woO 2009/083663 A2 |10 00 OO0 O O IR

(12) DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION
EN MATIERE DE BREVETS (PCT)

(19) Organisation Mondiale de la Propriété
Intellectuelle
Bureau international

(43) Date de la publication internationale
9 juillet 2009 (09.07.2009)

AT X
L |0 OO O O

(10) Numéro de publication internationale

WO 2009/083663 A2

(51) Classification internationale des brevets :
CO7K 7/54 (2006.01) AGIK 38/12 (2006.01)
CO7K 5/12 (2006.01) AGIP 31/00 (2006.01)

(21) Numéro de la demande internationale :
PCT/FR2008/001403

(22) Date de dépot international :
8 octobre 2008 (08.10.2008)

(25) Langue de dépot : francais

(26) Langue de publication : francais

(30) Données relatives a la priorité :

07/07108 10 octobre 2007 (10.10.2007) FR

(71) Déposants (pour tous les Etats désignés sauf US) :
CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIEN-
TIFIQUE [FR/FR]; 3, rue Michel- Ange, F-75794 Paris
Cedex 16 (FR). UNIVERSITE DE RENNES I [FR/FR];
2, rue du Thabor, CS 46510, F-35065 Rennes Cédex (FR).
BAUDY, FLOC’H, Michéle [FR/FR]; 2bis, rue Moreau
de Jonnes, F-35000 RENNES (FR).

(72)
(75)

Inventeurs; et

Inventeurs/Déposants (pour US seulement) : LAU-
RENCIN, Mathieu [FR/FR]; Appt 705 Résidence de
la Sagesse, 13A Quai Ile et Rance, F-35000 Rennes
(FR). ZATYLNY-GAUDIN, Céline [FR/FR]; 14, rue
des Crétes, F-14760 BRETTEVILLE SUR ODON (FR).
HENRY, Joél [FR/FR]; 9, rue Malherbe, F- 14400
BAYEUX (FR).

(74) Mandataire : MOUGET-GONIOT, Claire, Gros-
set-Fournier & Demachy SARL, 54, rue Saint-lLazare,
F-75009 Paris (FR).

(81) Ktats désignés (sauf indication contraire, pour tout titre de

protection nationale disponible) : AE, AG, AL, AM, AO,

AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BH, BR, BW, BY, BZ, CA, CH,

CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DO, DZ, EC, EE, EG,

ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, GT, HN, HR, HU, ID, 1L,

IN, IS, JP, KE, KG, KM, KN, KP, KR, KZ, LA, LC, LK,

LR, LS, LT, LU, LY, MA, MD, ME, MG, MK, MN, MW,

MX, MY, MZ, NA, NG, NI, NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT,

RO, RS, RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SM, ST, SV, SY, TJ,

™™, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA, ZM,

ZW.

(84) Ktats désignés (sauf indication contraire, pour tout titre

de protection régionale disponible) : ARIPO (BW, GH,

GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM,

ZW), eurasien (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM),

européen (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI,

FR, GB,GR, HR, HU, IE, IS, IT, LT, LU, LV, MC, MT, NL,

NO, PL, PT, RO, SE, SI, SK, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG,

CIL, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Publiée :

sans rapport de recherche internationale, sera republiée
des réception de ce rapport

avec la partie réservée au listage des séquences de la des-
cription publiée séparément sous forme électronique et dis-
ponible sur demande auprés du Bureau international

(54) Title: CYCLIC PEPTIDES COMPRISING AT LEAST ONE AZA-B3-AMINOACYL RESIDUE AND USES THEREOF

(54) Titre : PEPTIDES CYCLIQUES COMPRENANT AU MOINS UN RESIDU AZAB3 AMINOACYLE ET LEURS UTILI-

SATIONS

(57) Abstract: Cyclic peptides having a random alternation of L-a-aminoacyl residues and of aza-B3-aminoacyl residues and uses

thereof.

(57) Abrégé : Peptides cycliques présentant une alternance aléatoire de résidus L-a-aminoacyles et de résidus aza-B3-aminoacyles

et leurs utilisations.



WO 2009/083663 PCT/FR2008/001403

PEPTIDES CYCLIQUES COMPRENANT AU MOINS UN RESIDU AZAP3
AMINOACYLE ET LEURS UTILISATIONS

La présente invention a pour objet des peptides cycliques comprenant au moins un
résidu azaP® aminoacyle, ainsi que leurs utilisations dans des compositions
pharmaceutiques.

La plupart des médicaments anti-infectieux disponibles appartiennent a la classe
des petites molécules chimiques mais de nombreux projets en recherche et
développement s'intéressent aujourd'hui a la classe des peptides thérapeutiques.

En effet les propriétés anti-infectieuses de certains peptides sont le sujet de
découvertes intéressantes dans le domaine antibactérien, les souches bactériennes
devenant de plus en plus résistantes aux antimicrobiens, d'oti la nécessité de trouver de
nouvelles molécules actives.

Récemment, un groupe a montré qu'il pouvait construire des peptides
antibactériens et antifongiques de trés petite taille constitués seulement de quatre acides
aminés. Un des acides aminés est remplacé par son énantiomere et une chaine d'acides
gras est attachée a la séquence peptidique (C14-KKkK). Dans ce cas, la structure en trois
dimensions ne semble pas critique pour l'activité anti-infectieuse du peptide (Makovitzki
A., Avrahami D., Shai, Y. PNAS, 2006, 10, 15997). En revanche, la séquence du peptide
et la longueur de 1'acide gras déterminent le spectre d'activité antimicrobienne.

Une nouvelle famille a également été décrite, il s'agit de peptides cycliques,
alternant acides aminés L et D (Fernandez-Lopez S., Kim HS., Choi E., Delgado M.
Granja JR., Khazanov A., Kraechenbuehl K., Long G., Weinberger DA, Wilcoxen KM.,
Ghadiri MR., Nature., 2001, 412, 452 ; Dartois, V., Sanchez-Quesada J., Cabezas E.,
Chi E., Dubbelde C., Dunn C., Granja J., Gritzen C., Weinberger D., Ghadirt M.R., Parr
T.R. Antimicrob. Agents Chemother. 2005, 49, 3302 ; WO 02/090503). Ces peptides
synthétiques présentant des propriétés antimicrobiennes s'auto-structurent et sont
capables de cibler les membranes microbiennes puis d'y former des bréches conduisant a
la destruction des bactéries in vitro et in-vivo.

Cette diversité de structures et de types d'af:tion conférent aux peptides
antimicrobiens un trés fort potentiel d'agent anti-infectieux face aux bactéries multi-
résistantes. Plusieurs molécules sont d'ailleurs en stade avancé de développement dans
le cadre d'infections localisées et les premiers candidats contre les infections

systémiques sont actuellement en cours d'évaluation.
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Ces peptides éntimicrobiens sont I'un des éléments clefs de la défense immunitaire
innée des organismes multicellulaires et sont ainsi présents(dans le régne animal comme
dans le régne végétal. Aussi, les nanostructures a4 base de peptides offrent de
nombreuses possibilités de variation et permettent d'accéder & de nouveaux objets
nanoscopiques.

Pour faire face & 1'émergence de nouveaux pathogénes et surtout a I'apparition des
microorganismes multi-résistants, il est indispensable d'identifier de nouveaux
antibiotiques.

Toutefois I’utilisation des peptides est limitée par une rapide élimination en milieu
biologique, instabilité métabolique liée & leur dégradation rapide par les peptidases au
niveau des liaisons amides. En outre & I'exception des structures purement biologiques,
il existe peu de pseudopeptides antimicrobiens biomimétiques possédant une activité et
une stabilité supérieures au peptide natif.

Aussi les Inventeurs ont-ils développé la synthése d'analogues d'acides aminés, les
aza-p*-amino acides, qui, une fois incorporés dans les séquences peptidiques, forment
des pseudopeptides dont la durée de vie est améliorée

Ces aza-B’-aminoacides ou acides hydrazino acétiques N*-substitués
(Cheguillaume A., Doubli-Bounoua I., Baudy-Floc’h M., Le Grel P. Synlett, 2000, 3,
331 ; WO 2004/111086) sont des monoméres qui peuvent &tre considérés comme des
dérivés aza des p’-aminoacides. Les aza-p’-aminoacides portent leur chaine latérale sur
un atome d'azote a configuration non fixée, modification qui se traduit par une perte de
la chiralité du monomeére par rapport aux B3-aminoacides. Toutefois grice a l'inversion
plus ou moins rapide de l'azote, ce monomeére va pouvoir mimer I’orientation de la
chaine latérale d’un p*-aminoacide de configuration R ou S. D’autre part, I’allongement
de la chalne par un groupement méthyléne va apporter une certaine flexibilité au

monomere.

R0 B9
HZN/N\/U\O/H ‘g‘N/N\)Lé\

H
aza-p’-aminoacide aza-[33-peptide

Les aza-p°-peptides analogues aza des p*-peptides.

La capacité d'inversion de la configuration de la chaine latérale au niveau de

l'atome d'azote a été validée par la cristallisation d’aza-B-hexapeptides cycliques. En
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effet, I'étude RX de ces cristaux montre que les azotes portant les chaines latérales de
ces oligoméres alternent configuration R et S tout au long de la séquence. Les aza-f’-
cyclohexapeptides existent donc sous la forme de deux invertomeres en équilibre
semblables au deux formes chaises du cyclohexane (Le Grel P., Salaiin A., Potel M., Le

Grel B., Lassagne F., J. Org. Chem,.2006)

Représentation tridimensionnelle d’un aza-p’-cyclohexapeptide & I’état cristallin.

Les aza-B-aminoacides peuvent donc prendre les deux configurations et sont
capables de former des liaisons hydrogéne.

Les Inventeurs ont découvert de maniére surprenante qu’en faisant alterner des
o-aminoacides de configuration fixée et des aza-B3-aminoacides dans des peptides
cycliques, on fixe la configuration des azotes, formant ainsi des structures chirales
présentaﬁt convenablement les chaines latérales pour former des nanotubes pouvant
perforer les membranes des bactéries.

Aussi la présente invention a-telle pour objet des peptides cycliques présentant

c . - . - 3 .
une alternance aléatoire de résidus L-a-aminoacyles et de résidus aza-f -aminoacyles

répondant a la formule (A) qui suit :

~... N (A)

~

dans laquelle

R1 représente une chaine latérale choisie dans le groupe comprenant les chaines

protéogéniques et non protéogéniques,
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a condition que deux résidus L-o-aminoacyles soient séparés par au moins un résidu
aza-B*-aminoacyle et que le nombre total des résidus L-o-aminoacyles et des résidus
aza-B*-aminoacyles soit compris entre 4 et 8.

Au sens de la présente invention on entend par protéogénique tous les
aminoacides naturels ou synthétiques qui entrent dans la constitution des protéines ou
des polypeptides, en particulier: I'acide aspartique (Asp ou D), I’asparagine (Asn ou N),
la thréonine (Thr ou T), la sérine (Ser ou S), I’acide glutamique (Glu ou E), la glutamine
(Gln ou Q), la glycine (Gly ou G), I’alanine (Ala ou A), la cystéine (Cys ou C), la valine
(Val ou V), la méthionine (Met ou M), I’isoleucine (Ile ou I), la leucine (Leu ou L), la
tyrosine (Tyr ou Y), la phénylalanine (Phe ou F), I’histidine (His ou H), la lysine (Lys
ou K), le tryptophane (Trp ou W), la proline (Pro ou P) et I’arginine (Arg ou R).

Dans un mode de réalisation avantageux de I’invention, les peptides cycliques sont
choisis parmi les tétrapeptides, les pentapeptides, les hexapeptides, les heptapeptides et
les octapeptides, les hexapeptides et les octapeptides étant particuliérement avantageux.

Avantageusement, les résidus L-o-aminoacyles sont choisis dans le groupe
comprenant les résidus des aminoacides suivants : arginine (Arg ou R), leucine (Leu ou
L), lysine (Lys ou K), phénylalanine (Phe ou F), sérine (Ser ou S), thréonine (Thr ou T)
et tryptophane (Tryp ou W) et dans les résidus aza-p*-aminoacyles de formule (A), R1
est choisi dans le groupe comprenant des résidus d’aminoacides naturels ou des résidus
d’aminoacides non naturels.

Dans un autre mode avantageux de réalisation de I'invention les résidus
d’aminoacides naturels entrant dans la structure des résidus d’aza-B’-aminoacyle sont
choisis dans le groupe comprenant les résidus d’arginine, de leucine, de lysine, de
phénylalanine, de sérine, de thréonine et de tryptophane et les résidus d’aminoacides
non naturels sont choisis dans le groupe comprenant les résidus de 1-naphtylalanine
[(DNal], de 2-naphtylalanine [(2)Nal], de 4-phényl-phénylalanine (4Bip), de
diphénylalanine (Dip), de 9-anthracénylalanine [(9)Ath], de 4-pyridylalanine [(4)Pal],
de 3-pyridylalanine [(3)Pal], de 2-pyridylalanine [(2)Pal], fluorophénylalanine .(4-Fpa), '
de dodecylalanine (Amy), de Nonylalanine (Non), de Octylalanine (Oct), de
cyclohexylalanine (Cha), de 4-fluoro-1-naphtylalanine (4-F-1-Nal), d’homosérine
(Hse), et d’homo y-hydroxythréonine, et de Norleucine (Nle).

Dans un mode particuliérement avantageux de l’invention, les peptides cycliques

présentent la séquence (Ia) :
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c[aza-paa; ,-aal-aza—B3aa2=-aa2—aza-B3 aag--aas-( aza—B3aa4’)m4 ~(aas)ny] (Ia)

dans laquelle,

chacun des aa;, aa;, aas, et aay représente indépendamment I'un de I’autre un
résidu L-o-aminoacyle,

chacun des aza-p’aar, aza-Paay, aza-B’aay et aza-B’aa, représente
indépendamment I’un de ["autre un aza-B*-aminoacide, répondant a la formule (A), et

my et ny représentent chacun simultanément 0 ou 1,
ou la séquence (Ib) :

c[aa;- aza—ﬁ3 aa1’-aag-aza-B3aaz’-aag-aza-B3aa3’—(aa4)n4~(aza-[33 aaq)m4] (Ib)

dans laquelle,

chacun des aa;, aa,, aas, et aas représente indépendamment 1’'un de I’autre un
résidu L-o-aminoacyle,

chacun des aza-Blaap aza-B’aay, aza-B’aaz et aza-p’aay représente
indépendamment [’un de 1’autre un aza-B*-aminoacide, répondant a la formule (A), et

mg4 et ny représentent chacun simultanément 0 ou 1.
ou la séquence (Ic) : ‘

c(aza B> aa;-aza B* aay-aza p* aay-aa;-aza B> aas-aay) (Ic)
dans laquelle,

chacun des aa; et aa, représente indépendamment I’'un de l’autre un résidu
L-a-aminoacyle,

chacun des aza-Baar, aza-BSaaz’, aza-B3aa3’ et aza—B3aa4’ représente
indépendamment I’un de I’autre un aza-B>-aminoacide, répondant a la formule (A)
ou la séquence (Id) :

c(aza [33 aar-aza B3 aay-aa;-aza [33 aa;-aay) Id)
dans laquelle,

chacun des aa; et aap, représente indépendamment 1’un de lautre un résidu
L-a-aminoacyle,
chacun des aza-p’aa;: et aza-B’aay représente indépendamment I’un de I’autre un

aza-p’-aminoacide, répondant 4 la formule (A).

Dans un mode particulier de réalisation de I’invention, les peptides cycliques sont

choisis dans le groupe comprenant les séquences suivantes :

SEQIDNO 1 : c¢[-Leu-azap’Lys-Lys-azaf’(1)Nal-Leu-azaB’(1)Nal-] ~ (NafNaf),
SEQIDNO?2: of-Lys-azaf’Lys-Leu-azaf’(1)Nal-Leu-azaB’(1)Nal-] ~ (NalNal),
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SEQIDNO 3
SEQIDNO 4 :
SEQIDNO 5 :
SEQIDNO 6 :
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c[—Lys-aza/a’sLys-Trp-azaﬁ3Leu-Trp—aza/33Leu-] (TrypTryp),
c[-Lys—aza/é’SLys-Lys—aza/33Leu-Trp-azaﬁ3Leu—] (BKW),
c[-Trp-azafy’ Lys-Lys-azafs’ Lys—Trp—aza/o’3Leu—] (3K2),
c[-Lys—aza/o’3Lys—Lys-azaﬁ3Lys-Trp-aza/53(1)Nal-] (4KW),

SEQ ID NO 7 :c[—Ser-azaﬁ3 (1)Nal-Phe-azaﬁ3Lys-Thr-aza]o’3Lys-Ser—azaﬁ3Lys-]

(SNalF),
SEQID NO 8 :
SEQIDNO9 :

SEQIDNO 10
SEQIDNO 11 :
SEQIDNO 12

SEQ ID NO 13
SEQ ID NO 14
SEQ ID NO 15
SEQ ID NO 16

SEQIDNO 17 :
SEQID NO 18 :
SEQIDNO 19 :

(4FluoNaf),

SEQ ID NO 20 :
SEQID NO 21 :
SEQ ID NO 22 :
SEQ ID NO 23 :
SEQ ID NO 24 :
SEQID NO 25 :

c [-Leu—aza/o’3 Arg-Arg-aza/f( 1 )Nal-Leu—azaﬁ3( 1)Nal-] (RNaf),
c [-Leu—azaﬁ3Lys-Lys-azaﬁ3(1 )Nal-azaf; Leu-azaf’(1)Nal-] (Nafaza), .
c [—Phe-azaﬁ3Lys-Lys-aza/)’3( 1 )Nal-Phe-aza/o’3 (1)Nal-] (PheNal),

c[-Leu-azafs Lys-Lys —azaﬁ3Leu-azaﬁ3( 1)Nal-] (5pNala),
c[-azaf’Lys Lys-azaf’(1 )Nal-Leu—azaﬁ J(1)Nal-] (5pNafa).
iC [—Leu-azaﬁ3 Lys Lys-azaf’(1 )—Nal—Leu—azafJ’3 (4F-1)Nal-] (4Fluo1Naf),
iC [-Lys-azafa’3Lys-Trp-aza/33 Oct—Trp—aza/o’3Oct—] (OctOct),
iC [-Lys-azaﬁ3Lys -Cha-azaf’ Amy-Trp-azafi’(1)Nal-] (Chado),
: c[-Ar g-azafi’Lys-Cha-azafs (4)F pa-Trp—azaﬁ3 Cha-] (FluoKil),

c[-Leu—aza/o’3Lys-Lys-azaﬂ3(2)Nal-Leu-azaﬁ3 (2)Nal-]  (Naf2Naf2),
c[-Phe-azaﬁ3Lys—Arg—aza/a’3(2)Na1-Phe-azaﬁ3 (2)Nal-]  (PheNar2),
c [-Leu—aza/)’3 Lys-Lys-aza/)’3 (1 )Nal-Leu-azaﬂ3 (4)Fluo-(1)Nal-]

c[-Leu-aza’ Lys-Lys-azaﬂ3 Bip—Leu—azaﬁ3 Bip-] (BipBip),
c[-azaf’ Lys—Lys-aza/o’3 Bip—Leu-azaﬁ3 Bip-] (5pBip),
c[-Leu-azaf’ Arg-Arg-aza’(1)Nal-Leu-] (5pRNaf),
c[-Leu—azaﬁ3 Lys-Lys Leu-azafp’(1)Nal-] (5pNafaza),
c [-aza/o’3Lys-Arg-aza/a’3(2)Nal~Phe—azaﬁ3 (2)Nal-] (5pPheNar2),
c[-azaf’Lys-Lys-azafy’ (2)Na1—Leu—azaﬁ3 (2)Nal-] (5pNaf2),

Les peptides cycliques selon I’invention présentent 1’avantage d’exclure

totalement la présence de D-a-aminoacides, aminoacides non naturels de colit €leve.

Conformément a I’invention, les peptides cycliques peuvent étre préparés par toute

technique connue de ’homme du métier a partir de produits disponibles dans le

commerce ou préparés selon des techniques décrites dans la littérature. Ils peuvent

notamment étre préparés selon la technique décrite par Busnel O, Bi L, Dali H,

Cheguillaume A, Chevance S, Bondon A, Muller S, Baudy-Floch M., J Org Chem.
2005 Dec 23;70(26):10701-8.



WO 2009/083663 PCT/FR2008/001403
7

Les peptides cycliques selon ’invention se sont révélés actifs sur des souches
bactériennes, notamment sur des bactéries & Gram négatif de Groupe 2 (pathogénes):
Escherichia coli, Salmonella thyphimurium, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae et des bactéries & Gram positif - Bacillus megaterium (groupel) et
Streptococcus aureus (groupe 2).

En revanche ces pseudopeptides cycliques ne provoquent pas de lyse des cellules
sanguines et sont peu ou pas cytotoxiques 4 des concentrations ou ils inhibent pourtant
la prolifération bactérienne de bactéries pathogeénes.

Les peptides cycliques selon Iinvention peuvent étre utilisés a titre de
médicaments ou pour la désinfection et l’antisepsie (désinfection de surface...) chez
’homme ou chez I’animal, notamment chez les mammiféres et les oiseaux.

Avantageusement ils peuvent étre utilisés comme antiinfectieux ou antimicrobiens
notamment comme antibactériens, antibiotiques, antiparasitaires, antiviraux,
antimycotiques ou antifongiques.

L’invention a également pour objet des compositions pharmaceutiques comprenant
au moins un peptide cyclique selon I’invention.

Dans ce cadre ils peuvent &tre utilisés en association avec tout excipient
pharmaceutiquement acceptable et sous toute forme pharmaceutiquement acceptable
comme par exemple les comprimés, les gélules, les capsules, les savons et les lotions.

Dans un mode de réalisation avantageux de l’invention, les peptides cycliques
peuvent étre associés avec au moins un autre antiinfectieux notamment choisi dans le
groupe comprenant la pénicilline, la vancomycine, I’érythromycine ou avec d’autres
agents thérapeutiques.

Conformément & 1’invention, les peptides cycliques peuvent donc étre utilisés pour
traiter toutes les maladies infectieuses, notamment les infections nosocomiales, la
tuberculose, la septicémie, la pneumonie et les maladies respiratoires.

L’invention a donc également pour objet I’utilisation des peptides cycliques selon
Pinvention pour la préparation d’un médicament destiné au traitement des maladies
infectieuses choisies dans le groupe comprenant notamment les infections nosocomiales,
la tuberculose, la septicémie, la-pneumonie et les maladies respiratoires.

L’invention a également pour but un méthode de traitement des infections chez
’homme ou chez I’animal comprenant la mise en contact des cellules microbiennes avec

au moins un peptide cyclique selon I’invention en une quantité suffisante pour induire la
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mort des cellules microbiennes sans induire la mort des cellules dudit humain ou dudit

animal.

Ils peuvent également étre utilisés comme désinfectants en cosmétologie, pour la
désinfection de surfaces ou dans le domaine agroalimentaire.

Les exemples 1 et 2 et les figures 1 & 6 qui suivent illustrent I’invention.

La figure 1 illustre la synthése du peptide NafNaf conformément a I’exemple 1.

La figure 2A représente les concentrations minimales inhibitrices de la
prolifération bactérienne (MIC) de peptides selon I’invention sur différentes souches ; la
premiére valeur correspond a la concentration la plus faible inhibant [’activité
bactérienne et la deuxiéme valeur correspond 2 la derniére concentration a laquelle on
observe encore une croissance bactérienne, la valeur de MIC étant comprise entre ces
deux valeurs ; la figure 2B représente les concentrations minimales bactéricides (MBC)
du peptide NafNaf sur différentes souches.

La figure 3 représente I’activité antibactérienne du peptide NafNaf a des doses
croissantes sur Staphylococcus aureus mesurée selon I’exemple 2. La colonne « PBB +
Bact» correspond au témoin ol les bactéries ne sont pas mises en présence de
pseudopeptides, la colonne « PBB » correspond au témoin sans bactéries et la colonne
« Ampi 1 pg/ml» correspond a ’ampicilline prise comme témoin d’une activité
antibactérienne.

La figure 4 représente [’activité antibactérienne du peptide NafNaf a des doses
croissantes sur Salmonella typhimurium mesurée selon I’exemple 2. La colonne « PBB
+ Bact» correspond au témoin o les bactéries ne sont pas mises en présence de
pseudopeptides, la colonne « PBB » correspond au témoin sans bactéries et la colonne
« Ampi 1 pg/ml» correspond a I'ampicilline prise comme témoin d’une activité
antibactérienne.

La figure 5 représente la courbe d’activité hémolytique du pseudopeptide cyclique
NafNaf mesurée selon la méthode décrite dans I’exemple 3.

La figure 6 illustre la cytotoxicité du pseudopeptide NafNaf a différentes
concentrations sur des cellules normales et des cellules cancéreuses.

La figure 7 représente les concentrations minimales inhibitrices de la prolifération
bactérienne (MIC) aprés 48 heures dans le milieu de culture riche TSB (Tryptic Soy
Broth) sur différentes souches pour des peptides selon I’invention. L’activité

antibactérienne est mesurée selon ’exemple 5. ND : Activité antibactérienne non
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détectée dans la gamme de concentrations testée; + Bactéries Gram positives ; -
bactéries Gram négatives
La figure 8 représente la courbe d’activité hémolytique de peptides selon

I’invention mesurée selon la méthode décrite dans 1’exemple 6.

Exemple 1 : Préparation du pseudo-peptide cyclique NafNaf

Elle est donnée dans la figure 1. Les chiffres romains utilisés dans le paragraphe
qui suit se réferent a ladite figure.

Une résine a base de chlorure de 2-chlorotrityle chargée a raison de 1 mmole/g
avec de la L-leucine dont la fonction amine est protégée par un groupement Fmoc
(9-Fluorénylméthyloxycarbonyl) (II) est mise a gonfler par flux continu de
diméthylformamide (DMF) pendant 5 minutes. Le groupe amine de la leucine fixée sur
la résine est déprotégé par passage sur la résine d’une solution de pipéridine & 20 % dans
du DMF pour donner (I1I) ; le Fmoc-aza-B°>-(1)Nal-OH de formule (IV) est activé par un
mélange N-Hydroxybenzotriazole/O-benzotriazole-N,N,N',N'-tetramethyl-uronium-
hexafluorophosphate/N-Ethyldiisopropyl ~amine (HOBt/TBTU/DIEA) dans des
proportions (1/1/2) en solution dans le DMF puis couplé a la résine déprotégée (I1I)
pendant 2 heures en flux continu et on obtient (V). On réalise ensuite une déprotection
du groupe amine par élimination du groupe Fmoc par passage sur la résine d’une
solution de pipéridine & 20 % dans du DMF pour donner (VI) puis on réalise un nouveau
couplage dans les conditions décrites précédemment pour obtenir (VII). On recommence
le cycle activation-couplage—déprotection autant de fois que nécessaire puis on sépare
le peptide final de son support par clivage dans du dichlorométhane (DCM) contenant
2% d’acide trifluoracétique (TFA). On obtient le composé de formule (VIII) que ’on
cyclise dans un milieu 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDC)/HOBt a
haute dilution (4.10’4 M)) en présencet de 4 équivalents d’agents de couplage HOB,
EDC et DIEA ; cette cyclisation dure deux jours. On obtient le composé (IX) que ’on
traite par un mélange TFA/H,O/TIS (95/2,5/2,5) pour déprotéger les chaines latérales et

obtenir le composé (Ia) ou NafNaf.

Exemple 2 : Mesure de activité antibactérienne en milien pauvre PB

2.1. Mode opératoire

Les tests ont été réalisés sur des souches bactériennes & Gram négatif de Groupe 2

(pathogénes) : Escherichia coli, Salmonella thyphimurium, Pseudomonas aeruginosa,
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Klebsiella pneumonie et sur des souches & Gram positif . Bacillus megaterium (groupe
1) et Streptococcus aureus (groupe 2).

Les bactéries sont incubées dans un milieu pauvre PB pour les bactéries :
Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Bacillus
megaterium et dans un milieu pauvre enrichi en extrait de beeuf PBB pour deux autres
bactéries: Streptococcus aureus et Salmonella thyphimurium avec des concentrations
croissantes de peptides ou analogues allant de 1 a 320ug/ml. Ce test est réalis¢ en
microplaques de 96 puits. Aprés une incubation de 18 heures a 30°C ou 37°C, une
Jecture de la densité optique des microplaques a 595 nm est réalisée afin d’évaluer la
croissance bactérienne et de déterminer la concentration minimale d’inhibition (MIC)
pour chaque molécule testée. Chaque mesure est réalisée en triplicat.

Par ailleurs la concentration minimale bactéricide (MBC) est déterminée en étalant
le contenu des puits ol il y a absence de croissance bactérienne sur des boites contenant
des milieux riches (Luria broth ou (LB) ou Brain Heart Infusion (BHi)). La MBC
correspond & la concentration a laquelle aucune colonie bactérienne n'est détectée apres

une incubation de 24 heures a 30 ou 37°C.

2.2. Résultats

Ils sont donnés dans le tableau de la figure 2 et dans les figures 3 et 4.

Les cing séquences testées se sont révélées actives bien que seules deux séquences
(NafNaf et TrypTryp) présentent des concentrations inhibitrices de la prolifération
bactérienne (MIC) inférieures & 100pg/mL (figure 2).

La séquence NafNaf posséde des MIC inférieures & 100pg/mL contre toutes les
bactéries testées (figure 2).

Ce peptide est trés actif sur le staphylocoque doré (Streptococcus aureus)
responsable de nombreuses maladies nosocomiales avec une MIC inférieure a 5 pg/mL
et une MBC inférieure & 10 pg/mL (figure 2).

Il est également actif sur des bactéries pathogénes gram négatives relativement
résistantes comme K. pneumoniae responsables d’infections respiratoires et intestinales
(figure 2). Son activité antimicrobienne est de ’ordre des meilleurs peptides cycliques
alternant acides aminés D et L avec des MIC d’une dizaine de pg/mL pour les bactéries
de gram positif et comprises entre 15 et 80 pg/mL pour les gram négatives.

Le pseudopeptide NafNaf est actif & des concentrations d'intérét sur l'ensemble des

souches étudiées notamment sur des bactéries pathogénes telles que Streptococcus
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aureus et Salmonella thyphimurium o il est actif pour des concentrations inférieures a
20 pg/mL. (figures 3 et 4).
L’ Ampicilline (Ampi) choisie comme référence est active a parti de 1 pg/ml pour
Streptococcus aureus et Salmonella thyphimurium. Cette concentration peut é&tre

variable selon la souche bactérienne étudiée.

Exemple 3: Mesure de DPactivité hémolytique du peptide NafNaf sur des
érythrocytes de lapin
3.1. Mode opératoire

L'activité hémolytique des pseudopeptides est testée sur des cellules sanguines de
lapin. Les érythrocytes frais de lapin sont laves trois fois avec un tampon phosphate
salin [tampon PBS (pH 7,4)] par centrifugation de 5 min a 900 g et le culot final est
suspendu dans du PBS. Les solutions du pseudopeptide NafNaf diluées dans du PBS
(90 pL) sont disposées dans une plaque 96 puits. A ces solutions, on ajoute 90 pL de
solution d'érythrocytes de lapin & 2% (v/v) pour aboutir & un volume final de 180 pL et
une concentration de 1% (v/v) de cellules sanguines. Les suspensions obtenues sont
incubées 1 heure a 37°C. Les échantillons sont ensuite centrifugés 4 500 g pendant 5
min. 100 pL de surnageant de chaque échantillon sont transférés dans une nouvelle
plaque 96 puits. La libération de 'hémoglobine est quantifiée en mesurant l'absorbance a
415 nm du surnageant grice & un lecteur de microplaques. Les contrdles correspondant a
I'absence d'hémolyse (blanc) et & une hémolyse de 100% consistent, respectivement, a
ajouté 90 pL de tampon PBS et 90 uL d'une solution & 2% de Triton X-100 aux 90 pL

de solution de cellules sanguines & 2%. Chaque mesure est réalisée en triplicat.

3.2. Résultats
Ils sont donnés dans la figure 5.

La concentration du peptide NafNaf & laquelle on a 50% d'hémolyse est de
120pg/mL.

Cette concentration est plus élevée que celle du peptide cyclique de structure

proche alternant des acides aminés L et D et répondant & la formule suivante :
[-(D)Lys-(L)Lys-(D)Leu-(L)Trp-(D)Leu-(L) Trp-]

qui est hémolytique & 80pg/mL.
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Ainsi NafNAf ne présente-t-il pas d’activité hémolytique aux concentrations
auxquelles il est bactéricide, notamment il n’a pas d’action sur les érythrocytes a 20
pg/mL, concentration & laquelle il est bactéricide pour Staphylococcus aureus et

Salmonella typhimurium.

Exemple 4 : Evaluation de la cytotoxicité in vitro
4.1. Mode opératoire

Les effets des différents pseudopeptides cycliques sur la croissance cellulaire sont
évalués dans des plaques 96 puits stériles. Les cellules sont ensemencées a 5.10° cellules
par mL de milieu de culture (100pL par puits). Les différents pseudopeptides (10uL par
puits) dilués dans une solution saline sont ajoutés au moment de I'ensemencement a la
concentration appropriée (de 1pg/mL & 1 mg/mL). Les incubations sont réalisées a 37°C
sous atmosphére humidifiée contenant 5% de CO, pendant 24 ou 48 heures.

Aprés I'exposition aux composés, la croissance cellulaire est évaluée en mesurant
la formation du formazan & partir du 3-(4,5-dimethylthiazol-2y1)-2,5-
diphenyltetrazolium (MTT). L'absorbance & 540 nm est mesurée par un lecteur de

microplaques Titertek Multiscan MCC/340. Chaque mesure est réalisée en triplicat.

4.2, Résultats

Ils sont donnés dans la figure 6.

La cytotoxicité du pseudopeptide NafNaf a été mesurée sur des cellules de hamster
(CHO-K 1) et sur une lignés de cellules de souris (Ascite 302-sp).

Ce pseudopeptide n'a aucun effet cytotoxique sur les cellules de hamster a
10pg/mL, concentration bactéricide pour des souches bactériennes comme S. aureus et
Ja dose létale pour 50% des cellules (LDsp) est d'environ 40pg/mL.

Ces résultats obtenus avec les cellules de hamster non cancéreuses sont confirmés
par les résultats obtenus sur la lignée de cellules de souris Ascite 302-sp qui est une
lignée cellulaire dérivée de cellules cancéreuses. La LD50 est légérement plus faible

mais on a quand méme un léger effet sur la viabilité cellulaire a 10pg/mL.

Exemple 5 : Mesure de Pactivité bactérienne en milieu riche
5.1. Mode opératoire
Les tests ont été réalisés sur des souches bactériennes & Gram négatif : Escherichia

coli ATCC 25922, Salmonella enterica ATCC 13076, Pseudomonas aeruginosa ATCC
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27853, Klebsiella oxytoca CIP 7932, Entreobacter aerogenes ATCC 13048 et
Aeromonas caviae ATCCI15468 et sur des souches o Gram positif : Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis CIP 186, Streptococcus equinus ATCC
5623, Listeria monocytogenes SOR 100, Bacillus megaterium AT CcC 10778,
Lactococcus gaviae ATCC 43921 , Micrococcus luteus ATCC 10240.

Les bactéries (105 UFC/mL) sont incubées dans un milieu riche TSB (Tryptic Soy
Broth) avec des concentrations croissantes de cyclopseudopeptides (0.78, 3.12, 6.25,
12.5, 25, 50, 100 uM). Ce test est réalisé en microplaques de 96 puits. Aprés une
incubation de 48 heures 4 20°C ou 37°C, une lecture de la densité optique des
microplaques & 595 nm est réalisée afin d’évaluer la croissance bactérienne et de
déterminer la concentration minimale d’inhibition (MIC) pour chaque molécule testée.

Chaque mesure est réalisée en triplicat.

5.2. Résultats

Ils sont donnés dans le tableau de la figure 7.

Les cinq séquences testées se sont révélées actives.

Les cinq cyclopseudopeptides sont capables d’inhiber la croissance de toutes les
bactéries & Gram positif testées (bactéries de S.aureus a M. luteus dans le tableau de la
figure7) pour des valeurs de concentrations inférieures ou égales & 50 pM (MIC <
50puM).

En revanche les cyclopseudopeptides apparaissent moins actifs sur les bactéries a
Gram négatif (bactéries de E.coli & A.caviae tableau de la figure7) et I'un d’entre-eux
(Chado) ne présente d’ailleurs aucune activité sur les bactéries 4 Gram négatif aux
concentrations testées. Les séquences OctOct et Chado sont composées de résidus aza-
B3-aminoacides portant des chaines alkyles (C8 ou C12) comme chaines latérales. Cette
modification chimique semble ainsi induire une activité antibactérienne
préférentiellement dirigée contre les bactéries & Gram négatif.

A. caviae est résistante 2 tous les cyclopseudopeptides aux concentrations testées
et la prolifération des cing autres souches bactériennes a Gram négatif est inhibée par les
cyclopseudopeptides NafNaf, 4 FluoNaf et Fluokill pour des valeurs de MIC comprises
entre 12,5 et 50 pM. |

Certaines valeurs de MIC étant inférieures 2 10 uM sur des bactéries
potentiellement pathogénes pour ’homme comme L. monocytogenes et S. equinus, une

application thérapeutique chez ’homme est envisageable.
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Exemple 6: Mesure de Pactivité hémolytique de différents peptides selon

I’invention sur des érythrocytes de mouton.

6.1. Mode opératoire

L'activité hémolytique des pseudopeptides est testée sur des cellules sanguines de
mouton. Les érythrocytes de mouton sont lavés trois fois avec un tampon phosphate
salin [tampon PBS (pH 7,4)] par centrifugation de 5 min a 900 g et le culot final est
suspendu dans du PBS. Pour la concentration de la solution érythrocytaire, on se place a
une concentration en globules. rouges correspondant a une DOs4onm pour le puit controle
100% d’hémolyse en présence de Triton X-100 de 0,8. Les solutions des différents
pseudopeptides diluées dans de 1’eau (100 uL) sont disposées dans une plaque 96 puits.
A ces solutions, on ajoute 50 uL de solution tampon PBS 2X puis 50 pL de solution
d'érythrocytes de mouton pour aboutir & un volume final de 200 uL. Les suspensions
obtenues sont incubées 1 heure 4 37°C. Les échantillons sont ensuite centrifugés a 500 g
pendant 5 min. 130 pL de surnageant de chaque échantillon sont transférés dans une
nouvelle plaque 96 puits. La libération de I'hémoglobine est quantifiée en mesurant
I'absorbance 4 540 nm du surnageant grice & un lecteur de microplaques. Les contrbles
correspondant  l'absence d'hémolyse (blanc) et a une hémolyse de 100% consistent,
respectivement, & ajouté 100 pL de tampon PBS et 100 pL d'une solution & 2% de
Triton X-100 aux puits contenant 100 pL de solution érythrocytaire saline (50 pL de
PBS 2X et 50 uL de solution de cellules sanguines). Chaque mesure est réalisée en

triplicat.

6.2. Résultats

I1s sont donnés dans la figure 8.

Les composés NafNaf, 4-Fluo-1-Naf, et FluoKil ne presentent pas d’activité
hémolytique significative aux doses testées.

OctOct et ChaDo présentent une activité hémolytique maximale de respectivement
52 % et 61 % a 100 pM. Néanmoins, & 12,5 pM, concentration a laquelle ils inhibent la
croissance de plusieurs bactéries & Gram positif, leurs activités hémolytiques sont

moindres de ’ordre de 10% pour OctOct et de 20% pour Chado.
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REVENDICATIONS

1. Peptides cycliques présentant une alternance aléatoire de résidus

L-a-aminoacyles et de résidus aza-p’ -aminoacyles répondant 4 la formule (A) qui suit :

R
o *)

dans laquelle R1 représente une chaine latérale choisie dans le groupe comprenant les
chaines protéogéniques et non protéogéniques

a condition que deux résidus L-o-aminoacyles soient séparés par au moins un résidu
aza-B’-aminoacyle et que le nombre total des résidus L-o-aminoacyles et des résidus

aza-B*-aminoacyles soit compris entre 4 et 8.

2. Peptides cycliques selon la revendication 1 caractérisés en ce qu’ils sont choisis

parmi les hexapeptides et les octapeptides.

3. Peptides cycliques selon 1'une quelconque des revendications précédentes
caractérisés en ce que les résidus L-a-aminoacyles sont choisis dans le groupe
comprenant les résidus des aminoacides suivants : arginine, leucine, lysine,

phénylalanine, sérine, thréonine et tryptophane.

4. Peptides cycliques selon 1’une quelconque des revendications précédentes
caractérisés en ce que dans les résidus aza-B’-aminoacyles de formule (A), Rl
représente une chalne latérale choisie dans le groupe comprenant des résidus

d’aminoacides naturels ou des résidus d’aminoacides non naturels.

5. Peptides cycliques selon la revendication 4 caractérisés en ce que les résidus
d’aminoacides naturels sont choisis dans le groupe comprenant les résidus d’arginine,

de leucine, de lysine, de phénylalanine, de sérine, de thréonine et de tryptophane.
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6. Peptides cycliques selon la revendication 4 caractcrisés en ce que les résidus
d’aminoacides non naturels sont choisis dans le groupe comprenant les résidus de
1-naphtylalanine [(1)Nal], de 2-naphtylalanine [(2)Nal], de 4-phényl-phénylalanine
(4Bip), de diphénylalanine (Dip), de 9-anthracénylalanine [(9)Ath], de 4-pyridylalanine
[(4)Pal], de 3-pyridylalanine [(3)Pal], de 2-pyridylalanine [(2)Pal], fluorophénylalanine
(4-Fpa), de dodecylalanine (Amy), de Nonylalanine (Non), de Octylalanine (Oct), de
cyclohehyalanine (Cha), de 4-fluoro-1-naphtylalanine (4-F-1-Nal), d’homosérine (Hse),
et d’homo y-hydroxythréonine, et de Norleucine (Nle).

7. Peptides cycliques selon la revendication 1 présentant la séquence (Ia) :
c[aza—Bsaal ’Jaal-aza-BS aazi-aaz-aza-[33aa3 -aag-( aza—[33 aay )mg —(aas)ng] (Ia)
dans laquelle,

chacun des aa;, aa,, aas, et aas représente indépendamment I’un de Pautre un
résidu L-a-aminoacyle,

chacun des aza-B’aar, aza-paay, aza-B’aaz et aza-p’aay  représente
indépendamment 1’un de I’autre un aza-B>-aminoacide, répondant 4 la formule (A), et

my et ng représentent chacun simultanément Ooul.

8. Peptides cycliques selon la revendication 1 présentant la séquence (Ib) :

claa;- aza—B3 aa;-aay-aza-p’ aay-aaz-aza-P aaz-(aas)ng- (aza—B3 aas)my)| (Ib)

dans laquelle,

chacun des aa;, aa;, aas, et aay représente indépendamment I’un de I’autre un
résidu L-o-aminoacyle,

chacun des aza—B3aa1’, aza-B3 aay, aza—B3 aay et aza—[?)3 aay. représente
indépendamment 1’un de I’autre un aza-p*-aminoacide, répondant a la formule (A), et

my et n4représentent chacun simultanément 0 ou 1.

9. Peptides cycliques selon la revendication 1 présentant la séquence (Ic) :
c(aza B3 aaj-aza B3 aay-aza B3 aas»-aa;-aza [33 aay»-aay) (Ic)

dans laquelle,

chacun des aa; et aa, représente indépendamment I'un de I’autre un résidu

L-o-aminoacyle,
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chacun des aza-B’aar, aza-B*aay, aza-Baay et - aza-B’aay représente

indépendamment 1’un de I’autre un aza-B>-aminoacide, répondant & la formule (A).

10. Peptides cycliques selon la revendication 1 présentant la séquence (Id):
c(aza [33 aaj-aza [33 aay-aaj-aza B’ aa;-aay) d)
dans laquelle,
chacun des aa; et aay représente indépendamment I'un de Iautre un résidu
L-o-aminoacyle,
chacun des aza-B’aa;- et aza-B’aay représente indépendamment 1’un de ’autre un

aza-B>-aminoacide, répondant a la formule (A).

11. Peptides cycliques selon I'une quelconque des revendications 7 a 10

caractérisés en ce qu’ils sont choisis dans le groupe comprenant les séquences

suivantes :

SEQIDNO1: c[Leu—aza/o’3 Lys-Lys-aza/f (I)Nal-Leu-azaﬁé(l)Nal-] (NafNaf),
SEQIDNO2: c[Lys—aza/a’3Lys-Leu-azaj33(1)Nal-Leu-azaﬁ3 (1)Nal-] (NalNal),
SEQIDNO3: c[Lys-aza d Lys—Trp—azaﬁ3 Leu—Trp-aza/a’3Leu-] (TrypTryp),
SEQIDNO4: c[Lys-azaﬂ3Lys-Lys-azaﬁ3 Leu—Trp—azaﬁ3Leu—] (3KW),
SEQIDNOS5: c[Trp—aza/a’3Lys-Lys-aza/o’3 Lys-Trp-azaﬁ3Leu-] (3K2),
SEQIDNO6: c[Lys—aza/a’3Lys-Lys-aza/)’3Lys-Trp-aza/a’3(1)Nal-] (4KW),

SEQ ID NO7: c[Ser-azaf’ (1)Nal-Phe-azafi’ Lys-Thr-aza/a’3Lys-Ser-aza/o’3Lys-] (SNalF),
SEQIDNO S8 : c[Leu-azaf’Arg-Arg-azafi’(1)Nal-Leu-azaf’(1)Nal-] ~ (RNaf),

SEQIDNOY9: c[Leu—azaﬁ3Lys-Lys-aza/33 (1)Nal-azaj33Leu-aza/o’3 (1)Nal-] (Nafaza),
SEQIDNO 10 : c[Phe-azaf’Lys-Lys-azafs’(1)Nal-Phe-azas’(1)Nal-] ~ (PheNal),
SEQIDNO 11 : c[Leu-azaf’ Lys-Lys-aza/a’3 Leu-azaf’(1)Nal-] (5pNala),
SEQIDNO 12 : c[azaB’Lys-Lys-azafs’(1)Nal-Leu-aza’(1)Nal-] (5pNafa),
SEQ ID NO 13 o[-Leu-azaf’Lys-Lys-azaf’(1)-Nal-Leu-azafi’ (4F-1)Nal-] (4FluoNaf),
SEQ ID NO 14 : o[-Lys-azaf’Lys-Trp-azafi’ Oct-Trp-aza’Oct-] (OctOct),
SEQIDNO 15: c[-Lys—azaﬂ3Lys—Cha—aza/a’3Amy-Trp—aza/33 (1)Nal-] (Chado),
SEQ ID NO 16 : c[-Arg-azaf’Lys-Cha-aza3’(4)Fpa-Trp-aza/3’Cha-] (FluoKil).
SEQIDNO 17: c[-Leu-azaB’Lys-Lys-azaf’ (2)Nal—Leu—aza/o’3(2)Nal-] (Naf2Naf?),
SEQIDNO 18 : o[-Phe-azaf’Lys-Arg-azaf’ (2)Nal-Phe-azaf’(2)Nal-] ~ (PheNar2),

SEQID NO 19

. ¢[-Leu-azaf’Lys-Lys-azaf’(1)Nal-Leu-azaf’ (4)Fluo-(1)Nal-]
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(4FluoNaf),
SEQ ID NO 20 : o[-Leu-aza’Lys-Lys-azaff’Bip-Leu-azaf’Bip-] (BipBip),
SEQIDNO 21 : c[—azaﬁ3Lys-Lys-aza/53 Bip-Leu-azajS3 Bip-] (5pBip),
SEQ ID NO 22 c[-Leu—azaﬁ3Arg—Arg-azaﬁ3 (1)Nal-Leu-] (5pRNaf),
SEQIDNO 23: c[—Leu—azajo’3Lys-Lys Leu-azaf’(1)Nal-] (5pNafaza),
SEQID NO 24 : c[-azaﬁ3Lys-Arg—aza/o’3(2)Na1-Phe—aza/33 (2)Nal-] (5pPheNar2),
SEQ IDNO 25 : o[-azafLys-Lys-azaf’(2)Nal-Leu-aza’ (2)Nal-] (5pNaf2),

12. Peptides cycliques selon 1'une quelconque des revendications précédentes a

titre de médicaments.

13. Peptides cycliques selon la revendication 12 caractérisés en ce que le

médicament est un antiinfectieux ou un désinfectant.

14. Composition pharmaceutique comprenant au moins un peptide cyclique selon

I'une des revendications 1 & 11 associés & tout excipient pharmaceutiquement

acceptable.

15. Utilisation d’au moins un peptide selon I’une quelconque des revendications 1
311 ou d’une composition pharmaceutique selon la revendication 14 pour la préparation

d’un médicament destiné au traitement des maladies infectieuses.
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(VILI)

Cyclisation
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Déprotection
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FIGURE 2

Concentrations minimales inhibitrices (MIC) de la prolifération bactérienne exprimée
en pg/mL

A

NafNaf TrypTryp 4KW 3K2 3KW

Bacillus

megaterium ‘
(Gram+ non 5_10 20_40 80 160 40 80 160 320
pathogéne)
Staphylococcus
aureus
(Gram+ 2,55 40_80 80_160 160_320 NA
pathogéne)

Escherichia coli -
(Gram- 20_40 160_320 NA > 320 NA

pathogéne)

Pseudomonas

aeruginosa 10 20 160 320 160 320 > 320 NA
(Gram- - B B

pathogéne)
Salmonella

typhimurium 10 20 80 160 NA 160_320 NA
(Gram- - -
pathogéne)
Klebsiella
preumoniae 40 80 > 390 NA NA NA
(Gram- -
pathogéne)

NA : pas d’activité antimicrobienne

Concentration minimale bactéricide (MBC) pour le peptide NafNaf

B
Bactéries Bacillus Staphylococcus | Escherichia coli Salmonella
megaterium aureus typhimurium
MBC (pg/mL) <40 <10 <80 <20
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FIGURE 3

Effet du peptide NafNaf sur Staphylococcus aureus
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FIGURE 4

Effet du peptide NafNaf sur Salmonella typhimurium

Test NafNaf sur Salmonella typhimurium |

0,14
0,12

0,1 -

11]
11}
o

1 pg/mL

2,5 pg/mL

10 pg/mL

20 pg/mL

40 yg/mL

80 pg/mL

160 pg/mL

320 ug/mL
PBB +Bact.

Ampi1 pg/mL
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FIGURE 5

Courbe d’activité hémolytique du pseudopeptide cyclique NafNaf

Test d'activité hemolytique

100
90 4
80 -
70 |
60 -

50 ~
40 -

% d'hemolyse

30 ~
20 +

10

0 - T il T T T T T
Opg/mL 10pg/imL 20pg/mL 40 pg/mL  BO pg/mL 120 pg/mL 160 pg/mL

Concentration
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FIGURE 6

Cytotoxicité du pseudopeptide NafNaf sur des cellules normales et des cellules cancéreuses

(% de viabilité cellulaire)

ECellules CHO-K
mAscite souris 302

10pg/mL

1
o

4opgiml. o imL

Concentration 640ug/mL
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FIGURE 7
Concentrations minimales inhibitrices (MIC) de la prolifération bactérienne exprimée
en pM
seudopeptide
NafNaf 4FluolNaf OctOct Chado FluoKil

Souche
Staphylococcus 25 12,5 6,25 25 25
aureus
Enterchccus 50 25 12,5 12,5 50
Jaecalis
Streptocgccus 6,25 6,25 6,25 12,5 6,25
equinus
Listeria N 12,5 6,25 3,12 12,5 6,25
monocytogenes
Bacillus 3,12 3,12 6,25 12,5 1,56
megaterium
Lacf‘oc(:ccus 50 25 6,25 50 25
gaviae :

. Jl‘lﬁgzzﬁoccus 3,12 3,12 3,12 12,5 3,12
Esc{zfrtclua 50 25 ND ND 25
Coli
Pseudt.)momfs 50 25 25 ND 50
Aeruginosa
Salmo.nel_la 50 50 ND ND 50
Enterica
Klebs:ellt_z 50 25 ND ND 25
Oxytoca
Enterobac_ter 50 50 ND ND 12,5
aerogenes
Aeromonas ND ND ND ND ND

aviae
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FIGURE 8

PCT/FR2008/001403

Activité hémolytique de peptides selon I'invention sur des érythrocytes de mouton.
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