFA, v/v) (v/v) to get a purple solid (0.4 mg, 0.8 µmol, 3%) 1H NMR (700 MHz, 

DMSO-d6) δ (ppm) 8.11 (d, J = 8.1 Hz, 1H) ; 7.63 (d, J = 8.5 Hz, 2H) ; 7.50 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 

7.27 (t, J = 7.6 Hz, 2H) ; 7.21 (d, J = 7.6 Hz, 3H) ; 7.19 (tt, J = 7.2, 1.4 Hz, 1H) ; 6.85 (dd, J = 

9.1 Hz, 2.7 Hz, 1H) ; 6.69 (d, J = 3.0 Hz, 1H) ; 6.30 (d, J = 2.3 Hz, 1H) ; 3.51 (q, J = 7.2 Hz, 5H) 

; 3.25 (q, J = 7.3 Hz, 2H) ; 2.75 (t, J = 7.5 Hz, 2H) ; 1.17 (t, J = 7.1 Hz, 7H). HRMS (ESI) 

calculated for C30H30N3O4 [M+H]+: 496.2236, found : 496.2266 
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3.2 Peptide synthesis  

NWTPQAMLY(o-NB)LKGAQ, 2 TFA (LIT-01-441) 

 

Starting from 0.25 mmol Rink amide Resin (0.4 mmol.g-1), L-K-G-C(Trt)-Q(Trt)-Rink 

amide sequence was synthesized following General method for automated solid phase 

peptide synthesis then N(Trt)-W(Boc)-T(Boc)-P(Boc)-Q(Trt)-A-M-L-Y(o-NB)-L-K(Boc)-

G-A-Q(Trt)-Rink amide sequence was synthesized following General method for 

manual solid phase peptide synthesis. The peptide was cleaved of the resin according 

to the General method for cleavage and deprotection (Method B) and purified 

following General method for peptide purification to get a white powder (6 mg, 1%). 

HPLC tR = 3.93 min (>95% purity at 220 and 254 nm, Method B), 8.75 min (Method C) 

HRMS (ESI) calculated for C81H121N21O21S [M+2H]2+/2: 877.9383, found: 877.9388 

 

NWTPQAMLYL(DEACM)KGAQ, 1 TFA (LIT-01-445) 

 

Starting from 0.25 mmol Rink amide Resin (0.4 mmol.g-1), G-C(Trt)-Q(Trt)-Rink 

amide sequence was synthesized following General method for automated solid phase 

peptide synthesis then N(Trt)-W(Boc)-T(Boc)-P(Boc)-Q(Trt)-A-M-L-Y(t-Bu)-L-

K(Coum)-G-A-Q(Trt)-Rink amide sequence was synthesized following General method 

for manual solid phase peptide synthesis. The peptide was cleaved of the resin 

according to the General method for cleavage and deprotection (Method B) and 
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purified following General method for peptide purification to get a white powder (1.2 

mg, 1%). HPLC tR = 4.28 min (>95% purity at 220 and 254 nm, Method B), 9.75 min 

(Method C). HRMS (ESI) calculated for C89H131N21O23S [M+2H]2+/2: 946.9724, found: 

946.9717 

 

NWTPQAMLY(linker-DEACM)LKGAQ, 2 TFA (LIT-01-453) 

 

Starting from 0.25 mmol Rink amide Resin (0.4 mmol.g-1), L-K-G-C(Trt)-Q(Trt)-Rink 

amide sequence was synthesized following General method for automated solid phase 

peptide synthesis then N(Trt)-W(Boc)-T(Boc)-P(Boc)-Q(Trt)-A-M-L-Y(linker-DEACM)-

L-K(Boc)-G-A-Q(Trt)-Rink amide sequence was synthesized following General method 

for manual solid phase peptide synthesis. The peptide was cleaved of the resin 

according to the General method for cleavage and deprotection (Method B) and 

purified following General method for peptide purification to get a white powder (7.3 

mg, 10%). HPLC tR = 3.93 min (>95% purity at 220 and 254 nm, Method B), 9.03 min 

(Method C) HRMS (ESI) calculated for C94H142N23O24S [M+3H]3+/3: 669.6773, found: 

669.6787 

3.3 Photocleavage of photocaged peptides  

Method A: Stock solutions of 10 mM photocage spexins in DMSO analytical grade 

were prepared. Then 5 µL of this stock solution was diluted in 995 µL HEPES physiological 

buffer (10 mM HEPES, 0.4 mM NaH2PO4, 137.5 mM NaCl, 1.25 mM MgCl2, 1.25 mM CaCl2, 

6 mM KCl, 5.6 mM glucose, pH = 7.4) containing 1% (W/V) of Bovine Serum Albumin 

(BSA). This 50 µM solution was then transferred in a 1 mL quartz cuvette then placed at 

5 cm from a UV lamp (VL-6.LC, n°18101512, 6W, 230 Volts, 50/60 Hz) and irradiated at 

365 nm during a define time.  
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Method B: Stock solutions of 10 mM photocage spexins in DMSO analytical grade 

were prepared. Then 10 µL of this stock solution was diluted in 1990 µL HEPES 

physiological buffer (10 mM HEPES, 0.4 mM NaH2PO4, 137.5 mM NaCl, 1.25 mM MgCl2, 

1.25 mM CaCl2, 6 mM KCl, 5.6 mM glucose, pH = 7.4) containing or not 1% (W/V) of Bovine 

Serum Albumin (BSA). This 50 µM solution was then transferred in a 35 mm high glass 

bottom 81156 μ-dish (Ibidi®) then placed uncovered at 5 cm from a UV lamp ((VL-6.LC, 

n°18101512, 6W, 230 Volts, 50/60 Hz)) and irradiated at 365 nm during a define time.  

Analytical HPLC analysis were performed before light exposition (t0) and after 

different times of light exposure: 

100 µL of the 50 µM sample were placed in a 1.5 mL plastic microtube then 100 µL 

of ACN were added to precipitate BSA. After 1 min of vortex and centrifugation at 13000 

rpm during 2 min on a 5415R centrifuge (Eppendorf) 150 µL of the supernatant were 

transferred into an HPLC vial. Then 100µl were injected and analysis by analytical HPLC 

using method B or C (see Chemical synthesis monitoring).  

3.4 Evaluation of the functional activity of photocaged peptides on 

GalR2** 

3.4.1 Cells preparation  

HEK-SnapTag GalR2were treated with 10 µL of 1 mM of Fluo-4AM (Molecular 

Probes) diluted in 5 mL of HEPES physiological buffer containing 1% BSA (W/V) 

previously heated at 37°C. After their incubation at 37°C for 1h, the cells were rinsed with 

5 mL PBS and removed from the tissue culture cell dish using 2 mL of versene solution (5 

mM of EDTA in PBS). The cells were then diluted with 8 mL of HEPES/1% BSA buffer and 

centrifuged at 1000 rpm during 5 min. The supernatant was then removed and the pellet 

was resuspended in HEPES/1% BSA buffer (volume depend of the initial confluence of 

the cells). They were then distributed in black 96-well plate (Greiner®, Ref 655090) using 

an 8-canals micropipette (100 µL per well). The well plate was then centrifuged at 800 

rpm during 5 min  

 

 
** Performed by Valérie Utard & Rosine Fellmann-Clauss under the supervision of Dr. Fédéric 
Simonin (UMR7242, BSC) 
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3.4.2 Compounds preparation  

Solutions of 10 mM photocaged spexine derivatives in DMSO analytical grade were 

prepared and then diluted in HEPES/1% BSA (10 mM HEPES, 0.4 mM NaH2PO4, 137.5 mM 

NaCl, 1.25 mM MgCl2, 1.25 mM CaCl2, 6 mM KCl, 5.6 mM glucose, 1% BSA (W/V), pH = 7.4) 

physiological buffer. Two series of each compounds were diluted at 50 µM, 10 µM, 2 µM, 

400 nM, 80 nM, 16 nM and 3.2 nM concentrations. Only one series of compound was 

transferred into a transparent 96-well plate (100 µL per well) using an 8-canals 

micropipette and was exposed to 365 nm UV light using a VL-6.LC UV lamp (12W, 6W 

365nm and 6W 254nm)  during 30 or 60min. Then the other series of compounds was 

transferred into the same well plate (125 µL per well) using an 8-canals micropipette.  

3.4.3 Measurement 

 The 96-well plates containing cells and compounds were placed in a reader-

pipettor FlexStationIII (Molecular Devices) of the PCBIS platform (UMS3286, Illkirch) and 

pre-heated at 37°C for 5 min. Cells were excited at 488 nm and their fluorescence at 520 

nm was measured over time at 37 °C. After 30 sec the compounds were added by the 

device for testing at 10 µM, 2 µM, 400 nM, 80 nM, 16 nM, 3.2 nM and 640 pM final 

concentrations. At the end of the kinetics, the cells were lysed with 150 μM digitonin in 

order to saturate the calcium probe.  

3.4.4 Data analysis  

Data analysis were performed on a KaleidaGraph software (SynergySoftware)  

The basal mean values before addition of the agonists were deduced and the 

amplitude of response to each dose of agonist was normalized to the maximum 

fluorescence intensity of the well obtained after cell lysis. Finally, the amplitudes obtained 

after this normalization were plotted to obtain a dose/response curve that allowed us to 

calculate the EC50 value of the compounds. 
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Résumé 

La douleur chronique est un problème de santé publique majeur et les analgésiques 
opioïdes présentent de nombreux effets secondaires et sont connus pour induire de la 
tolérance et de l’addiction. Il y a donc un besoin urgent de trouver des traitements 
alternatifs. GalR2 est un RCPG connu pour être impliqué dans la modulation de la 
douleur, toutefois son rôle précis n’est pas encore clair. Afin de permettre un contrôle 
spatio-temporel précis de ce récepteur nous avons utilisé la photopharmacologie pour 
développer les premiers dérivés photoactivables de la spexine, un neuropeptide 
endogène qui active spécifiquement GalR2. Nous avons synthétisé des dérivés 
photoisomérisables portant un motif azobenzène qui ont montré différents profils 
d’activité vis-à-vis de GalR2. A côté de cela, les dérivés photocage de la spexine 
comprenant une tyrosine protégée avec un o-NB ou une DEACM ont montré une 
photoactivation significative ce qui a amené au développement de la première sonde 
photoactivable de GalR2 qui pourra être utilisée sur l’animal vivant. 

Mots clés : douleur, GalR2, RCPG, photopharmacologie, spexine, photoisomérisable, 
photocage 

 

Abstract 

Chronic pain is a major public health issue and opioid analgesics present many side 
effects and they are known to prone tolerance and addiction. So there is an urgent 
need for alternative treatments. GalR2 is a GPCR know to be involved in pain 
modulation, however its precise role is still unclear. To allow a precise spatio-temporal 
control of this receptor, we used photopharmacology to develop the first 
photoactivatable derivatives of the spexin, an endogenous neuropeptide that 
specifically activate GalR2. We synthesized photoswitchable derivatives bearing an 
azobenzene moiety and they demonstrated different activity patterns towards GalR2. 
On the other hand, photocage spexin derivatives bearing a tyrosine protected with  
o-NB or DEACM showed significant photoactivation leading to the development of the 
first photoactivatable probe for GalR2 which could be further use in living animal. 

Keywords: pain, GalR2 GPCR, photopharmacology, spexin, photoswitchable, 
photocage  
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