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ABREVIATIONS

Solvants
AcONa : Acétate de sodium
AcOEt : Acétate d’éthyle
CH3CN : Acétonitrile
DCM : Dichlorométhane
DMF : Diméthylformamide
HFIP : 1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-propanol
MeOH : Méthanol
NMP : N-Méthylpirrolidinone
TFE : 2,2,2-Trifluoroéthanol

DMSOq4s :  Diméthylsulfoxide deutérée

Réactifs

AcOH : Acide acétique

Ac,0: Anhydride acétique

Aoa: Acide aminooxy acétique

DCC: N-N’-dicyclohexylcarbodiimide

DIEA : Diisopropylethylamine

HATU : 2-(1H-7-Azabenzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetraméthyluronium
hexafluorophosphate*

HBTU : 2-(1H-Benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetraméthyluronium hexafluorophosphate*

HCTU : 5-chloro-2-(1H-Benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetraméthyluronium
hexafluorophosphate*

* HBTU et HATU ont été cristallisés sous forme de sels d’aminium et non d’uronium.
lls devraient donc s’appeler respectivement N-[(1H-benzotriazol-1-
yl)(dimethylamine)methylen]-N-methylmethanamine hexafluorosphate N-oxide et N-
[(dimethylamino)-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridin-1-ylmethylen]-N-methylmethanamine
hexafluorosphate N-oxide. Albericio et al. Lett.Pept. Sci. 1994, 1, 57.

HOBLt : N-Hydroxybenzotriazole
HOAt : N-Hydroxyazabenzotriazole
TIS : Triisopropylsilane

TFA : Acide trifluoroacétique

Me;NH.BH3; complexe de diméthyl amine borane

PhSiH3; hydrure de phénylsilane

(C2Hs5)2NCS2Na.3H,0 diéthyldithiocarbamate de sodium trihydrate
NDMBA : acide N-diméthyl barbiturique

TSA : acide thiosalicylique



Acides aminés, résines, bras espaceurs et peptides

Acides aminés :

A: Ala: Alanine T: Thr: Thréonine

D: Asp: Acide aspartique V: Val : Valine

G: Gly: Glycine W: Trp: Tryptophane

H: His: Histidine X:  Cha: Cyclohexylalanine
K: Lys: Lysine a: D-Ala :D-Alanine

P: Pro: Proline

R: Arg: Arginine

S: Ser: Sérine

Résines :

PEGA : Résine PolyéthyléneGlycolAcrylamide
Wang : bras 4-hydroxyméthyl-phénoxyméthyle sur une matrice styréne réticulée
avec 1% de copolyméres divinylbenzéne

Bras espaceurs :

PAM : bras espaceur Phénylacétamidométhyle
HMPA :bras hydroxyméthylphénoxy acétique acide
MPPA :bras acide méthylphénoxy propionique

Peptides :
MUC, : PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA

PADRE : Pan DR Epitope : aKXVAAWTLKAa

Groupes protecteurs

Ac: Acétyle

All: Allyle

Aloc : Allyloxycarbonyle

Boc : tertio-Butoxycarbonyle

Mmt : Methoxytrityle

Mtt :  Methyltrityle

Pbf: 2,2,4,6,7-Pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyle
tBu : tertio-butyle

Trt: Trityle
Analyses

HPLC : High Performance Liquid Chromatography
Tr: Temps de rétention
ESI: ElectroSpray lonisation
MALDI : Matrix Assisted Laser Desorption lonisation
RMN : Résonance Magnétique Nucléaire

Divers
SPPS Solid Phase Peptide Synthesis
SPCL Solid Phase Chemical Ligation



MEMENTO DES DIFFERENTS COMPOSES

NOM DES COMPOSES NUMERO | PAGE
H-MUC,-NH-CH,-CH=NO-CH,-CO-MUC,-NH-CH,-CH=NO-CH,-CO-MUC,-0H
ou MUC, = MUC, = MUC, 1 74
MUC, = MUC, = MUC, 1 184
H-PADREMUC,-NH-CH,-CH=NO-CH,-CO-MUC,-NH-CH,-CH=NO-CH,-CO-MUC,-OH 2 74
ou PADREMUC, = MUC, = MUC,
PADREMUC, = MUC, = MUC, 2 187
H-MUC,-NH-CH,-CHO 3 165
H-MUC,-NH-CH,-CH(OCHj3), 3’ 164
H-AHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH,-CH(OCHj3); 3" 116
H-Aoa-MUC,=MUC,-bras-résine 4 100
Aloc-Aoa-MUC,-NH-CH>-CHO 5 173
H-Aoa-MUC,-bras-résine 6 101
H-Aoa-MUC,-HMPA-PEGA 6’ 181
PADRE-MUC,-NH-CH,-CHO 7 171
PADRE-MUC,-PAM-PEGA 7 170
Aloc-AoaMUCa = MUCa = AGAG-bras-PEGA 8 183
H-Aoa-MUC,=AGAG-bras-PEGA 9 183
H-Aoa-AGAG-bras-PEGA 10 176
H-MUC,-NH-CH,-CH=NO-CH,-CO-PADRE-NH, ou MUC, = PADRE 11 76
Boc-Ala-PAM-PEGA 12 162
H-PPAH(Trt)GVT(tBu)SAPD({Bu)T(tBu)R(Pbf)PAPGS(tBu)T({Bu)A-PAM-PEGA 12’ 115
H-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-PAM-PEGA 12" 115
Aloc-Aoa-PPAH(Trt)GVT(tBu)SAPD(tBu)T(tBu)R(Pbf)PAPGS(tBu)T({Bu)A- 13 173
PAM-PEGA
Aloc-Aoa-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-PAM-PEGA 14 134
Aloc-Aoa-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH,-CH(OCHj3);, 15 173
Aloc-Aoa-OH 16 172
HMPA-PEGA 17 175
H-AGAG-HMPA-PEGA 18 175
Aloc-Aoa-AGAG-HMPA-PEGA 19 176
Aloc-Aoa-AGAG-OH 20 176




NOM DES COMPOSES NUMERO | PAGE
H-Aoa-AGAG-OH 21 176
Aloc-Aoa-MUC,-NH-CH2-CH=N-O-CH,-CO-AGAG-HMPA-PEGA 22 182
Aloc-Aoa-MUC,-NH-CH,-CH=N-O-CH,-CO-AGAG-0OH 23 182
H-Aoa-MUC;-NH-CH,-CH=N-O-CH,-CO-AGAG-0OH 24 183
Aloc-Aoa-MUC,=MUC,=AGAG-OH 25 183
Fmoc-Ala-HMPA-PEGA 26 177
Fmoc-Ala-MPPA-PEGA 27 101
Fmoc-Ala-Wang-PS commerciale 28 101
Fmoc-Ala-O-CHz-CgHs-O-CH2-CH,-COOH 29 102
H-PPAH(Trt)GVT(Trt)S(Trt)APD(OAIN)T(Trt)R[bis(w,w’)Aloc]PAPGS(Trt)T(Trt)A-HMPA-PEGA 30 104
H-PPAHGVTSAPD(OAINTR[bis(w,w’)-Aloc]PAPGSTA-OH 31 105
H-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-HMPA-PEGA 32 104
H-G-DTR-GAGA-HMPA-PEGA 33 177
H-G-DAR-GAGA-HMPA-PEGA 3371 177
H-G-ATR-GAGA-HMPA-PEGA 33p-a 177
H-G-AAR13-GAGA-HMPA-PEGA 33tan | 177
H-PPAH(Trt)GVT(Trt)S(Trt)APD(OAIT(Trt)R(Pbf)]PAPGS(Trt) T(Trt)A-HMPA-PEGA 34 108
H-PPAHGVTSAPD(OAI)TRPAPGSTA-OH 35 108
H-Aoa-PPAHGVTSA-OH 37 181
Trt-Aoa-OH 38 180
Trt-Aoa-PPAH(Mmt)GVT(Trt)S(Trt)A-HMPA-PEGA 39 181
c(Pro-Pro) 40 165
Ac-MUC,-NH-CH,-CH(OCHs), 41 166
APAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH2-CH(OCHj3); 42 166
GPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH2-CH(OCHj3); 43 166
PAAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH2-CH(OCHj3); 44 166
PGAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH,-CH(OCHj3), 45 166
APPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH,-CH(OCHj3), 46 166




NOM DES COMPOSES NUMERO | PAGE
AlocPPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH,-CH(OCH3), 47 164
Aloc-Pro-OH 48 163
Aloc-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-PAM-PEGA 49 162
Aloc-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-OH 50 163
Aloc-APPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-OH 51 168
Aloc-APPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-PAM-PEGA 51’ 168
H-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-OH 52 123
Aloc-PGR(Pbf)A-Wang-PS 53 169
Aloc-Ala-OH 54 168
Aloc-Aoa-MUC,=MUC,-0OH 55 133
Aloc-Aoa-MUC,=MUC,-HMPA-PEGA 56’ 184
H-Aoa-MUC,=MUC,-HMPA-PEGA 57’ 185
H-Aoa-MUC,=MUC,-0H 57 135
MUC2(amide) 58 191
MUC2(oxime) 59 192
MUC2(cystéine) 60 192
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INTRODUCTION

Les chiffres sont éloquents : le cancer est la deuxiéeme cause de mortalité en
France derriére les affections cardiovasculaires, soit environ 28 % des décés; la
premiére chez les personnes jeunes et actives puisqu’il représente 37 % des décés
prématurés, loin devant les accidents et les suicides. Le cancer tue dans notre pays
150 000 personnes chaque année, soit 400 décés chaque jour. Il est responsable d’'un
décés sur trois chez 'lhomme et d’'un sur quatre chez la femme. Selon le rapport de la
Commission d’orientation sur le cancer (janvier 2003), la France a le taux de mortalité
prématurée le plus élevé d’Europe due au cancer, c'est-a-dire avant 65 ans, supérieur
de 20 % au reste de 'Europe. Maladie intime de la vie, le cancer représente donc une
urgence thérapeutique et malgré les réels progrés opérés au sein des thérapies
combinées (chirurgie assistée par ordinateur, chimiothérapie dérivant de nouvelles
substances naturelles ou de molécules totalement synthétisées et radiothérapie comme
la neutronthérapie), il progresse au rythme de I'accroissement de notre longévité.
Comprendre les mécanismes de cancérisation pour imaginer les thérapies de demain
s’avere donc indispensable pour élaborer de nouvelles stratégies plus efficaces et
mieux tolérées par 'organisme. Une évolution prometteuse vise, en autre, a étendre la
recherche de molécules anticancéreuses au domaine des macromolécules du monde
vivant, les protéines en particulier, susceptible de stimuler le systéme immunitaire afin
de déclencher et/ou d’amplifier une réponse contre les génes anti-tumoraux. La
connaissance de ces antigenes spécifiques liés aux tumeurs a permis le
développement de vaccins thérapeutiques composés non plus de cellules tumorales

inactivées mais directement de ces antigenes.

La glycoprotéine MUC1 est un bon candidat pour une thérapie vaccinale anti-
cancéreuse. En effet, elle est surexprimée a la surface des cellules cancéreuses et
plusieurs antigenes tumoraux ont été identifiés, ces déterminants étant a la fois de type

saccharidiques et peptidiques.

Depuis la découverte de l'immunogénicité de peptides synthétiques, de
nombreuses recherches se sont portées sur la préparation de vaccins a base de
peptides synthétiques. De tels vaccins présentent l'avantage par rapport aux

formulations classiques d’étre bon marché, facile a préparer et de présenter une trés
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bonne innocuité pour [l'organisme. Les peptides sont cependant de faibles
immunogénes en raison notamment de leur taille. En effet, la machinerie immunitaire
semblerait étre sensible a la géométrie spatiale et la longueur de I'antigene introduit
ainsi qu’a des cofacteurs de stimulation ; d’ou la nécessité de trouver des formulations

plus performantes permettant d’arriver a une taille « critique décelable ».

La synthese totale de telles biomacromolécules n'‘en est encore qu'a ses
balbutiements, le verrou technologique principal reposant sur leur polyfonctionnalité.
Toutefois, les avancées récentes dans le domaine de la ligation chimiosélective de
glycopeptides, ont ouvert un éventail de nouvelles possibilités. La combinaison de
compétences en glycochimie et synthése peptidique avec les outils modernes de
ligation promet un accées rapide et trés modulaire a des petites chimiotheques de
glycoformes de fragments de mucines humaines longs d’une centaine d’acides aminés.
L’objectif de cette thése a donc été la mise au point de la synthése d’analogues
linéaires peptidiques, constructions préalables a [I'élaboration de chiméres
glycoprotéiques capables d’induire une réponse immunitaire efficace et spécifique

contre MUC1 tumorale.

Nous décrirons dans un premier temps l'intérét de MUC1 comme modéle pour le
développement d’'une approche immunothérapeutique active. Puis nous étudierons les
outils chimiques nécessaires a la synthése d’'une telle construction. La multiligation
chimique semble en particulier étre une méthode de choix pour la synthése de longs

peptides.

Sera ensuite présenté le travail réalisé dans cette thése qui a été la mise au
point d’analogues non glycosylés par multiligation chimique oxime sur support solide.
Une étude préliminaire sur des chimeéres glycosylées par voie enzymatique a été mené
parallélement et les résultats permettent d'envisager l'accés a ces analogues

glycoprotéiques de MUC1 par voie chimio-enzymatique.
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MUC1 et les cancers épithéliaux

L'antigéne tumoral que nous proposons d'utiliser pour induire une réponse
immunitaire humorale et/ou cellulaire est la glycoprotéine MUC1 encore appelée
épisialine (Ligtenberg et al. 1990 ; Gendler et Spicer, 1995). Cette protéine fait partie de
la classe des mucines ; elle a été identifiée pour la premiére fois dans le lait maternel
(Shimizu et Yamauchi. 1982) et c’est la premiére mucine dont le géne a été séquencé
(Gendler et al. 1990 ; Lan et al. 1990 ; Ligtenberg et al. 1990 ; Wreschner et al. 1990)).
Elle est caractérisée par la présence d'un grand nombre de glycannes liés aux sérines et
thréonines de leur chaine peptidique (jusqu'a 90% du poids moléculaire). Les mucines
peuvent étre membranaires ou secrétées. Dans les deux cas, elles recouvrent la
membrane plasmique et tapissent les muqueuses. La partie extracellulaire est composée
d’'unités de répétition de 20 acides aminés (PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA). Cette unité
peptidique hautement conservée est répétée entre 25 et 100 fois. Le squelette peptidique
est recouvert d’une forte densité de glycannes, ce qui lui confére de bonnes capacités de
rétention d'eau a la surface des épithelia, empéchant ainsi la déshydratation des tissus.
Leur grande viscosité en fait aussi des agents de protection efficaces contre les
agressions mécaniques, chimiques et microbiennes (Porchet et al. 1991 ; Gum. 1995).
Elles représentent donc la premiére barriere opposée par les cellules a leur
environnement externe et c'est ce qui en fait des cibles privilégiées de la réponse
immunitaire. Comme c'est également le cas pour d'autres mucines, le taux d'expression
de MUC1 a la surface des cellules épithéliales augmente considérablement lors de la
transformation maligne ; de plus, dotée d'une disposition essentiellement apicale dans le
tissu épithélial normal, MUC1 s'étend a tout le pourtour de la cellule dans les tissus
cancéreux (Gendler et Spicer, 1995). Enfin, la glycosylation de MUC1 change
considérablement au cours de la transformation : elle est fortement réduite dans les
tissus cancéreux (Burchell et al. 1987) ce qui engendre [|'apparition d'antigénes
normalement cryptiques comme des portions de chaines peptidiques mises a nu et des
glycannes du ceceur oligosaccharidique qui sont habituellement coiffés par d'autres motifs
glycosidiques. Ainsi, cette sous-glycosylation tumorale rend accessible au systéeme
immunitaire non seulement les épitopes saccharidiques (antigénes Tn, T), mais aussi les
épitopes peptidiques associés (Hanisch et al. 1996). MUC1 se rencontre dans beaucoup
de tissus et l'unité peptidique répétitive (20 acides aminés) trouvée dans les tissus

normaux peut porter 6 chaines glycanniques de longueur variable allant généralement de
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4 a 15 résidus osidiques. Dans les cellules cancéreuses ou MUC1 est notoirement
modifiée (glandes mammaires, pancréas, cOlon, ovaire), le nombre de glycannes par
unité peptidique est réduit a 3 ou 4 et ces chaines sont elles-mémes réduites a 1, 2 ou 3
oses qui sont: les antigenes Tn (GalNAca1-O-Ser/Thr) / Sialyl-Tn, STn (NeuAca2-
6GalNAca1-O-Ser/Thr) / Sialyl-STn et T[Galp1-3GalNAca1-O-Ser/Thr / Sialyl-T
(Springer. 1984)). Les antigénes tumoraux associés a MUC1 sont donc composés
d'épitopes peptidiques et glycopeptidiques avec 1, 2 ou 3 oses (Figure 1).
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Figure 1: MUCT normal (a gauche) et cancéreux (& droite), Houghton et Lloyd, 1998.

Ces propriétés font de MUC1 un excellent modéle pour développer de nouveaux

immunogénes comme candidats vaccins dans le cadre d’'une vaccination thérapeutique.
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MUCL1 et la vaccination thérapeutique anti-tumorale

De nombreux essais de vaccination thérapeutique ont été effectués avec
MUCH1, soit sous la forme de la glycoprotéine naturelle isolée de tissus de patients
atteints de cancers, soit sous la forme de protéines recombinantes, soit enfin sous
forme de peptides de synthése plus ou moins longs totalement dépourvus de
glycannes (Houghton et Lloyd. 1998). Ces essais ont permis de constater que MUCA1
est immunogene chez la souris, provoquant une réponse humorale et cytotoxique.
Mais, injectte chez I'homme, MUC1 non-glycosylée provoque une
immunosuppression (Gimmi et al. 1996) qui peut cependant étre levée par I'lL-2
(Agrawal et al. 1998). De plus, les peptides de MUC1 injectés chez 'homme
réagissent avec des anticorps naturels qui présentent une réactivité croisée avec ces
peptides (Apostolopoulos et al. 1998). Cela aboutit aussi a un affaiblissement du
potentiel immunogéne de I'antigéne MUCH1, car il n’y a plus alors qu’'une réponse
humorale chez les patients ainsi vaccinés. Il a cependant été remarqué qu’une seule
unité répétitive du peptide MUC1 n’était pas immunogéne mais associée a la KLH
(Keyhole Limpet Hémocyanine = hémocyanine de patelle) ou a I'adjuvant DETOX™,
elle était capable d’induire une réponse cytotoxique chez des patientes atteintes de
cancer du sein (Reddish et al. 1998). Ces résultats montrent que I'adjonction d’un
adjuvant et I'exposition artificielle du peptide immunogéne MUC1 peuvent améliorer
la réponse immunitaire. Cependant I‘emploi de transporteurs hautement

immunogeénes tels que la KLH engendre des réponses immunitaires indésirables.

Un consensus se dégage sur le fait que I'épitope tumoral le plus efficace serait
glycopeptidique (Hanisch et al. 1996 ; Keil et al. 2001 ; Kagan et al. 2005). Or, trés peu
d'exemples de constructions d'immunogéenes possédant des déterminants
glycopeptidiques ont été décrites (krasten et al. 2004) en comparaison de celles basées
sur des déterminants saccharidiques (Ouerfelli et al. 2005 ; Freire et al. 2006 ; Liakatos
et al. 2007). Ceci est corrélé a la difficulté d'obtention de glycoprotéines homogénes par
synthése chimique ou biologie moléculaire. La synthése par voie chimique des
glycopeptides est difficile et nécessite la préparation longue ou I'achat colteux des
synthons Fmoc-Ser(AcsAcNH-a-Gal)-OH et Fmoc-Thr(AcsAcNH-a-Gal)-OH

correctement protégeés.
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De plus, la synthése par voie récurrente de telles protéines ou glycopeptides
permet difficilement d'obtenir des produits purs avec de bons rendements. La
synthése convergente fondée sur le couplage de fragments peptidiques protégeés,
donc trés hydrophobes, est limitée par leur mauvaise solubilité. Dans ce contexte, il
est important de développer de nouvelles stratégies de synthése. La ligation
chimique, méthodologie en chimie des peptides, permet de condenser de facon
chimiosélective des fragments peptidiques non protégés, donc hydrophiles, et
préalablement purifiés (Walker. 1997). Les méthodes impliquées dans la synthése
chimiosélective de peptides déprotégés produisent principalement des liaisons oxime,
hydrazone, thioester, thiazolidine ou amides au point de ligation (Shao et Tam. 1995;
Tam et Spetzler. 1995).

Deux équipes seulement, dont la nétre, ont combinées partiellement ces
approches et ont obtenus des résultats prometteurs avec des constructions modulaires
synthétisées via trois ligations successives oxime (Cremer et al. 2006) ou native (Ingale
et al. 2007). Si I'équipe de Boons a combiné au sein de la méme macromolécule un
épitope T auxiliaire, un immunostimulant ligand du TLR9 a un épitope B décapeptidique
portant une seule entité sucre (Lo-Man et al. 2001), notre équipe a associé trois
épitopes B icosapeptidiques combinant des épitopes saccharidiques Tn et/ou T a un

épitope T auxiliaire (Kuduk et al. 2004).

Une autre approche proposée par Clausen et al. (1996 ; Sorensen et al. 2006)
propose d’incorporer par voie enzymatique contrblée les résidus GalNAc a I'aide d’'une
polypeptide aGalNAc transférase recombinante. En effet, depuis une décennie, des
glycosyltransférases dotées de propriétés cinétiques et spécifiques a un substrat ont
permis la synthése enzymatique contrdlée de glycopeptides (Wandall et al. 1997;
Bennett et al. 1998). Cette alternative pourrait étre utilisée au laboratoire pour

développer une méthodologie conduisant a des analogues de MUC1.
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Objectif de la thése

Ainsi, nous nous proposons de synthétiser par voie chimio-enzymatique des
glycoprotéines artificielles immunogéenes comportant des antigénes spécifiques de
tumeurs ainsi que des signaux de co-stimulation. Ces petites glycoprotéines
synthétiques, bien que calquées sur des glycoprotéines naturelles, seront élaborées
dans le but d'étudier différentes présentations des antigénes pour optimiser leur

immunogénicite.

Dans un premier temps, nous couplerons, sur support solide, les différents
monomeres par ligation chimique via une liaison oxime (-HC=N-O-CH,-) obtenue par
réaction entre un partenaire aldéhyde et un partenaire amino-oxy. Cette liaison oxime
est compatible avec l'induction d'une réponse immune humorale (Rose et al. 1995) et
cellulaire (Nardin et al. 1998) a partir de protéines artificielles. Les unités de répétition
seront synthétisées en phase solide et on pourrait envisager la protection de I'amino-
oxy par un groupement Aloc dont la déprotection est compatible avec la présence
d'ose sur un peptide (Guibé. 1998).

Dans un second temps, une étude préliminaire de glycosylation enzymatique
catalysée par une polypeptide aGalNAc transférase T1 recombinante, capable d'ajouter
un résidu GalNAc sur la thréonine sera réalisée sur deux monoméres de MUC1 et deux
analogues du dimére natif MUC2(amide). Cela nous permettra de déterminer le nombre
de sucre incorporé ainsi d’étudier I'influence d’'une modification du squelette peptidique

sur le taux de glycosylation.

En outre, il est reconnu que pour améliorer l'efficacité de la réponse immune
de type anticorps ou T cytotoxique, I'ajout d’'un épitope T auxiliaire dit universel, c'est-
a-dire capable de se lier a de nombreux alléles, augmente la réponse immunitaire.
Nous disposons, au moyen des stratégies de synthése proposées, de plusieurs
possibilités pour introduire aisément des épitopes T a des endroits différents des
polymeéres produits. Dans les structures linéaires, I'épitope T auxiliaire PADRE (PAn

DR Epitope) a été choisi et il sera introduit du c6té N- terminal.
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Rappels succincts de la SPPS

Grace aux avancées réalisées au cours du siécle dernier en synthése peptidique,
la synthése chimique de protéines est aujourd’hui possible. L'un des développements
les plus remarquables est la synthése sur support solide (SPPS) introduite par
Merrifield pour la synthése d’un tetrapeptide (Merrifield. 1963). Le principe, illustré par la
figure ci-dessous, consiste a allonger de fagon récurrente la chaine polypeptidique par
son extrémité N-terminale. Les chaines latérales réactives des acides aminés sont
bloquées par des groupements stables tout au long de la synthése et la fonction a-NH,
est protégée par un groupe spécifiquement labile. Aprés couplage de I'acide aminég, la
fonction a-NH; est déprotégée. L'acide aminé suivant est couplé sur 'aminoacyl-résine
par activation préalable ou in situ de sa fonction a-carboxylique. Ce cycle de
déprotection et de couplage est répété avec chaque acide aminé incorporé dans la
chaine peptidique. A la fin de I'élongation, les fonctions latérales sont déprotégées
simultanément au décrochage du peptide de la résine. Cette technique efficace permet

ainsi I'obtention rapide de peptides (Figure 2).

PR, x-®

Fixation de l'acide aminé C-terminal
P-NH-CH-CO-A ‘
P1T1 <
PAHCHCO-®
P1R|1 ‘ Déprotection de I'a-NH,
PR, HN-CH-Co-®
' Couplage n cycles
P-NH-CH-CO-A ‘
PR PR,
|
PNH-CH-CONH-CH-CO-®)
|
p-[peptoe F®
X: groupement réactif * Déprotection finale et décrochage
A: groupement activateur de la résine
@ support solide (ésine) Peptide

P: protection temporaire de la fonction amine
P\, P,,,,P,: protections permanentes des chaines laterales R, Ry,,,Rn

Figure 2: Schéma général de la synthése peptidique sur support solide.
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Actuellement, la synthése de peptides est généralement réalisée par cette
meéthodologie qui a été rapidement automatisée. Il existe deux stratégies de synthése
sur support solide qui se différencient par le groupe protecteur de la fonction a-NH; : la
stratégie Boc utilisant le tert-butyloxycarbonyle comme protection acido-labile et la
stratégie Fmoc faisant appel au 9-fluorénylméthoxycarbonyle. Ce groupement est
déprotégé en milieu basique (pipéridine a 20% dans la N-méthyl-2-pyrrolidone, NMP)
par B-élimination. Le produit de la réaction, le dibenzofulvéne, réagit avec la pipéridine
pour former un composé dosable (¢=7800 M" .cm™ par spectrophotométrie UV a
301nm (Meienhofer et al. 1979) (figure 3).

_~HCHz0—CO—NH—peptide

- = + CO2 + HoN-peptide
+
Y .
CHy 0Y-coNir—peptide \/:@

Figure 3: Réaction de formation de I'adduit fluorénylméthyl-pipéridine.

Le développement de nouvelles résines (Meldal, 1997), de nouveaux agents de
couplages (Han et Kim. 2004), de nouveaux groupes protecteurs (Albericio. 2000) et de
nouveaux bras ont augmenté lefficacité de la SPPS et permis d’accéder a la
préparation de peptides contenant plusieurs dizaine d’acides-aminés. Cependant, des
difficultés subsistent (réaction secondaires, phénoménes d’agrégation, séquences
difficiles, etc...) et la préparation de peptides de taille importante (supérieure a 50
acides aminés) et de protéines demande une optimisation au cas par cas et ne peut

donc pas étre réalisée en routine.

-21 -



Une solution réside dans la synthése convergente. Elle consiste a condenser
par une liaison amide deux fragments peptidiques protégés ou partiellement déprotégés
en solution ou sur support solide. L'avantage de cette méthode est que chaque
fragment de la protéine est synthétisé, caractérisé et purifié. Les effets négatifs et
cumulatifs de la synthése pas a pas sont alors minimisés. Ainsi, la GFP (Green
Fluorescent Protein formés de 238 résidus) a ainsi été synthétisée en solution a partir
de 26 fragments synthétisés sur support solide (Nishiuchi et al. 1998). La stratégie
convergente est également couramment utilisée dans le milieu industriel [a) Bray et al.
2004 ; b) Bruckdorfer et al. 2004]. Cependant, plusieurs inconvénients et notamment la
difficulté de purifier les fragments protégés qui sont faiblement solubles dans les
solvants aqueux classiques utilisés en chromatographie liquide, limitent cette approche.
De plus, la cinétique de réaction est significativement réduite comparée a I'activation
des acides aminés en synthése peptidique pas a pas. Il en suit un temps de couplage
souvent plus important afin d’augmenter [lefficacité de la réaction. Enfin, une
racémisation au niveau du site de couplage, limite les déconvolutions des peptides a
des glycines et des prolines en position C-terminale (Borgia et Fields. 2000) rendant

ainsi cette stratégie laborieuse.

. LA LIGATION CHIMIQUE

Introduction

Une avancée majeure, pour la synthése de peptides supérieure a 50 résidus
proposée par Schnolzer et Kent en 1992 (Science) a été d'utiliser la ligation chimique.
Elle consiste a condenser en milieu aqueux et de fagon chimio-sélective des fragments
peptidiques non protégés spécifiquement fonctionnalisés (Muir. 1995) (figure 4). Il s’agit
toujours d’une stratégie convergente mais elle est appliqguée a des fragments

déprotégés.
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Figure 4 : Principe de la ligation chimique (d’aprés Muir)

La ligation chimiosélective peut-étre divisée en deux classes : les ligations non-

natives et les ligations avec transfert d’acyle. Les ligations non-natives comme les

liaisons hydrazone, oxime, thioester ou thioéther ont la particularité d’avoir une

réactivité unique qui est absente des protéines. Les réactions de transfert d’acyle

comme la capture de thiol antérieur, la ligation de type pseudo-proline, la ligation native

ou la ligation de Staudinger se produisent en général par une réaction de ligation suivie

d’un transfert d’acyle intramoléculaire (Coltart. 2000) pour former une liaison amide.

Cette nouvelle méthode a donc connu de nombreux développements et a permis

de nombreux succes dans la synthése totale ou la semi-synthése de protéines [a)

Dawson et Kent. 2000; b) Nilsson et al. 2005] ou de glycoprotéines (Hang et Bertozzi.

2001) de taille de plus en plus importante (Figure 5).
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Figure 5 : Evolution de la taille des peptides et protéines accessibles par synthése chimique

(Dawson et Kent)
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I.1. Laligation par transfert d’acyle ou NCL (Native Chemical Ligation)

I.1.1.viaun peptide thioester

La ligation chimique native génére une liaison amide (figure 6) (Dawson et al.
1994) au site de ligation. Cette stratégie repose sur la labilité de la liaison thioester et sa
capacité d’acylation intramoléculaire. Elle consiste en un échange intermoléculaire
entre un thioester situé en position C-terminale d’un peptide et le thiol d’une cystéine
situé en position N-terminale d'un autre peptide suivie d'un réarrangement
intramoléculaire par transfert d’acyle.

Le premier exemple d’utilisation de cette ligation pour la synthése d’'une protéine
est la synthése de linterleukin 8, une protéine de 72 acides aminés, obtenue par

ligation entre le fragment 1-33 (peptide 1) et le fragment 34-72 (peptide 2).

(0]
o HS Pepﬁde(/u\s o SH
+
Peptide P — Peptide, — Peptid
Peptide 1/U\SR HzNj\,( prae,  <——= HZNj\n/ PHCS, Peptide1)J\N/Ln/ oS,
Transthioestérification S,N-transfert H
o ] d'acyle O

Figure 6: Ligation native via un peptide thioester (d’apres Dawson et al)

Notion sur I’'Express Protein Ligation (EPL)

L’«expressed protein ligation» est une extension de cette méthodologie pour
préparer des protéines de plusieurs milliers de daltons (David et al. 2004 ; Hahn et Muir.
2005). Elle consiste a synthétiser I'un des fragments (généralement le fragment
thioester) ou les 2 par biologie moléculaire. La synthése recombinante du peptide
thioester est basée sur I'utilisation des « inteins ». Les « inteins » sont des fragments
internes de précurseurs de protéines capables de catalyser leur excision et la ligation
entre les deux fragments adjacents selon un mécanisme intramoléculaire appelé
« protein splicing ». Ce mécanisme implique la formation d'un thioester entre le
fragment adjacent situé coté N-terminal et I'« intein ». L’obtention d’'un peptide thioester
par synthése recombinante consiste donc a faire exprimer la protéine d’intérét sous
forme d'une protéine de fusion avec une «intein » mutée. La mutation permet de

stopper le mécanisme de « splicing » a la formation du thioester intermédiaire. La
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protéine d’intérét est ensuite séparer de I'«intein» par transthioestérification et peut
alors réagir avec un peptide cystéinylé en position N-terminale selon le mécanisme de
ligation native (figure 7). Les deux derniéres étapes de transthioestérification et de
ligation ont lieu simultanément.

L’intérét de cette ligation est qu’elle permet la ligation entre un peptide synthétique
limité en taille comme un acide aminé non naturel, une sonde fluorescente, etc...et un

peptide ou une protéine de taille beaucoup plus importante.

Ciane gen Clonaae

1. Expr 1. Expression chez E. Coli
2. Purification par affinité

2. Affin
o
[ RECOMBIMANT POLYPERTIDE  PO-MH-Cys INTEIN Heeo c;"]
H
.
REGOMBINANT FOLYPEPTIDE Pl-S—r® - INTEIM Heeo .

Transthioestérification

HER
Transthioesterifciation {

o
i
RECOMEIMNANT POLYFEFTIOE ]-LJ:- =1

Ligation native

NHz-C'E}E- PEPTIDE

Mative Chemical Ligation "5

o

| RECOMEBIMANT POLYPEFTIDE  |-ohH PEFTIDE
Hs

Figure 7: Expressed protein ligation (d’apres Dawson et Kent)

Les principales limitations de ces approches concernent :

e La présence d’'une cystéine au site de ligation. Une étude menée par McCaldon et

Argos (1988) (Figure 8) sur la fréquence des acides aminés dans la structure primaire
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de 1021 protéines synthétiques indépendantes, a révélée un trés faible pourcentage de

cystéine (1,7%) au niveau du site de jonction.

10+

Frequency |
in Proteins |
(%)

7.2%

1.7%

Leu AIaIGIy'Ser Val Glu Thr Arg Lys Asp lle Pro Asn Gin Phe Tyr Met His Cys Trp
Amino Acid Residue

Figure 8: Fréquence des acides aminés dans la structure primaire de 1021 protéines synthétiques
indépendantes (McCaldon et Argos)

¢ La production de peptides thioester qui sont principalement préparés en stratégie Boc
en raison de l'instabilité de cette fonction en présence de nucléophiles habituellement
utilisés en stratégie Fmoc (Wieland et al. 1956). De nombreuses équipes ont essayé de
développer des méthodologies en par stratégie Fmoc mais les résultats ne sont pas
probants (Revue de Muir). Actuellement, plus d’'une dizaine de méthodes concernant la
préparation de peptide thioester en stratégie Fmoc sont décrites dans la littérature mais

aucune n’est applicable a tous les acides aminés existants dans les protéines.

e La grande réactivité du thiolate de la cystéine a former une liaison disulfure, a réagir
avec I'oxygene gazeux ou avec des électrophiles (Schneider et al. 1968). En outre, une
réaction de 3 élimination catalysée en milieu basique peut conduire a la formation de

déhydroalanine et entrainer d’autres réactions parasites.

¢ Si le composé possede plusieurs cystéines, une réaction secondaire de formation de

thiolactame cyclique peut se produire et diminuer le rendement de la synthése.
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Ainsi, beaucoup de protéines ne peuvent étre préparées sous la forme native et
des stratégies ont dues étre élaborées pour permettre la synthése de protéines par
ligation chimique native (Kochendoerfer et al. 2003) ou par EPL (Huse et al. 2001 ;
Valiyaveetil et al. 2004). On peut citer l'utilisation de groupements auxiliaires possédant
une fonction thiol éliminée lors de la ligation, la ligation conformationnelle assistée ou la

ligation de Staudinger qui est explicitée ci-dessous.

|.1. 2. vialaréaction de Staudinger

La ligation de Staudinger, développée par Bertozzi (Saxon et al. 2000) et
Raines (Nilson et al. 2000) permet d’obtenir une liaison amide au site de ligation. |l
s’agit de la réaction entre un peptide phosphinothioester (1), obtenu par déplacement
nucléophile d’'un peptide thioester en présence d’'un phosphinothiol, et un peptide
azoture (2) (Figure 9). Le mécanisme réactionnel supposé fait intervenir un
iminophosphorane (3) comme intermédiaire réactionnel qui subit un - S,N - transfert

d’acyle pour former 'aminophosphonium (4) qui est alors hydrolysé.

SH
LJ PR:
0 | :]/ O pp,
ot e ——— mmmflts\[l bR
P
lNJIﬁGphdﬁ 2
|
L]
L paptios _ paptide
4 peptide” "N -
+PR, jJL )” R,
=S, _;;.1 =TT peptide” LS.“[’J.Hl
g g
3
Hs0
Y
s D*‘PR,

j! peptide
peplide” L N *

)

- ;
-\'E\.\___.-'

Figure 9 : Schéma de réaction de la ligation de Staudinger (Nilson et al)
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|. 2. Laligation non native

Elle a été utilisée pour I'élaboration de vaccins synthétiques, I'introduction de
liaison non amide ou encore la construction d’édifices moléculaires. En fonction des
groupes réactionnels greffés sur chaque partenaire, on obtient différents types de
liaisons au site de ligation. Ces différentes méthodes de ligation sont répertoriées dans

les paragraphes suivants.

I.2.1. Laligation thioéther et thioester

Deux types de ligation faisant intervenir un bromoacétate N-terminal comme
électrophile ont été développés. Les thiocarboxylates ou les thiols peuvent réagir avec
le bromoacétate selon une réaction de substitution nucléophile pour donner une liaison

thioester ou thioether (Figure 10).

+ Jj\ :
Br/\Peptide . , Peptide” “SH —>  Peptide S/\Peptide ) Thioester

B > Peptide, 2 Peptide/\SH 1 Peptide S Peptide , Thioéther

Figure 10 : Ligation par liaison thioester et thioéther

La ligation thioester est chimiosélective. En effet, au pH de la réaction (pH 5-6), les
cystéines (pKa ~8) ou les amines sont protonées, contrairement au thiocarboxylate
(pKa ~3) qui réagit alors beaucoup plus rapidement. La ligation thioéther qui s’effectue
a pH neutre ou basique est quant a elle incompatible avec la présence de résidus
cystéine.

Ces deux types de ligation ont été utilisés pour la synthése de I'HIV-1 protéase (Figure
11). Cette protéine de 99 acides aminés est un bon candidat pour la synthése par
ligation chimique. Elle présente au milieu de sa séquence une région flexible contenant
deux glycines adjacentes (résidus 51 et 52) qui n’intervient pas dans [activité
enzymatique. Il est donc facilement envisageable d’introduire une liaison thioéther ou

thioester au niveau de ces deux glycines. Ceci nécessite la fonctionnalisation et la
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condensation de deux fragments peptidiques d’une cinquantaine d’acides aminés
pouvant étre synthétisés par SPPS.
Le fragment 1-50 a été fonctionnalisé coté C-terminal par un thiocarboxylate ou un thiol
et a été condensé avec le fragment 53-99 fonctionnalisé coté N-terminal par un
bromoacétate pour former respectivement au site de ligation une liaison thioester ou
thioéther (Englebretsen et al. 1995).

1 50 51 54 53
Pro-----lle| GIyGiyPhe- - -Phe’ HIV-1
o)
53 <]
BrCHZ—”—Phe---Phe o
1 50 51 50 51
Pro-----lle Gly—SH Pro’----ligaly —5—C—LAPh&--Pné Analogue
5 Thioester
1 50 1 5 0 53 9 Analogue
Pro----- lleeN—C—C—SH Pro-=---- llefN—C—C—S—C rPhe---Phe Thioether
H H, H, H H, H, H,

Figure 11 : Synthese des analogues thioéther et thioester de I'HIV-1 protéase
(d’apres Englebretsen et al)

Une liaison thioéther peut également étre obtenue par adition de Michael entre
un peptide thiol (1) et un peptide maléimide (2) (Figure 12). Ce type de ligation a par
exemple été utilisé par Nefzi et al (1995) pour la synthése de TASP (Template
Assembled Synthetic Protein) et abondamment utilisée pour fixer des hapténes sur des

protéines porteuses

o) 0
S
Peptide )
1Peptide—SH + | N—Peptidez _— 1 N—Peptlde2
le) 0]

Figure 12 : Formation d’une liaison thioéther entre un peptide thiol et un peptide maléimide.

I.2. 2. Laligation thiazolidine et thiaproline

La ligation thiazolidine :

La ligation par des liaisons thiazolidine a été développée par Tam et ses collaborateurs
(Liu et al. 1994). Elle est formée par condensation, a pH acide (2 a 5), d'un aldéhyde

avec une cystéine suivie d’'un réarrangement intramoléculaire (Figure 13).
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HS

H ( HS
. + . - . .
Peptide Peptide — > Peptide X N Peptide
1W\/§O HzNjﬁ( > Condensation P 1\[]/ \/\NH 2
(0] 0] (0] (0]

j Réarangement

S
Peptide1\n/pq\/kg>ﬁ( Peptide,
0] (0]

Thiazolidine

Figure 13 : Formation d’une liaison thiazolidine entre un peptide aldéhyde et un peptide N-term cystéine.
Cette ligation présente deux inconvénients :

- La premiére est l'utilisation d’'un peptide comportant une cystéine libre du coté N-
terminale. Les effets de dimérisation avec formation de pont disulfure sont importants
malgré la présence de réducteur dans le milieu comme la TCEP (Tris-carboxyethyl

phosphine).
- La seconde concerne la faible gamme de pH autorisée pour obtenir cette liaison
thiazolidine qui ne pourra pas étre utilisée en stratégie orthogonale, avec des groupes

protecteurs acido-labiles.

La ligation thiaproline :

Dans le cas d'un ester méthylaldéhyde (X = 0), contrairement a I'amido
méthylaldéhyde (X = N), la thiazolidine obtenue peut subir a pH plus élevé (6 a 9) un -
O,N - transfert d’acyle pour former une pseudo-proline. La liaison obtenue s’apparente

alors a une liaison de type XX-Pro (Figure 14).
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HS

H (HS
. + . - . .
Peptide X Peptide — > Peptide X N Peptide
1\[]/ \AO HzNj\’( > Condensation 1\[]/ ~SN 2
o] 0]

0] (@)

H2a5
° @ j Réarangement
OH
S X=0 S
Peptide,~__N Peptidemn/x\/QN Peptide,
\ﬂ/ O, N-transfert d'acyle o o
o 0 Peptide,
Pseudoproline pH63a9 Thiazolidine

Figure 14 : Formation d’une liaison thiaproline par O,N transfert d’acyle a partir d’une thiazolidine

I.2. 3. Laligation triazole :la chimie« Click » cycloaddition

La ligation triazole est basée sur une réaction de cycloaddition catalysée par des
métaux de transition comme le cuivre(l) entre des alcynes terminaux (composé
dipolarophile) et des azotures organiques (composé dipolaire) (Figure 15). Le nombre
d’application de ce nouvel outil de la chimie organique a littéralement explosé depuis sa
découverte indépendante par Rostovtsev et al (2002) et Tornoe et al en (2002). Sa
popularit¢ (en dehors de [l'inévitable "effet de mode") s’explique par la facilité
d’introduction des fonctions azotures et alcynes et leur inertie quasi parfaite en
'absence de Cu(l). La facilité de mise en ceuvre et la compatibilité inégalée de cette
réaction avec d’autres fonctionnalités chimiques (entre autres, celles des acides
nucléiques, des sucres et des protéines) lui ont valu I'appellation de "click-chemistry"
(Meldal et Tornoe. 2008). Cependant, I'inconvénient est I'élimination du Cu(l) qui est
toxique in vivo et qui peut générer d’autres réactions non désirées comme I'oxydation

de la Cystéine ou la Méthionine.

R R' R'
- Cu(l 7 SN~

\—_—H + \N=N+=N —b( ) R/\N(z\l\l/N
Figure 15 :
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I.2.4 Laligation Oxime et hydrazone

Les aldéhydes, de nature électrophile unique par rapport aux chaines latérales
des peptides qui sont de nature nucléophile, réagissent avec les groupes aminooxy,
hydrazide ou hydrazine selon une réaction de condensation catalysée en milieu acide
pour former des liaisons oxime ou hydrazone (Figure 16). Les aminooxy, hydrazide ou
hydrazine sont beaucoup plus nucléophiles que les thiols ou les amines des chaines
latérales. De plus, au pH de la réaction, ces groupes qui ont des pKa faibles (~3,5 a 5)
sont déprotonés alors que les chaines latérales sont protonées. La réaction est donc

chimiosélective.

H

H
/g + \§ N
o HNT \Peptidez —>1Peptide/\N/ \Peptidez Hydrazone

ZT

1 Peptide

0 Peptide - N Peptid Oxime
| Peptide” 0 N T2 1Peptide/\N/ N

Figure 16 : Ligation par liaison oxime et hydrazone

La ligation hydrazone :

La ligation par la liaison hydrazone est la premiére ligation non-native a avoir été
étudiée (King et al. 1986). Afin de prouver son efficacité, une protéine recombinante la
G-CSF (Granolocyte Colony Stimulating Factor) a été spécifiquement coupée par voie
enzymatique entre deux résidus lysine et sérine puis les deux fragments ont été

fonctionnalisés et condensés pour reformer la G-CSF (Figure 17) (Gaertner et al. 1992).
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Met—Thr----- Lys——Ser——Cys---- Cys——Leu----- Pro

)\Coupure enzymatique

Met—Thr----- Lys Ser—Cys---- Cys—Leu---- Pro

‘ ‘ Fonctionnalisation

w/Condensation
O

Met—Thr----- Lys-”—N:CH—”—Cys---- Cys—Leu----- Pro

Figure 17 : Synthése d’'un analogue de la G-CSF par ligation hydrazone (d’aprés Gaertner et al)

La ligation oxime :

Mise au point par Rose lors de la synthése d’'une protéine dendrimere d’environ
20 kDa (Rose et al. 1994), la ligation chimique par liaison oxime a été frequemment
utilisée pour I'élaboration de vaccins synthétiques afin de fixer plusieurs entités
antigéniques sur une méme molécule. Rose a ainsi préparer une construction vaccinale
contre le choléra contenant huit branches peptidiques greffées sur un chassis a sept
lysines (Figure 46) (Rose et al. 1996) et 'a comparée a celle obtenue par le concept
des MAP (Multiple Antigenic Peptide) développé par Tam a la fin des années 1980.

Cette approche sera développée dans le chapitre consacré aux dendrimeéres.
Les différents types de ligation décrits ci-dessus et résumés dans le tableau

(Figure 18) permettent le couplage de deux fragments peptidiques synthétiques

possédant pour I'un, une entité électrophile, et pour I'autre, une entité nucléophile.
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Type de ligation Electrophile Nucléophile Condition de pH

Oxime Aldehyde Aminooxy 4,5-55

Hydrazone Aldehyde Hydrazide/Hydrazine 4,5-55
Thioéther Bromoacétyl Thiol 6-8
Thioester Bromoacétyl Thioacide 3-7
Thiazolidine Aldéhyde Cystéine N-terminale 2-5
Pseudoproline Réarrangement thiazolidine 6-9
Ligation native Thioester Cystéine N-terminale 7-8

CONCLUSION

Dans le cadre de ce travail de thése concernant la synthése modulaire, par
ligation chimique, de molécules potentiellement immunogénes contre la protéine MUC1
sous glycosylées et secrétées par certaines cellules cancéreuses, nous avons choisi

d’utiliser cette liaison oxime. C’est la raison pour laquelle la ligation chimique via une

Figure 18 : Différents types de ligation

liaison oxime sera spécifiquement développée dans un prochain paragraphe.
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[I. LA LIAISON ETHER-OXIME.

La chimie éther-oxime est connue depuis longtemps. Elle a été utilisée la
premiére fois par Erlanger et al en 1957 et le mécanisme a été étudié de maniére

approfondie par Cordes et Jenks (1962).

Mécanisme de formation de la liaison éther-oxime

La formation de la liaison éther-oxime en ligation chimique résulte de la
condensation séléctive d’'un peptide aldéhyde (R=H) ou cétone (R=alkyl) déprotégé sur

un peptide aminooxy également déprotégé en milieu aqueux (Figure 19).

0
Va
Peptide 1-C_~ + H,N-O—Peptide2 ——= Peptide 1 ~C=N-0O-Peptide2 + H,0
R |
R

Figure 19 : ligation entre un peptide aldéhyde et un peptide aminooxy

La formation de cette liaison covalente se fait entre un peptide comportant un
carbone électrophile (aldehyde ou cétone) en position C-terminale, d’'une part, et un
peptide comportant un azote nucléophile (groupe aminooxy) en position N-terminale,

d’autre part. La réaction d'oximation est optimale en milieu aqueux a pH 4,6.

La cinétique de réaction est faible a pH 7, ce qui limite son utilisation dans
beaucoup d’applications biologiques. En milieu acide, la reaction s’effectue en deux
étapes:

La premiére étape correspond a une addition nucléophile sur le groupe carbonyle
et a la protonation de l'oxygene induisant la formation d'une forme tétrahédrique

carbinolamine (Figure 20).

» < — + I rapide |
R-O-NH, ~C<0  HA == RONH,~C—OH == RONH-C—OH HA

o |
A

Figure 20: Mécanisme concerté de I'addition nucléophile sur le groupe carbonyle et de la
protonation de I'oxygene induisant la formation d'une forme tétrahédrique carbinolamine.

D'aprés Sayer et al (1974) cette premiére étape peut s'effectuer soit par un

mécanisme concerté si nous sommes en présence d'une amine faiblement basique, soit
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par un mécanisme par étapes, passant par un intermédiaire d'addition zwitterionique, si
nous sommes en présence d'une amine fortement basique. Lors de notre réaction de
ligation, nous travaillons en milieu acide a pH 4,6 avec un peptide aminooxy faiblement
basique de pKa de 3,5, ce qui nous laisse supposer que nous travaillons selon un

mécanisme concerté dans la premiére étape de la réaction.

La deuxieme étape correspond a la protonation de I'hydroxyle, puis a la

déshydratation induisant la formation de I'oxime (Figure 21).

| X = VAt H - N4 — 7
R-O-NH-C—OH + HA :R-O-I\L\'—CCO + A = R-O-N=C + H,0 = R-O-N=C + HA +H,0
| | NH Y N N
Hi~

A

Figure 21 : Protonation de I'hydroxyle puis déshydratation induisant la formation de I'oxime.

[I. 1. Introduction de la fonction aldéhyde ou cétone du c6té C-terminal

La fonctionnalisation de peptides et protéines par un groupe aldéhyde ou cétone
a fait I'objet de recherches intensives depuis la découverte des propriétés inhibitrices
des peptides aldéhydes sur les protéases a sérine et cystéine comme la trypsine, la
plasmine ou encore la papaine (Aoyagi et al. 1969) mais également sur une protéase
de l'acide aspartique impliqué dans le cycle de prolifération du virus HIV (human
immunodeficiency virus) (Sarrubi et al. 1992). Indépendament de leurs propriétés
inhibitrices de protéases, les peptides aldehydes sont des partenaires de choix pour
des méthodes de bioconjugaison conduisant a la formation de liaison éther-oxime.
Cette derniére a été utilisée avec succés pour fixer un grand nombre de substances sur
des protéines (Webb et Kaneko. 1990; Kurth et al. 1993) ou former des haptens (Mikola
et Hanninen. 1992) en vue d’applications in vivo comme les peptido-conjugués,

peptides-DNA, glycopeptides, dendrimeéres, etc...
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De nombreuses méthodes ont été développées pour la synthése de peptides
aldéhydes a l'intérieur de séquence sur des chaines latérales (Marcaurelle et Bertozzi.
1998; Spetzler et Hoeg-Jensen. 2002), en position C- ou N-terminale (Melnyk et al.
2000).

Cependant, dans le paragraphe qui suit, nous nous limiterons volontairement a
décrire différentes méthodes d’obtention de peptides possédant une fonction méthyl ou
ceto aldehyde ou cétone en position C-terminale dans un but de bioconjugaison. Ces
composeés peuvent étre obtenus en solution ou sur support solide. La stratégie sur
support solide permettant la synthése rapide de peptides aldéhydes de grande pureté a
été rendue possible grace aux développements de bras espaceurs spécifiques (ou
linkers). Selon le bras employé, le peptide est décroché de la résine sous différentes
conditions (réduction, ozonolyse...) avec la génération d’'une fonction aldéhyde ou

aldéhyde masquée en position C-terminale.

II. 1. 1. Introduction d’une fonction méthyléne aldéhyde du c6té C-terminal

Il. 1. 1. 1.0Oxydation d’'un diol

Une méthode intéressante développée par Zhang et al (1998) est l'introduction
d’'un diol en position C- terminale. Le Fmoc-amino-diol (1) (Figure 22) préalablement
synthétisé a été couplé sur une résine chlorotrityl puis la fonction alcool libre a été
protégée par un t-butyl. Ce type de résine commerciale, permet I'élongation du peptide
en stratégie Fmoc puis sa déprotection des chaines latérales et son décrochage sous
forme de diol C-terminal par un traitement TFA. Le diol sera ensuite oxydé en solution

par NalO4 et générera un glycinal.
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H H O
N _N
Fmoc ~ %OH * Cl O : Fmoc ®) O
OH

OH

H
. N
Peptide™ jO?OHH Peptide O ‘ <— Fmoc” O
OtBu OtBu O

Figure 22 : Synthése d’un peptide diol C-terminal (d’apres Zhang et al )

O
— O

L’inconvénient majeur de cette méthode est la sensibilité de certains acides aminés tels

que la méthionine a I'oxydation.

ll. 1. 1. 2. Oxydation du bras BAL

Le bras BAL (Backbone Amide Linker) développé par Barany et ses
collaborateurs (1998) peut étre utilisé pour la synthése d’un peptide portant une fonction
aldéhyde en position C-terminale (Figure 23). Il s’agit de fixer sur ce bras, par amination
réductrice, un amino acétal puis de réaliser I'’élongation sur 'amine secondaire. Le
traitement final au TFA permet de déprotéger I'acétal en méme temps que la libération
du peptide de la résine. L'inconvénient de cette stratégie est la difficulté de coupler le

premier acide aminé sur I'azote secondaire.

HO d NaBH3CN (10 equiv) p

HleKDP Me ; H/Q in DMF- I-Eﬁf t_gsi_i‘}_ HN’{_AL l_o
oP + 25 °C, 1-12h ‘Hji Q H/
P=-CHzCHz- (10 equiv) OMe Drawn for ﬁﬂ
or Ma (2 equiv; note #) ortho-FPALdehyde

OMe Drawn for ortho-BAL

Pupﬂde

Chain elongation TFA-H, O (18:1) Peptide N
H

T aﬁjd,o

OMe Drawn for ortho-BAL

Figure 23: Synthése d’'un peptide aldéhyde C-terminal a partir du bras BAL (Guillaumie et al)
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Il. 1. 1. 3. Par déplacement nucléophile

Au laboratoire, Leliévre et al (1998, 2001) ont exploité la sensibilité aux
nucléophiles du bras 4-(oxyméthyl)-PhenylAcétamidoMethyl (« bras PAM ») (Figure 24)
introduit par Mitchell et al (1976) pour installer en position C-terminale une fonction
aldéhyde masquée sous forme d’acétal (Lelievre et al. 1998) (Figure 25). La présence
du substituant acétamidométhyl, électroattracteur, en para du phényl rend lester
benzylique beaucoup plus stable en milieu acide que dans le cas du bras 4-
(oxymethyl)-phenoxyméthyl de la résine de Wang. Cette liaison est par contre plus

sensible aux nucléophiles.

@ o _
Y O
Peptide\”/o\/ @) Peptide\”/o

\ J
0 PAM / O '
Y
Bras 4-(oxymethyl)-phenylacétamido méthyl Bras 4-(oxymethyl)-phenoxymethyl

Figure 24 : schéma des bras 4-(oxymethyl)-phenylacétamido méthyl (« bras PAM ») et 4-(oxymethyl)-
phenoxmethyl!

Le bras PAM reste stable durant I'élongation du peptide en stratégie Fmoc/tBu et la
déprotection des chaines latérales par un traitement au TFA. La réaction d’aminolyse
de I'ester benzylique par 'aminoacétaldéhyde diméthylacétal (déplacement nucléophile)
conduit a un peptide en C-terminal. Cet acétal est ensuite trés facilement déprotégé par

traitement au TFA pour obtenir le glycinal C-terminal.

| >
HO (0] Peptide O\/ (0]
_ =

1) Elongation
2) Deprotection des )
chaines latérales

\

HZN/\(OMG

OMe

H OMe
H H
Peptide N\/g 4 TFA Peptide N\)\
\”/ 0 -< \n/ OMe
o o]

Figure 25 : Synthése d’un peptide aldéhyde par aminolyse (d’apres Leliévre et al 1998)
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Il est important de noter que pour conduire a la synthése de longs peptides aldehyde
par aminolyse il est préférable d’utiliser une résine polaire telle que la résine PEGA
(Leliévre et al. 2002).

[I. 1. 2. Introduction d’une fonction a-oxo-aldéhyde du coté C-terminal

Il. 1. 2. 1. Oxydation d’'un 2-aminoalcool

L’oxydation des 2-aminoalcools par NalOs est une réaction bien connue en
chimie organique. Cette réaction peut étre facilement appliquée a la synthése de
peptide aldéhyde en incluant dans la séquence une sérine ou une thréonine ou fixée
sur la chaine latérale d’'une lysine située (tres important) en position C-terminale. Ce
résidu est ensuite oxydé pour former un a-oxo-aldéhyde.

Du fait de sa simplicité et de son efficacité (oxydation totale en quelques minutes) cette
méthode est largement répandue. L’'inconvénient de cette réaction est I'oxydation de la

méthionine présente dans la séquence.

II. 1. 2. 2. Utilisation du linker IPT
Melnyk et ses collaborateurs (2001) ont développé un linker basé sur le

(+)dimethyl-2-3-O-isoprylidene-D-tartrate [IPT] (Figure 26). Le groupe protecteur
acétonide est stable durant I'élongation du peptide en stratégie Fmoc/tBu. Il est
déprotégé en méme temps que les chaines latérales par un traitement TFA pour former

un diol qui sera oxydé par le periodate de sodium pour libérer le peptide a-oxo-

#‘O Fmoc / tBU SPPS #\0

o ==l e il e
@) O

O NH 0 [T]H

|
X<
HO }/TFA
)
Ve XY
o NH NalO, 0 PPep : peptide protégé

NH
I | Pep : peptide déprottégé
X _X X, Y : espaceurs

aldéhyde C-terminal.

2

Figure 26 : Synthése d’'un peptide cétoaldéhyde C-terminal (Melnyk et al).
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Cependant l'utilisation d’'un céto-aldéhyde peut étre accompagnée de sous-produits
comme la formation de 1,3,4 oxadiazolidino peptide contenant deux unités aldéhyde
(Melnyk et al. 1998). De plus, des séquences avec une proline précedant |'a-oxo-
aldéhyde conduisent a une cyclisation intramoléculaire et formation d’'un hétérocycle

stable en milieu acide (Rose et al. 1999).

Il. 1. 3. Introduction d’une fonction cétone du c6té C-terminal

Une méthode développée au laboratoire (Figure 27) permet d’obtenir un a-amido
méthylcétone en utilisant une résine NovaTag ™ (Marceau et al. 2005). La résine
NovaTag ™ posséde un linker de type BAL, l'acide 4-(3-formyl-2-méthoxyphénoxy)
butanoique [FMPB linker] fonctionnalisé par amination réductrice avec une
éthylenediamine mono-protégée par un groupe méthoxytrityl (Mmt). L’élongation
peptidique a été effectuée en stratégie Fmoc/tBu. L’introduction de l'acide pyruvique
(CH3-CO-COOH) au niveau C-terminal a nécessité des précautions particuliéres. Afin
d’éviter I'apparition d’'un sous-produit (dimere) issu d’'une réaction de Claisen en milieu
basique, I'acide pyruvique est couplé par le DCC/NHS. De plus, le dernier amino acide
situé du coté N-terminal est protégé au niveau du N° par un groupe Boc. Le peptide
cétone est ensuite clivé de la résine par un traitement au TFA en absence de TIS afin

d’éviter la réduction de la fonction carbonyle.
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Figure 27 : Synthese d’un peptide cétoaldéhyde C-terminal (d’aprés Marceau et al).
(i)a, 20% pipéridine dans DMF;b,Fmoc-Xaa-OH, HATU, DIEA. (ii) élongation Fmoc/tBu.
(iii) 1 M HOBt dans TFE/DCM. (iv) couplage de CH3-CO-COOH avec DCC/NHS

Conclusion :

Les différentes stratégies décrites ici permettent d’introduire des fonctions
aldéhyde, cétoaldéhyde ou des fonctions cétone en position C- terminale. De
nombreuses possibilités sont donc ainsi offertes pour la synthése de protéines par

ligation chimique oxime.

[l. 2. Introduction de la fonction aminooxy du c6té N-Terminal

La synthése des acides a-aminooxy acétiques (Aoa) a été décrite la premiére
fois en 1893 par Werner. Puis il faut attendre le début des années 1960 pour que ces
acides soient de nouveau étudiés (Hale et al. 1964). Plus tard, des dérivés N-protégés
de I'acide a-aminooxy acétique ont été préparés par réaction entre un sel de sodium de
I'hydroxylamine N-protégée avec un a-bromo acide obtenu via désamination par I'acide
nitreux de 'c-amino acide correspondant. Cette méthode de Briggs et Morley (1979) a

été utilisée pour la synthése de dérivés a-alkylés de I'acide a-N-Boc-aminooxyacétique.
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Des méthodologies plus récentes basées sur la fonctionnalisation d’acide aminé sont
apparues comme celles de Lang et al (1998) ou de Spetzler et Hoeg-Jensen (1999)

mais elles ne seront pas développées dans ce chapitre.
II. 2. 1. Par acylation

Le couplage des dérivés de l'acide aminooxyacétique (Aoa) sur I'extrémité N-
terminale d’'un peptide-résine est fréquemment utilisé pour l'introduction d’une fonction
aminooxy. Lors des premiers essais de ligation avec une liaison oxime, Rose et ses
collaborateurs (1994) ont utilisé I'ester de succinimide protégé sur le N*, Boc-Aoa-OSu
(1) (Figure 28). Les mémes agents de couplages et groupements protecteurs des a-NH>

employés en synthése peptidique classique peuvent étre utilisés.

H H
N 0 No N—Peptide
o —— Boc” O
/ﬁ( 0 H,N—peptide /w(

0]

Figure 28 : Couplage de I'acide aminooxy acétique en position N-terminale d’un peptide (d’apres Rose et
al).

Il. 2. 2. Par déplacement nucléophile

Outre [l'utilisation des dérivés de I'Aoa, il est possible d’obtenir une fonction
aminooxy en position N-terminale d’'un peptide en utilisant le N-hydroxysuccinimide
pour le déplacement nucléophile d’'un peptide-résine N-bromoacétamide. L’élimination
du groupement succinimide par I’hydrazine génére ensuite la fonction aminooxy (Figure

29) (Horn et al. 2004).
0

]
(@)
Br\)J\N/Peptide-Résine + OI\A\O - o z\/lo\/u\u/Peptlde-Resme
]

N
' N2H,

H I
(0] (0]
i .0 _Peptide-Résine
Nh/O\)]\N,Peptlde H,N \)J\H p
H

OH
Figure29 : Utilisation de I'hydroxysuccinimide pour la synthése d’un peptide aminooxy
(d’aprés Horn et al)
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[1.3. Réactivité des peptides

La réaction de formation de la liaison éther-oxime se déroule en milieu aqueux
acide. Par conséquent, la cinétique de la réaction va dépendre de la solvatation des

composés mis en jeu.

II. 3. 1. Réactivité des peptides possédant une fonction aldéhyde ou cétone

Les travaux de thése de Corinne Buré (université d’Orléans.2005) sur
'hydratation de peptides possédant une fonction aldéhyde ou cétone en position C-
terminale, en solution par RMN et en phase gazeuse par fragmentation dans la source
a permis une meilleure compréhension du mécanisme de la réaction d’oximation
(Melnyk et al. 1998).
Pour cette étude, des peptides dérivés de la séquence MUC1 (Figure 30) ont été
synthétisés au laboratoire avec des substituants électroattracteur ou électrodonneur en
a, du carbonyl considéré. La réactivité sur un peptide méthyléne-aldéhyde P4, un
peptide a-oxo--aldéhyde PS5 et un peptide cétone P6 a été étudiée en solution dans un
tampon acétate. Par souci de clarté dans le tableau de la figure 16, nous appelons 'pep'
la séquence PPAHGVTSAPDTRPAPGST, i.e. la séquence répétitive de MUC1 sans

alanine en C-terminal.

Nom Séquence MH" (+ [M+H,O+H]") (Da)
calculée expérimentale
P4 pep-A-NH-CH,-CHO 1928,1 (+ 1946,1)  1928,3 (+ 1946,3)
P5 pep-NH-CH,-CH,-NH-CO-CHO 1914,1 (+ 1932,1)  1914,3 (+ 1932,1)
P6 pep-NH-CH,-CH,-NH-CO-CO-CH; 1928,1 (+ 1946,1)  1928,6 (+ 1946,3)

Figure 30 : Séquences peptidiques P4, P5 et P6

Dans le cas des peptides aldéhyde, I'hydratation de I'a-oxo-aldéhyde est Iégérement
supérieure a celle d'un méthyléne-aldéhyde. Les peptides cétone s'hydratent peu
suggérant que l'attaque nucléophile de I'eau sur le carbonyle ne soit pas favorisée.
Ainsi, le taux d'hydratation des peptides aldéhyde et cétone en solution déterminée par
RMN a permis de définir un ordre d’hydratation des peptides : peptide a-oxo-aldéhyde >
peptide méthyléne-aldéhyde >> peptide cétone et d’envisager une réactivité vis-a-vis

d’'un nucléophile comme une amine selon le méme ordre.
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L’expérience est en accord avec le caractere électrophile du carbone « fonctionnel »
des peptides aldéhyde. L'effet attracteur du carbonyl en a du carbone fonctionnel du a-
oxo-aldéhyde va le rendre plus sensible a I'attaque d’'un nucléophile comparé a I'effet
inducteur du méthyléne en a du carbone fonctionnel du méthyléne-aldéhyde (Figure
31).

@) O )

Il I I
'C _éeC‘H > 'CH2 + C—H

Figure 31 : Electrophilie du carbone fonctionnel de peptides aldéhyde

II. 3. 2. Réactivité du peptide aminooxy

L'effet a de l'atome d'oxygéne affecte le caractére nucléophile de I'azote
adjacent et augmente considérablement le caractére acide du groupe aminooxy (pKa =
4,6), le rendant ainsi trés sensible a I'acylation durant son couplage en synthése
peptidique en stratégie Fmoc/tBu. De ce fait, des phénoménes de bis-acylation ont pu
étre observés lorsque l'azote de I'amino-oxy est mono protégé. Cette réaction
secondaire peut étre supprimée par l'utilsation de dérivés doublement protégés (Bis-
Boc, phtaloyle) ou possédant un groupement protecteur encombré (Trt). Des conditions
particulieres d’activation de I'acide aminoxyacétique développé au laboratoire et décrite
dans le chapitre résultats et discussion permettent egalement de supprimé cette

réaction secondaire.

II. 3. 3. Cinétique de ligation éther-oxime
Les peptides résultant de la ligation chimique entre Paoa et les peptides

aldéhyde et cétone précédemment décrits sont les peptides Plig4, Plig5 et Pligé (Figure
32).

Nom Séduence 77 7 MH’ calculée (Da)  MH" expérimentale (Da)
Paoa HoN-O-CH,-CO-ALKWSLA 861.0 861.6
Plig4 pep-A-NH-CH,-CH=N-O-CH,-CO-ALKWSLA 27711 2771.5
Pligd pep-NH-CH,-CH,-NH-CO-CH=N-O-CH,-CO-ALKWSLA 2757 1 2757.6
Plig6 pep-NH-CH,-CH,-NH-CO-C(CH3)=N-O-CH,-CO-ALKWSLA 27711 2771.3

Figure 32 : Séquences des peptides Plig4, Plig5 et Plig6
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La cinétique de la réaction est suivie par HPLC, a 25°C, pendant 37 heures
(Figure 33).

Produit de
ligation (%)

100

80

60

40

20

0 10 20 30 40

Temps (heure)

Figure 33 : Cinétique de la réaction de ligation des trois peptides P4, P5 et P6 avec le peptide aminooxy
Paoa.

D'apres la figure 33, le peptide méthyléne-aldéhyde P4 est plus réactif que le peptide a-
oxo-aldéhyde, surtout en début de réaction. L'ordre de réactivité en présence de Paoa
est le suivant: peptide méthyléne-aldéhyde P4 >> peptide a-oxo-aldéhyde P5 > peptide
cétone P6. Concernant les peptides aldéhyde, la réactivité est inversée en comparaison

des résultats observés lors de I'hydratation.

La premiere étape de la réaction de ligation (page 35) semble étre I'étape limitante pour
les peptides cétone. Ces peptides sont les moins réactifs vis-a-vis d'un peptide
aminooxy, certainement du fait de I'encombrement stérique de la fonction carbonyle qui
rendrait plus difficile I'attaque du nucléophile HaN-O-. Pour les peptides aldéhyde, la
seconde étape de la réaction de ligation (page 36) semblerait étre prépondérante dans
la formation de I'oxime. La basicité de I'oxygéne de la fonction hydroxyle serait affectée
par I'effet attracteur du carbonyl en a du carbone fonctionnel de I'a-oxo-aldéhyde et le
rendrait moins basique que celui du méthyléne-aldéhyde dont l'effet inducteur du

méthyléne en a du carbone fonctionnel augmenterait son caractére basique (Figure 34).

o |
| Il
-CH,>C>0OH > -C—«C —<OH
| |
H H
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Figure 34 : Basicité de I'oxygéne de la fonction hydroxyleentre un carbinolamine de méthyl-
aldéhyde et de céto-aldéhyde

Par conséquent, il devrait lui étre plus facile de capter un proton présent dans le milieu
de réaction ce qui faciliterait I'élimination de la molécule d'eau. Par analogie, il est
tentant de penser qu'en solution, I'élimination d'une molécule d'eau de la carbinolamine
issue du peptide méthyl-aldéhyde serait plus facile que de celle issue du peptide céto-
aldéhyde. Cette hypothése pourrait expliquer la raison pour laquelle la réaction
d'oximation est plus rapide avec les peptides méthyléne-aldéhyde qu'avec les peptides

o-oxo-aldéhyde.

Conclusion

La fonctionnalisation des peptides et I'étude de leur réactivité dans les conditions de la
ligation oxime nous ont conduit a choisir la ligation méthyléne éther oxime. En effet, le
temps de réaction sera un dés parametres a prendre en considération dans un but de

multiligation afin de minimiser une éventuelle réaction parasite de transoximation.
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. LA MULTILIGATION :VERS LES EDIFICES MACROMOLECULAIRES

Sauf dans le cas de I'«expressed protein ligation» ou I'un des deux fragments est
obtenu par synthése recombinante, la taille des protéines obtenues a partir d’'une seule
ligation reste limitée par la taille des fragments peptidiques pouvant étre synthétisés.
Afin d’augmenter le poids et la diversité moléculaire des édifices macromoléculaires,
des méthodologies utilisant plusieurs ligations (natives et/ou non natives) ont été
développées. Elles impliquent la présence simultanée de plusieurs fonctions réactives
qu’il faudra activer ou protéger temporairement. Cette approche inhérente aux
domaines de la chimie des sucres, des oligonucléotides et des peptides fait intervenir le

concept d’orthogonalité.

Notion d’orthogonalité :

Barany et Merrifield (1977) le définissent comme «un ensemble de groupes
protecteurs complétement indépendant de tel sorte que chaque groupe puisse étre
enlevé dans n’'importe quel ordre en présence des autres groupes protecteurs ». Des
exemples d’orthogonalité de groupes protecteurs en synthése peptidique associent la
stratégie Boc-benzyl avec des groupes protecteurs sensibles a des nucléophiles, a des
bases, au palladium (Aloc, All...) ou encore a la lumiére. De méme, en stratégie Fmoc-
tert-butyl on utilise des groupes protecteurs sensibles a des acides (Trt, Mtt, Mmt...), au

palladium (Aloc, All), ou a la lumiére.
Ce concept d'orthogonalité a été étendu par Kanie a I'étape d’activation de

donneurs et daccepteurs de (glycosides afin daccélérer la formation
d’heptasaccharides (Kanie et al. 1994) (Figure 35).
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Figure 35 :Obtention d’oligosaccharides d’aprés Kanie et al

L’unité monosaccharidique de départ est une glucose-amine (GIcN) N protégée par un
phtaloyle. Le groupe X est un groupe phénylthio activé par un mélange de N-
iodosuccinimide (NIS)-acide triflique (TfOH) et le groupe Y est un atome de fluor activé
par Cp2HfCl, - AgCIOg.

Zeng et Zimmerman (1996) ont proposé un concept de couplage orthogonal pour
obtenir des dendriméres (Figure 36) et réduire de moitié le nombre d’étapes de
protection et d’activation nécessaires a la synthése de ces polymeres généralement
obtenus par une approche divergente (Tomalia et al. 1993 ; Newkome et al. 1992) ou
une méthode convergente (Fréchet et al. 1990). Un dendron de sixieme génération
(G61) de 21 000 g-mol™ a été synthétisé en trois étapes a partir d’un tétra-acide iodé
subissant une tétra-estérification selon la réaction de Mitsunobu (1981) et d’un tétra-
acétyléne hydroxylé réagissant avec le composé iodé estérifié selon une réaction de
Sonogashira et al (1975).
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Figure 36 : synthese d’un dendron d’aprés Zeng et Zimmerman

lls appelent leur approche couplage orthogonal dans la mesure ou les réactions de

Sonogashira et Mitsunobu peuvent étre réalisées dans n'importe quel ordre.

D’une maniére générale, ce concept d’orthogonalité incluant des stratégies de
protection, d’activation ou encore de couplage en chimie organique met toujours en jeu
deux groupes fonctionnels réagissant de maniére chimiosélective malgré la présence
d’autres entités réactionnelles. Au regard de la définition d’orthogonalité, les méthodes
de multiligations natives et non natives peuvent étre assimilées a des ligations

orthogonales.

Cette notion est primordiale dans une stratégie de multiligation puisqu’elle
consiste a étendre la ligation chimique a la synthése de protéines et/ou d’édifices
macromoléculaires de taille plus importante en réalisant plusieurs ligations pour

assembler trois fragments ou plus (Figure 37).
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Figure 37 : Schéma rétrosynthétique d’assemblage de trois fragments

Au regard de ce schéma, la stratégie de multiligation peut se faire selon deux

approches :

- La premiére consiste a activer spécifiquement une fonction ou a réaliser un couplage
orthogonal. Ces deux voies n’ont pas été étudiées car cela aurait nécessité une mise au
point fastidieuse pour I'activation et une stratégie inappropriée pour notre étude dans le
cas du couplage orthogonal. En effet, les liaisons Z et Z’ sont des liaisons de méme

nature et les groupes fonctionnels mis en jeu sont identiques.

- la seconde réside dans la protection temporaire d’'une des deux fonctions (Y, et X)
réactives du fragment médian. Aprés une premiére ligation, cette protection est
sélectivement éliminée pour permettre d’effectuer la ligation suivante. C’est cette

approche que nous avons décidé de suivre au cours de la thése.

La multiligation peut comporter des ligations de méme type ou de différents types
(mixtes). Elle peut étre effectuée en solution ou sur support solide et de nombreux
exemples montrent I'efficacité de I'utilisation de plusieurs ligations orthogonales pour
parvenir a la synthése d‘édifices moléculaires «protéiques» de taille importante. Nous
avons choisi d’en présenter seulement quelques exemples qui nous paraissent

significatifs.
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[11.1. Multiligation en solution

[l1.1. 1. La multiligation avec des liaisons de méme type

La synthése de la crambine réalisée par Bang et Kent (2004) avec deux ligations
natives illustre la deuxieme approche. La stratégie réside dans la protection temporaire
d’'une des fonctions réactives. Parmi les cing résidus cystéine de la crambine, les
résidus choisis comme sites de ligation sont les résidus 16 et 32. La premiére étape
(Figure 38) est la ligation entre le résidu 16-31 fonctionnalisé par un thioester et le
résidu 32-46. Lors de cette ligation la cystéine 16 est protégée sous forme de
thiazolidine, permettant de s‘affranchir d’'une étape de purification lors de I'utilisation du
groupe protecteur Acm (acétamidométhyl) et d’améliorer ainsi le rendement
intermédiaire de la synthése. La deuxiéme étape consiste a déprotéger la cystéine 16 et
a introduire dans le milieu réactionnel le fragment 1-15 fonctionnalisé par un thioester,

pour former la deuxiéme liaison native.

S S
< 0 HS < o SH
N + Ligation native, pH 7,5 N
H 17-31 SR HN 33-46 —_— H 17-31 N 33.46

\ Déprotection, pH 3

HS SH
H,N L 1) Ligation native, pH 7,5 j\ Q
Deprotectlon pH 3 H,N -)L
17- 31 33 46 17-31 H 33-46
<13

Figure 38 : Synthése de la crambine (d’aprés Bang et al)

Les travaux récents de Torbeev et Kent (2007) illustrent la premiére approche
en « jouant» sur les différences de réactivités des thioesters. lls ont réalisé la
synthése d’'une HIV-1 protéase de 203 acides aminés a partir de 4 fragments
peptidiques (Figure 39). La premiére étape est la synthése convergente de deux
fragments peptidiques (A1-A40)-(“thioarylester) (1) et Cys-(A42-A99)-(“thioalkylester)
(2). Le peptide (1) réagit sélectivement avec la cystéine du peptide (2) par une
réaction de ligation cinétiquement controllée (KCL) en absence de thiol pour former le

fragment (A1-A99)(“thioalkylester). Cette sélectivité est due a la grande réactivité
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intrinséque des (“thioarylester). Le fragment peptidique Cys-Glys-(B1-B99) est obtenu
par ligation chimique native (NCL). Aprés purification, ces deux fragments, sont reliés
par NCL pour former le polypeptide final. Cependant, la réactivité de la fonction
sulfhydryl de la Cys*' a engendré la formation de deux sous-produits contraingnant
les auteurs a alkyler cette derniére avec du 2-bromoacétamide. Le résultat est la

formation de pseudo liaison y-GIn aux différents sites de ligation.

Searyl + Cys™' £ ) HIV-1 PRC [(M2-A59) alkyl  (ThziCys{Gly),

-1 PR [B1-B40}

1. Ligation (KCL) 4, Ligation (NCL)

2. Alkylation 5. Alkylation .
3, Purification 6. Thz deprotection
{. Punficabon
{H)4 ) Hiv-1 PRC (A1-8a0) -G 1L ) HIV-1 PRE (AM2-A90) )=thioaster Cya-{Gly), " HIV-1 PRC [B1-B4D) Jeyp-Gain*" 4 ) HIV-1 PRE (B42-859] J=(OH)
B. Ligation (NCL)
0. Alkylation

10. GHO deprotection

(OH)

i ’ WA PRC (Ad2A88) Jeyelans[Gly), ’ HIv-A PR (B1-B40) J= wGin™ " HIY-1 PRI (B42-Ba5)

Figure 39 : Synthese de la de la HIV-1 protéase d’aprés Torbeev et Kent
S-aryl=4-mercaptophenylacetic acid thioester, S-alkyl=3-mercaptopropionic acid tetraarginine amide
KCL=kinetically controlled ligation, NCL=native chemical ligation, Thz=thiazolidine

Un autre exemple remarquable de couplage orthogonal en solution avec la
formation de liaison de méme type a été développé au laboratoire par Gaélle-Anne
Cremer et al. (2004). Son approche a été de jouer sur la réactivité du cétoaldéhyde et
du méthylaldéhyde vis-a-vis d’'un partenaire aminooxy.
la synthése de la chimére Muc(Muc)PADRE (1) consiste a condenser les deux
partenaires Aoa-Muc (3) et Aoa-PADRE (2) sur un synthon MUC dialdéhyde masqué
(4) qui est le peptide MUC(Ser)Acétal, (Figure 40). Ce dernier posséde deux fonctions
aldéhydes positionnées coté C-terminal en position branchée et protégées de fagon

orthogonale.

MucC —I-—Xl
+
X2
4)

Figure 40 : Représentation du synthon MUC dialdéhyde masqué (4)
X1 et X2 : fonctions aldéhydes masquées de fagon orthogonale
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La premiere fonction aldéhyde masquée X1 a été introduite sous forme d’un acétal
obtenu par aminolyse du bras PAM. Le bras PAM est stable en milieu basique ainsi
qu'en milieu acide moyen, il est par contre sensible aux attaques nucléophiles.
L’utilisation de ce bras, permet donc de réaliser I'élongation du peptide selon la
stratégie Fmoc/tBu, de déprotéger les chaines latérales du peptide, puis d’effectuer un
déplacement nucléophile par le diméthyl acétaldéhyde diméthylacétal. La fonction
acétal du peptide obtenu peut alors étre déprotégée en milieu acide.

La deuxiéme fonction aldéhyde masqué X2 a été introduite sous forme d’un 2-
aminoalcool. |l s’agit d’'une sérine couplée sur le &-NH, d’une lysine introduite en
position C-terminale de la séquence MUC1. Une alanine a été ajoutée coté C-terminal
de cette lysine car les acides aminés encombrés sont connus pour influencer
défavorablement les rendements de réactions lors de déplacements nucléophiles.

Les deux fonctions aldéhyde seront obtenues par une déprotection au TFA de l'acétal
d’'une part et par oxydation de la sérine par NalO, d’autre part.

A partir du synthon Muc(Ser)Acétal (4) possédant deux fonctions aldéhyde potentielles,
deux stratégies de synthése sont envisageables suivant I'ordre des réactions de ligation
(Figure 41).
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Figure 41: Stratégie de ligation de la chimére Muc1(Muc1)PADRE (1)

Selon la stratégie testée précédemment (stratégie a) (Leliévre et al. 2001), la premiére
ligation était effectuée sur le méthyl aldéhyde aprés déprotection de I'acétal. Suivait
alors la seconde ligation sur le cétoaldéhyde aprés oxydation de la sérine par NalOy. Il
s’est cependant avéeré que la seconde ligation sur le cétoaldéhyde, beaucoup plus lente
que la ligation sur le méthylaldéhyde, était accompagnée d'une réaction de
transoximation. Afin d’éviter cette réaction secondaire Gaélle-Anne a choisi de réaliser
la réaction la plus lente, celle sur le cétoaldéhyde, en premier. La synthése de la
chimére 1 a donc été réalisée selon la stratégie b. Le partenaire Aoa-Muc (3) a été
ajouté dans le milieu contenant le cétoaldéhyde et la réaction de ligation a été suivie par
HPLC. Aprés 20 heures, la réaction est compléte a environ 90%. Le produit issu de la
premiére ligation est purifié en présence du partenaire Aoa-PADRE (2). Ainsi,

laldéhyde généré lors de la purification, de I'évaporation des fractions, de la
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lyophilisation ou du traitement TFA, réagit immédiatement avec le partenaire aminooxy
pour former in situ la chimére (1) attendue.

La réaction a ensuite été menée a terme par un traitement au TFA et la chimere (1) a
été purifiee par HPLC sur une colonne C4 puis lyophilisée. Apreés optimisation des
différentes étapes de la synthése, le rendement global est de 10%. Si I'on remplace le

peptide PADRE par l'unique résidu aminooxy, le rendement obtenu est de 25%.

Ces récentes stratégies convergentes et « one-pot », en solution, visant a réduire
des étapes intermédiaires de purification permettent d’augmenter le rendement final
(40% au final pour la crambine de Kent constituée de 46 acides aminés) mais dans la
plupart des cas, et aprés plusieurs ligations, une accumulation de produits secondaires

rend la purification du polypeptide envisagée difficile (6,7% au final pour Torbeev).

[11.1. 2. La multiligation avec des liaisons de différents types (mixtes)

Un des premiers exemples de multiligation decrit avec des liaisons non-natives
est la synthése du facteur de transcription cMyc-Max (Canne et al. 1995). Les deux
protéines cMyc et Max forment un hétérodimére non covalent stable capable de se fixer
sur 'ADN et d’activer la transcription. Afin de faciliter I'étude de cette interaction un
hétérodimere covalent des protéines cMyc et Max tronquées a été assemblée par trois
ligations (Figure 42). Dans un premier temps, une ligation thioester a permis de former
les fragments cMyc et Max. Aprés purification de chacun des monomeéres, la fonction
aminooxy de cMyc réagit avec la fonction aldéhyde de Max pour donner un
hétérodimere lié par ligation oxime. Le dimére covalent ainsi synthétisé a montré la

méme affinité pour '’ADN que le dimére non covalent.
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Figure 42 : Syntheése de I'hétérodimére covalent cMyc-Max par trois ligations (Canne et al)
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Un deuxiéme exemple est illustré par les travaux de Miao et Tam (2000) utilisant
une stratégie de synthése avec trois fragments reliés par une liaison pseudoproline et
une liaison native (Figure 43). Les trois fragments mis en jeu sont le fragment N-
terminal (N) fonctionnalisé coté C-terminal par un aldéhyde, le fragment interne (M)
fonctionnalisé c6té N-terminal par une cystéine et coté C-terminal par un thioester et le
fragment C-terminal (C) fonctionnalisé par une cystéine. L'orthogonalité des deux
ligations repose ici sur les conditions de pH. La premiére étape est la formation d’'une
thiazolidine entre le fragment N et le fragment M. Cette réaction s’effectue a pH acide,
la ligation native inter ou intra-moléculaire pouvant avoir lieu avec le fragment M est
inhibée. Aprés purification du fragment NM, celui-ci est couplé au fragment C par une
ligation native. Cette deuxiéme étape s’effectue a pH Iégérement basique permettant

également le réarrangement de la liaison thiazolidine pour former une pseudoproline.
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Figure 43 : Stratégie de double ligation par liaison de « type » pseudoproline et une liaison native
(d’apres Miao et Tam)

La préparation d‘un analogue de la SEP (Synthetic Erythropoisis Protein), une
gylcoproteine de 51 Kda, est un exemple remarquable de synthése par multiligation
chimique (Kochendoerfer et al. 2003). L’érythropoiétine est une hormone glycosylée qui
régule la prolifération, la différenciation et la maturation des cellules érythropoiétiques.
Cette glycoprotéine posséde un squelette peptidique de 166 résidus et quatre sites de
glycosylation. La SEP qui a été synthétisée contient le méme squelette peptidique que
I'Erythropoéitine naturelle. La partie osidique a été mimée par deux polyméres branchés
de longueur définie et possédant huit charges négatives. La synthése a été réalisée a
partir de quatre fragments peptidiques (Figure 44). La premiere étape a consisté a
condenser les polymeéres sur les fragments N- et C-terminaux par une liaison oxime.
Les quatre fragments ont ensuite été condensés par ligation native pour former le

squelette peptidique.
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Figure 44: Synthése de la SEP (Synthetic Erythropoisis Protein) (Kochendorfer et al)

Lors d’études réalisées in vitro et in vivo, la SEP a montré une activité similaire a celle
de [I'érythropoiétine naturelle mais avec une durée d’action significativement

augmentee.

[11.1. 3. La multiligation pour la synthese de dendrimeres

Les différents exemples cités précédemment montrent I'étendue des possibilités
qu’offre la ligation chimique pour la synthése de protéines. La combinaison de
différentes ligations orthogonales, l'utilisation éventuelle de groupes protecteurs, sans
oublier I'«kexpressed protein ligation» qui permet I'obtention de fragment de taille
importante permet d'imaginer de nombreuses voies de synthéses adaptables suivant la
protéine cible. Une approche originale développée il y a maintenant vingt ans a conduit
a la formation de dendrimeéres, édifices complexes tels que les TASP (Template
Assembled Synthetic Peptide) ou les MAP ou plusieurs copies d’un peptide sont
couplés simultanément sur une matrice possédant plusieurs fonctions réactives

identiques.
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1. 1. 3. 1. Les MAP

Mis au point par Tam, les MAP (Multiple Antigenic Peptide) (1988) sont
composés d’'un noyau de lysines branchées portant plusieurs fonctions amines sur
lesquelles sont couplées plusieurs copies peptidiques (Figure 45). Ceci conduit a
'obtention d’'une structure bien définie dont le noyau de lysine ne représente plus

qu’une faible proportion et est non immunogéne.

Peptide

Peptide > Lys > ]
i y
Peptide > Lys

Peptide
Peptide

Peptide> '-y5> )
i y
Peptide > Lys

Peptide
Figure 45: MAP a 8 branches (d’aprés Tam)

S

S

> Lys-BAla-OH

Le concept de MAP était un bon modéle pour la synthése de vaccins synthétiques.
Cependant leur synthése par SPPS conduisait le plus souvent a des molécules non
homogéenes du fait de 'accumulation de couplages incomplets. La formation de MAP
par ligation chimique a permis de s’affranchir de ces problémes.

Rose et ses collaborateurs (1996) ont synthétisé des MAP a huit branches avec des
liaisons oxime (Figure 46) ou hydrazone a partir d’'un noyau de huit lysines branchées

et de I'insuline porcine fonctionnalisée par une fonction aminooxy ou hydrazide.

CHOCO—__ X—O0=—= CHCO—__

CHocoO— Y& X—0= cHco— &

CHOCO A A

SHOO—13 X—0= CHCO— ¢

CHOGO Lys-Tyr-OH - X— 0= CHCO Lys-Tyr-OH

—0O— CHCO

cHocO~__ ~® o= CHOO~. ~°

CHoco —Lys X =-CH,-CO-Insuli XTOo= —Lys
=-LHy-LO-Insuline X—O0=— CHCO

Figure 46 : Formation d’une octaoxime avec l'insuline porcine (Rose et al)

Selon ce principe de MAP obtenu par ligation chimique, deux candidats vaccins ont été
synthétisés par liaison oxime. L'un posséde quatre copies d’un peptide issu du virus de
la grippe (Figure 47a) (Zheng et al. 2000) et I'autre contient quatre copies d’'un peptide

constitué des épitopes B, T-cytotoxique et T-auxiliaire de la protéine de la malaria
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(Figure 47b) (Nardin et al. 2001). Les deux constructions se sont révélées étre de trés
bon immunogénes chez la souris (Zheng et al. 2000) ou en étude clinique de phase
(Nardin et al. 2001).

—COCH==0—CH,CO-Peptide a) Peptide = PKYVKQNTLKLATGMRNVPEKQT
— —_—— A .
HO-Lys—Lys-Lys-Lys-Ser-Lys-Ser-Ser—Lys\ COCH==0—CH,CO-Peptide b) Peptide = T,BT*
Lys—_ COCH O—CH,CO-Peptide T, : Epitope T cytotoxique
Pam,Cys COCH==0—CH,CO-Peptide DPNANPNVDPNANPNVY
B : Epitope B (NANP),

e . ” T* : Epitope T auxiliaire
Pam3Cys : tripalmitoylcystéine EYLNKIQNSLSTEWSPCSVT

Figure 47 : Vaccins synthétiques sous forme de MAP obtenu par ligation oxime
a : vaccin contre la grippe(d’aprés Zheng et al) ; b : vaccin contre la malaria (d’aprés Nardin et al)

. 1. 3. 2. Les TASP

Le concept de TASP (Template Assembled Synthetic Proteins) a été introduit par
Mutter et ses collaborateurs pour contourner le probleme du repliement des protéines
(Mutter et Vuillemer. 1989). Selon cette approche, des unités peptidiques ayant une
structure secondaire inhérente sont fixées sur une matrice de topologie définie,
permettant ainsi le repliement des peptides selon une structure tertiaire. Pour la
synthése de telles protéines, la ligation chimique est une bonne alternative a la stratégie
convergente utilisant des peptides protégés. Ainsi plusieurs synthéses de TASP basées
sur des liaisons thioester (Dawson et Kent. 1993), thioéther (Rau et Haehnel. 1998),
thiazolidine (Mathieu et al. 2000) ou oxime (Kochendoerfer et al. 2002) ont été

réalisées.

Dans ce dernier exemple Kochendoerfer et ses collaborateurs ont appliqué le
principe des TASP pour I'étude du canal ionique MscL (Mechanosensitive channel
Large) de Mycobacterium tuberculosis. Celui-ci est constitué d’'un peptide de 151 acides
aminés dont la structure cristalline révele deux régions adoptant une structure
secondaire hélicoidale arrangées sous forme d’homopentameére. Le domaine C-terminal
103-151 en solution a pH neutre ne présente aucune structure secondaire. Par contre,
la fixation de ce peptide fonctionnalisé par un aminooxy sur une matrice portant cing

fonctions cétone induit une structure secondaire.

Dans une étude récente Boturyn et ses collaborateurs (2004) ont également

utilisé la liaison oxime pour la fixation d’'un ligand de l'intégrine a,ps sur un RAFT
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(Regioselectively Adressable Functionalized Template). Les RAFT sont des
décapeptides cycliques contenant deux types de site de fixation protégés de fagon
orthogonale et orientés vers les deux faces opposées du squelette peptidique (Dumy et
al. 1995). A partir des deux RAFT (1) et (2) dont les chaines latérales des lysines d’une
face sont protégées par des Boc et celles de I'autre face protégées par des Aloc (Figure
48), Dumy et ses collaborateurs ont préparé les composés de type (3) et (4) sur
lesquels le cyclopeptide c[RGFfV-1] reconnu par l'intégrine a3 a été condensé par des

liaisons oxime afin d’obtenir les composés de type (5).

g—NH, NH

o x—oRo A d Y
R . R N
o~NH; R f K R ¥
f f \K/ N
- K“‘“*A”%‘“F Lqé'(\“mg,.-—r:?) ’ "
N IH
[ <

K K. K.
P/ --..,_i_,.-'K-..-G ._,..-"' "-..__I_’ \G \ Ne & D% a—N
) 6 £=0
R R K ?/Ks Q
, s — Rinfi : G u p
1R =Boc, R’ = Alloc 3 R’ = Biotin ou Fluorescein | 3 ]K |
/K'--...f(/ ~
G
o—NH, oM %’
R R o 0
i i g OK{ o NH: g
/KE“"K/K""“‘P % 2: U=K(Biotin), Z = Biotin, X = G
T $ i ? G K-_-_-E/ o 3: U=K(Biotin), Z = Biotin, X = BA
R 4: U=K(Fluorescein), Z = Fluorescein, X =G
K. > )
F‘""-‘ \‘K"’.K.-"‘G '!,,,-—K-._‘R/K\.__ I 5: U=K(Fluorescein), Z = Fluorescein, X = A
i E G 6: U=A, Z = Fluorescein, X =G
R R 7: U=A. Z = Fluorescein, X = A
B U=AZ=Y X=0C

2R =Boc, R*=Alloc 4 R’ =Tyr ou Fluorescein
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Figure 48 : Synthése de RAFT (Boturyn et al)

. 1. 3. 3. Les CAT

La conception modulaire de nouvelles molécules conjuguées qui peuvent
combiner une fonction de ciblage cellulaire (ligand) avec des molécules cytotoxiques
(récepteur) a été développée par Garanger et al (2006) (Figure 49). Cette approche
utilise un intermédiaire clé appelé chassis spécifiquement chimiosélectif
(CAT=Chemoselectively Addressable Template). Ce peptide cyclique posséde sur une
face, des fonctions aminooxy et sur l'autre face, des fonctions aldéhyde. Les deux
composes, ligand et récepteur sont reliés au CAT par liaisons oxime. Ce systéme a
permis d’obtenir efficacement des vecteurs synthétiques combinant un systéme

RAFT(c[-RGDfK-])s avec un peptide ou un oligonucléotide cytotoxique.
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Figure 49: Synthese de CAT (Garanger et al)

[11.2. En solution et sur support solide

Nous avons vu dans le chapitre sur la ligation chimique native que cette derniére est
généralement limitée par 'emploi en milieu aqueux de peptides a-thioesters, éléments
essentiels de la stratégie, sensibles a I'’hydrolyse et a d’autres réactions. Camarero et al
(1998) (Figure 50) ont proposé une méthodologie permettant d’obtenir du cété C-
terminal, un peptide a-thioester déprotégé et fixé sur une résine. La réaction avec un
peptide également déprotégé et possédant une cystéine du coté N-terminal va couper
le peptide thioester de son support par transthioestérification et former en solution la
liaison amide au site de ligation. Ainsi, les auteurs s’affranchissent de la manipulation
de ces thioesters et augmentent significativement le rendement de la synthése. La
résine PEGA (polyéthyléne glycole-poly-(N, N-diméthylacrylamide) est fonctionnalisée
en trois étapes pour former une résine 3-mercaptopropionamide-PEGA (HS-PEGA) sur
laquelle le peptide peut étre assemblé en stratégie Boc. La stabilité de la liaison
thioester propionamide au traitement a I'acide fluorhydrique (HF) permet la déprotection
des chaines latérales sans couper le peptide de la résine. La cystéine située du c6té N-
terminal est protégée au niveau de I'azote par un 2-(méthylsulfonyl)éthyloxycarbonyle
(Msc) baso-labile. La faisabilité de cette stratégie a été appliquée sur un polypeptide de
79 acides aminés, construction protéique destinée a étudier le role des interactions
intramoléculaires ligand-récepteur impliquées dans la régulation du signal de
transduction du domaine AbI-SH3. Ce polypeptide a été obtenu a partir de trois
fragments peptidiques et deux ligations natives en milieux neutre aqueux dont 'une a

lieu sur support solide et I'autre en solution.
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Figure 50 : Synthése d’un polypeptide selon Camarero et al

[11.3. Multiligation sur support solide

La synthese de protéines ou analogues de protéines contenant plus de trois
fragments peptidiques en solution est rare en raison, d’'une part, des contraintes
imposées par le choix des protections temporaires des fragments intermédiaires et
d’autre part, de la décroissance continue du rendement. En effet, chaque intermédiaire
de synthése nécessite une étape de purification qui peut étre longue et fastidieuse
avant d’engager une nouvelle réaction de ligation (Wilken et Kent. 1998). Il en résulte
des rendements inférieurs a 15% pour une ligation incluant trois fragments (Beligere et
Dawson. 2000) et inférieur a 10% pour une ligation avec quatre fragments (Hackeng et
al.1999).

Pour éviter ces étapes de purification intermédiaires, une nouvelle approche
appelée ligation chimique sur phase solide (SPCL) et basée sur la synthése organique
sur support polymérique, permettrai la construction de grands polypeptides (synthése
non publiée de Lu Wuyuan d’'un polypeptide de 28kD impliqué dans l'activation d’un
domaine catalytique a partir de 7 fragments peptidiques) et d’accéder a la synthése

chimique totale de protéines (Figure 51).
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Figure 51 : Taille de polypeptides synthétiques accessibles par SPCL
(d’apres Dawson et Kent. Annu. Rev. Biochem. 2000)

Notons que ce schéma reste théorique car il n’a pas encore été validé par de
nombreuses synthéses. De plus, a ce jour, on considére que les résines utilisées ne
permettent pas la synthése de protéines de haut poids moléculaire du fait d’'une

diffusion difficile des partenaires.

Cependant, I'emploi du support solide a de nombreux avantages : il permet de
changer facilement les conditions opératoires nécessaires aux différentes étapes du
cycle synthétique; I'élimination des groupes protecteurs, la rapidité et I'efficacité de la
synthése. En outre, la facilité d’élimination d’'un des réactifs en excés permet d'utiliser
une concentration de fragments peptidiques plus importante susceptible d’accroitre la

cinétique de réaction et par conséquent I'accession plus rapide au produit final.

De plus, pour certaines classes de protéines, comme les membranes protéiques,
un probléeme supplémentaire de solubilité de ces composés dans les solvants de
ligation limite leur synthése. A I'heure actuelle, il n’existe pas de stratégie efficace pour
solubiliser des intermédiaires impliqués dans les réactions de ligation chimique sans
effectuer des modifications sur les fragments peptidiques. Une alternative élégante
pour obtenir des composés a caractere hydrophobe et donc peu soluble consiste a les
élaborer sur support solide par ligation chimique. En effet, les problémes de solubilité
des polypeptides générés au cours de la synthése sont réduits dans la mesure ou leur
fixation sur un support polymérique solvaté, minimisent les phénomeénes d’aggrégation
(Kent et al. 1998).
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Cette méthode nécessite la prise en compte de plusieurs parameétres :

- le choix du support solide qui doit étre compatible avec des réactions chimiques se

déroulant en milieu aqueux.

- le choix du bras ou linker qui doit permettre I'accrochage du premier fragment les
différentes ligations, la déprotection spécifique des fonctions temporaires protégées puis

le décrochage du polypeptide final du support polymérique.

- la stratégie orthogonale adoptée pour le groupe protecteur de la fonction N-terminale

des fragments médians qui a déja été abordée tout au long de ce chapitre.

La ligation chimique sur support solide peut se dérouler de la direction N vers C
ou bien de la direction C vers N. Cependant, un seul cas fait mention d’'une stratégie sur
support solide dans la direction N vers C (Canne et al. 1999) et quelques cas seulement

dans le sens C vers N.

La synthése du polypeptide [GV-PLA,(1-118)] réalisée par Canne et al (1999) (Figure
52) a été effectuée a partir de 4 fragments. L'originalité de cette synthése réside dans
l'utilisation de deux résines de propriétés physico-chimiques différentes: le support
utilisé pour les réactions de multiligation est une résine de cellulose possédant un
groupe aminooxy en position N-terminale. Le fragment C-terminal possédant le bras
espaceur carboxyamidométhyl (CAM) [-OCH,CONH;] est synthétisé sur une résine
hydrophobe de type styréne-divynylbenzéne (S-DVB) en stratégie Boc/HF. Une fonction
cétone est formée sur la chaine latérale d’une lysine par action de I'acide Iévulinique
[fragment O-CAM-Lys(lévulinate)]. Aprés coupure de la résine et purification, ce
fragment est relié au support de cellulose par une réaction chimiosélective oxime en

milieu acide aqueux (pH=4,6).
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Figure 52: Synthése dans la direction N vers C d’apres Canne et al

Le fragment intermédiaire possédent une cystéine du c6té N-terminal protégée par un
groupe acétamidométhyl (Acm) [-CH2NHCOCHs3) et une fonction thioester du cété C-
terminal [Cys(Acm)peptide®COSR]. La premiére ligation native entre le fragment C-
terminal et le fragment médian se déroule a pH=7 puis le groupe Acm est éliminé par un
traitement a l'acétate mercurique (Greene et al.1991). Une deuxiéme et troisiéme
ligation se déroule selon le méme schéma et le polypeptide final [GV-PLA2(1-118)] est
décroché du support polymérique par un traitement basique aqueux conduisant a une
extrémité C-terminale carboxylate.
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Une autre approche de la ligation chimique sur une résine de sépharose
développée par Brik et collaborateurs (2000) a permis la synthése d’'une chimiokine, la
VMIP-I, constituée par 71 acides aminés et deux ponts disulfures a partir de trois
fragments en stratégie Boc/HF et dans la direction C vers N (Figure 54). Le linker SCAL
(Safety Catch Acid-labile Linker) (Figure 53) développé par Patek et Lebl (1991) est
stable sous sa forme oxydée et il est compatible avec de trés nombreuses stratégies
utilisées en synthése peptidique. La réduction de la fonction aryle sulfoxyde en aryle
sulfide par du tetrachlorure de silicium (SiCls) par exemple, rend le bras SCAL acido-
labile et un traitement a I'acide trifluoroacétique (TFA) permet de couper le peptide du
support polymérique. Cette derniére étape peut-étre visualisée par la disparition
progressive de la couleur bleue de la solution due a la capture du carbocation
benzhydryle par des pieges comme I'éthanedithiole, le thioanisole ou encore le méta-

crésol.

Fmoac—NH

poQe

D(CH, )5COOH 3

Figure 53: Schéma du SCAL d’aprés Patek et Lebl

Les trois entités ont été préparées et purifiées a partir d’'une résine TAMPAL (Trityl-
Associated Mercaptopropionic-Acid Leucine) qui permet d’obtenir un peptide thioester
du coté C-terminal aprés décrochage (Hackeng et al. 1999). La fonction thiol de la
cystéine située du cété N-terminal des deux premiers fragments est protégée par un
groupe acétamidométhyl (Acm) ou 2-(methylsulfonyl)ethyl carbonate (Msc) Le premier
fragment qui contient le linker SCAL et un dipeptide glycine-glycine, est condensé par
ligation chimique native en milieu aqueux sur le support solide qui est une résine de
sépharose fonctionnalisée par une cystéine. La déprotection du groupe Acm (Veber et
al. 1972) ou Msc (Muir et al. 1997) s’effectue dans les conditions classiques et les deux
autres ligations natives sont réalisées. Une acidolyse réductrice permet de couper le
polypeptide de la résine avec une extrémité C-terminale carboxamide. Une oxidation a

I'air en milieu aqueux neutre conduit a la formation des deux ponts disulfures.
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Figure 54 : Synthese de la vMIP-I

Le troisieme exemple est la synthése d’un inhibiteur de la trypsine, EETI-II, par
trois ligations chimiques natives sur phase solide en stratégie Boc/HF et dans la
direction C vers N (Johnson et al. 2006) (Figure 55). Ce peptide issu de la famille des
courges a été synthétisé sur une résine de type PEG [poly(éthyléne glycole] dénommée
SPOCC (superpermeable organic combinatorial chemistry) [Rademann. et al. 1999 ;
Grotli et al. 2000; Miranda et al. 2002] en raison de sa trés bonne solvatation et de sa
nature trés perméable permettant la diffusion de la trypsine au sein du réseau
polymérique. L’originalité de leur approche ne réside pas dans la taille de la molécule
finale obtenue mais concerne I'analyse de I'activité inhibitrice de 'EETI-II sur la trypsine
en dépit de sa fixation sur le réseau polymérique. Une Glycine protégée par un groupe
Fmoc est fixée sur la résine SPOCC via un linker acido-labile. Aprés la déprotection du
Fmoc de la glycine, une cystéine protégée sous la forme d'un acide (4R)-1,3-
thiazolidine-4-carboxylique (Thz) et protégé par un Fmoc sur 'azote, est couplé (Villain
et al. 2001). Le groupe Fmoc est enlevé et la thiazolidine est convertit en cystéine par
un traitement au chlorhydrate de méthoxylamine. La premiére ligation native sur support
solide peut avoir lieu avec le premier fragment 19-26 dont la cystéine N-terminale est

également protégée sous la forme d’une thiazolidine. Le cycle se répete deux autres
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fois avec les fragments 9-18 et 1-8. L’oxydation a I'air dans un tampon phosphate a

pH=8 pendant 36 heures permet d’obtenir le bon repliement.

1. 20% piperidine/DMF
2. 0.8 M methoxylamine«HCI
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Figure 55 : Synthése de 'EETI-II
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Conclusion :

Les 3 exemples ci-dessus ont permis I'obtention de polypeptides sur phase
solide de taille variée par des stratégies originales en milieu aqueux. La nature de ce
support semble étre le paramétre fondamental permettant 'accession a des édifices
macromoléculaires : il doit étre inerte, stable chimiquement aux conditions de
déprotection, de ligation, de coupure et posséder de bonnes propriétés de solvatation
quelque soit la ligation envisagée. A ce sujet, trées peu d’exemples dans la littérature
mentionnent la formation de liaisons non natives au site de ligation (Katajisto et al.
2004). 1l serait intéressant d’apporter des modifications chimiques au niveau du
squelette peptidique afin d’augmenter la résistance a la dégradation enzymatique ou

d’étudier les relations structure-activité des protéines avec leur récepteur.

Cette approche de ligation chimique sur support solide (SPCL) nous a semblée
particulierement bien adaptée pour préparer des constructions linéaires contenant
plusieurs unités de MUC1 et comparer leurs activitéts immunogenes avec des
constructions branchées déja obtenues au laboratoire. Le choix d’employer des
ligations oxime a été développé dans le chapitre précédent. La synthése de longs
peptides requierent des temps de réaction plus long en raison probablement de leur
lente diffusion au sein du réseau polymérique. Un des aspects les plus connus en
chimie sur phase solide est la nécessité d'utiliser les réactifs a des concentrations
importantes (en général supérieur a 20mM) afin d’arriver a des réactions quantitatives.
Pour des réactifs «précieux» comme les fragments peptidiques déprotégés, cet
impératif peut présenter une limitation a [l'utilisation de la SPCL. Compte tenu du
manque de recul et de l'absence d’exemples utilisant cette approche en stratégie
Fmoc/tBu, nous avons décidé d’élaborer une stratégie qui puisse répondre d’'une part, a
notre objectif de départ et d’autre part, d’essayer d’optimiser certaines étapes de la
SPCL comme la synthése du fragment C-terminal directement sur le support ou le

« recyclage des réactifs » comme le fragment médian.
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RESULTATS ET DISCUSSION

|. Rappel des objectifs et modeéle biologique

Cette thése se situe dans un contexte de développement méthodologique dans
le but d’obtenir de petites protéines par multiligation sur support solide. Différents
critéres de faisabilité de notre stratégie ont été étudiés sur des peptides modeles puis
appliqués sur un modele biologique. Nous avons choisi de synthétiser des analogues
de la mucine, glycoprotéine située a la surface des cellules épithéliales pour

développer de nouveaux candidats vaccins anti-tumoraux.

Les antigenes associés a la forme tumorale de la protéine MUC1 sont des cibles
prometteuses pour 'immunothérapie des cancers épithéliaux. Dans ce contexte, nous
souhaitons synthétiser des immunogénes qui imiteraient ces antigénes tumoraux afin
de stimuler la production d’anticorps spécifiques dirigés contre MUC1 tumorale. De tels

immunogénes devront étre des composés chimiquement définis.

L’objectif de cette thése est la mise au point d’'une méthode de synthése de
petites protéines linéaires analogues de MUC1 constituées de plusieurs unités de la
séquence répétitive MUC, et assemblées via des liaisons oxime en suivant une
approche de ligation sur support solide (Figures 56 et 57). L'ajout d’'un épitope
universel T-auxiliaire a nos constructions devrait permettre de stimuler une réponse
humorale T-dépendante. Nous avons choisi I'épitope T-auxiliasire PADRE (Pan DR

Epitope) dont I'activité biologique est bien documentée (Alexander et al.1994).

AuxT |-y MUC, —¥— MUC, —¥— MUC, —¥—| MUC,

Figure 56: Représentation schématique d ‘un immunogéne souhaité contenant 4 unités répétitives
MUC, et un épitope universel T-auxiliaire.
Aux T: épitope PADRE; = liaison oxime; MUC,: unité de répétition de MUC1.
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ll. Stratégie générale de synthése

La nomenclature utilisée pour les molécules cibles est présentée Figure 57.

H-MUC,-NH-CH,-CH=NO-CH>-CO-MUC,-NH-CH,-CH=NO-CH,-CO-MUC,-0H 1
(MUC, = MUC, = MUC,)

H-PADREMUC,-NH-CH,-CH=NO-CH,-CO-MUC,-NH-CH,-CH=NO-CH»-CO-MUC,-0H 2
(PADREMUC, = MUC, = MUC,)

Figure 57: Peptides polyoxime 1 et 2 envisagés au cours de ce travail de thése.
MUC,: PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA;
PADRE: akKXVAAWTLKAa avec a: D-Ala et X: Cha

L’approche que nous avons suivie pour la synthése de 1 et 2 fait intervenir la
ligation chimique sur support solide qui combine la synthése peptidique sur support

solide et la méthode de ligation chimique conduisant a des liaisons oxime (Figure 58).

R-[ MUC, H MUC, H MUC, ]'OH R-PADRE 2

R NH-CH,-CHO + H-Aoa-[ MUC, H MUC, ]—bras-résine

R=H 3 4

R=PADRE 7 ﬂ

Aloc-Aoa- [ MUC

)—CHO + H-Aoa-‘ MUC, }-bras-résine

a

5 6
Figure 58 : Schéma rétrosynthétique des peptides polyoxime 1 et 2

Cette stratégie de synthése repose sur une approche convergente en phase
solide basée sur la condensation par liaison oxime en milieu aqueux de 3 synthons
peptidiques déprotégés distincts ; les synthons N-terminal (3 ou 7), médian 5 et C-
terminal 6. Le synthon médian 5, aldéhyde en C-terminal et aminooxy protégé en N-
terminal sera synthétisé et condensé sur un peptide nu fixé sur un polymeére (fragment
C-terminal 6). Aprés une premiére ligation, 'aminooxy sera déprotégé pour conduire a
4 qui sera engagé dans I'étape de ligation suivante avec le fragment N-terminal 3 ou 7

pour donner, aprés décrochage de la résine, le polyoxime 1 ou 2.
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Outre les préparations des synthons N-terminal (3 ou 7), médian 5 et C-

terminal 6, la faisabilité de cette stratégie repose aussi sur les éléments suivants :

- lanature de la_reésine ;

Le support solide doit étre insoluble dans les différents solvants, stable
chimiquement et physiquement, avoir un bon taux de gonflement et permettre une
bonne diffusion des solvants et des réactifs. Elle doit étre compatible avec les solvants
aqueux et posséder un taux de substitution pouvant permettre un grand nombre de
ligations chimiques. Nous avons choisi la résine PEGA (polyéthyleneglycol-
polyacrylamide) (Figure 59) développée par Meldal (1992) pour effectuer des réactions
enzymatiques sur résine. La polarité de cette résine proche de celle du squelette
peptidique est préconisée pour la synthése de longs peptides (White et al. 2000) et de

séquences difficiles (Cremer et al. 2006).

Figure 59: Support polymérique polaire de type PEGA

zJanature du bras:

Cette matrice inerte constitue un réseau polymérique fonctionnalisé sur lequel
un bras ou «linker » est fixé; ce composeé, bifonctionnel permet par son autre
extrémité d’accrocher dans une trés grande maijorité, le premier résidu par sa fonction
carboxylique. Ainsi, le linker éloigne le peptide du polymeére, permettant de diminuer les
probléemes d’encombrement stérique. |l sert également de support de la chaine
peptidique en élongation et de groupe protecteur permanent de la fonction acide
carboxylique terminale. De plus, il doit permettre I'obtention du fragment C-terminal,

peptide déprotégé, accroché sur la résine et le traitement final pour décrocher les
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molécules polyoxime 1 et 2. Pour éviter la refixation du fragment peptidique sur un
support apres synthése et purification (Canne et al. 1999 ; Brik et al. 2000), nous avons
opté pour l'obtention directe du peptide résine. Cette approche repose sur la
déprotection sélective des chaines latérales aprés élongation sans affecter la liaison

peptide-résine.

-la_stabilite de la liaison oxime en milieu acide;
La ligation oxime est catalysée en milieu acide aqueux (pH=4.6). Cette liaison
oxime doit étre stable lors des étapes de ligations successives et lors du décrochage

du peptide du support.

Le synthon médian 5, possede a la fois une fonction aldéhyde réactive et une
fonction aminooxy temporairement protégée. Ce groupement protecteur doit étre stable
lors de la synthese du fragment médian et sa déprotection ne doit pas affecter la liaison
oxime et le lien peptide-résine. Comme nous le décrirons plus loin, c’est le groupement

Aloc qui a été retenu.

- L’éventuelle réaction_de transoximation lors de_la formation_de la_seconde

[ll. Validation de la stratégie polyoxime sur support solide

l1l. 1. Etude de la stabilité de la liaison oxime en milieu acide

Afin d’étudier la stabilité de la liaison oxime en milieu aqueux acide lors des
étapes de ligations successives et lors du décrochage du peptide final de son support,
nous avons réalisé au préalable a la synthése de 1 et 2, une étude de la stabilité en
solution, du peptide 11 (Figure 60) contenant une liaison oxime et déja synthétisé au
laboratoire.

H-MUC,-NH-CH2-CH=NO-CH,-CO-PADRE-NH, 11
(MUC, = PADRE)

Figure 60 : Peptide 11
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Le peptide 11 a été mis en solution, a température ambiante, dans un tampon

AcONa a pH 4,6 et 3,6 qui sont des conditions classiques pour la ligation oxime. Sa

stabilité, en fonction du temps, a été suivie par HPLC et les résultats sont répertoriés

Figures 61 et 62.

6 % MUC,-CHO

Absorbance a 214 nm

4
[
(SN

N,

o
-
o

20

30

temps (min)

40 50

Figure 61 : Chromatogramme HPLC du peptide 11 apres 6 jours en solution dans 0,1M AcONa.

pH = 3,6 ; gradient : 10-41% B en 50 minutes.

Remarques: La présence de 2 pics correspondants au produit 11 est due a l'isomérie

cis-trans de la liaison oxime. L’hydrolyse de la liaison oxime ne fait apparaitre qu’un

seul des deux composés.

Temps pH % hydrolyse
30' 3.6 1
1h30' 3.6 2
1 jour 3.6 3
6 jours 3.6 6
30' 4.6 1
1h30' 4.6 2
1 jour 4.6 2
6 jours 4.6 4

Figure 62 : Stabilité de la liaison oxime en fonction du pH déterminée

par intégration des aires des pics HPLC
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Les résultats montrent une bonne stabilité dans les conditions de ligation
envisagées. lls sont différents de ceux obtenus par Spinelli et al (2007). Ces derniers
ont étudié la stabilité en milieu acide, neutre et basique de la liaison méthyloxime au
sein d’oligonucléotides conjugués. Dans un tampon phosphate a pH 4 et a une
température de 37 °C, ils observent au bout de 5 jours d’expérience, 51% d’hydrolyse
de la liaison méthyloxime. L'influence de la séquence et des conditions opératoires
(température, nature du tampon, lien —(CHz),-CH=NO différent du lien méthylene-
oxime) employées semblent avoir une incidence directe sur la stabilité de cette liaison

et implique donc une étude au cas par cas.

Le peptide 11 a été traité par TFA a 95% en présence de piéges a carbocations
(scavengers) comme l'eau et le triisopropylsilane (TIS) pendant 1h30'. L’analyse HPLC
a permis de confirmer la stabilité de la liaison oxime dans les conditions de décrochage

du peptide de son support (Figure 63).

Absorbance a 214 nm

temps (min)

Figure 63 : Chromatogramme HPLC de 11 apres traitement TFA & 95% pendant 1h30'.
gradient : 10-41% B en 50 minutes

e Réaction de transoximation:

La recherche d’'une éventuelle réaction de transoximation (hydrolyse de la liaison
qui libére le partenaire Aoa) a été mise au point par la formation d’'un cétoxime appelé

« adduit acétone ». L’ajout d’acétone a hauteur de 5 équivalents et 100 équivalents sur
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un Aoa peptide-résine dans les conditions de ligation pendant 120 minutes ont été
réalisées. Une coupure au TFA/H,O/TIS pendant 30 minutes suivie d’'une précipitation
dans un meélange Et,O/EP (1/1), une évaporation a sec des solvants et une analyse
HPLC et SM ont conclues a une absence de transoximation avec 5 eq d’acétone et une
transoximation a hauteur de 50% avec 100 eq dacétone. Les quantités
stoechiométriques des partenaires de ligation seront donc choisies afin d’obtenir une

réaction quantitative et éviter cette réaction parasite.

Conclusion :
Nous avons vérifié la stabilité de la liaison oxime en milieu aqueux acide et lors
du décrochage de 11 du support solide. Cela a permis d’évaluer la stratégie dans les

conditions de ligation oxime proposée.

lll. 2. Vers la synthése de Aloc-AoaMUC, = MUC, = AGAG-bras-PEGA 8

Aloc-Aoa-MUC,-NH-CH,-CH=NO-CH,-CO-MUC,-NH-CH,-CH=NO-CH,-CO-Ala-Gly-Ala-Gly-bras-PEGA
(Aloc-AoaMUC, = MUC, = AGAG-bras-PEGA 8)

Dans le but de valider la stratégie et d’en optimiser les conditions, nous avons
synthétisé, dans un premier temps, le peptide résine 8 ou la séquence MUC, en
position C terminale de 1 et 2 a été remplacée par un peptide court (AGAG) ne
comportant pas d’acides aminés avec des chaines latérales fonctionnalisées (Figure
64).

AIoc-Aoa-[ MUC, ]=[ MUC, ]=Aoa-AGAG-bras-PEGA
8

ﬂ

Aloc-Aoa MUC, CHO + H-Aoa- MUC, Aoa-AGAG-bras-PEGA
5 ﬂ 9
Aloc-Aoa MUC, CHO + H-Aoa-AGAG-bras-PEGA
5 10

Figure 64 : Schéma rétrosynthétique de 8
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lll. 2. 1 Synthése du fragment médian 5

Le fragment médian 5 a été synthétisé par SPPS (Figure 65).

Boc-Ala-PAM-PEGA 12

1. TFA
2. SPPS Fmoc/ tBu

3. Aloc-Aoa-OH / HATU / DIEA
! 16

Aloc-Aoa-PPAH(Trt)GVT(tBu)S(tBu)APD(tBu)T(tBu)R(Pbf)PAPGS(tBu)T(tBu)A-PAM-PEGA 13
] TFA / scavengers
Aloc-Aca-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-PAM-PEGA 14

H,N-CH,-CH(OCH,),

y

Aloc-Aoa-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH,-CH(OCH;), 15

TFA

Y

Aloc-A0a-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH,-CHO 5

Figure 65 : Synthése du fragment médian 5

La fonction aldéhyde a été obtenue protégée sous forme d’un acétal introduit par
aminolyse de l'ester benzylique reliant le peptide au bras phenylacétamido méthyl
(PAM) (Figure 66). Le bras PAM, classiquement utilisé en stratégie Boc, est stable en
milieu basique ainsi qu’en milieu acide moyen (Mitchell. 1976); il est par contre
sensible aux attaques nucléophiles. L’utilisation de ce bras, permet donc de réaliser
I'élongation du peptide selon la stratégie Fmoc/tBu, de déprotéger les chaines latérales
du peptide par TFA, puis deffectuer un déplacement nucléophile par I'amino
acétaldéhyde diméthylacétal (Lelievre et al. 1998). Cette méthodologie présente
'avantage de purifier le peptide avec l'aldéhyde protégé. La protection acétal est

éliminée en milieu acide juste avant d’engager le peptide dans la réaction de ligation.

OMe

PEGA OMe PEPTIDE \)\ PEPTIDE \/&O
PEPTIDE\”/ ~_ \”/

Figure 66 : Préparation d’un peptide-aldéhyde C-terminal par aminolyse selon Lelievre et al. 1998.
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Le groupement protecteur de Aoa en N-terminal du peptide glycinal doit étre
stable lors de la déprotection des chaines latérales par TFA et lors de I'aminolyse
(milieu basique et présence de nucléophiles). Le groupement Aloc qui est stable en
milieu acide et basique et sélectivement éliminé en milieu neutre par Pd(0) (Tsuji-Trost.
1965) semble étre parfaitement compatible avec nos conditions. La résine choisie pour
I'élongation de ce peptide est la résine PEGA plus appropriée pour I'aminolyse de

peptides polaires supérieurs a 10 acides aminés (Leliévre et al. 2002).

Tous les produits de départ sont commerciaux a I'exception de Aloc-Aoa-OH 16.
Celui-ci a été synthétisé dans les conditions classiques de Schotten et Baumann a
partir de l'acide amino oxyacétique commercial et de I'Aloc activé sous forme de

carbonate de succinimide (Lapatsanis. 1983) (Figure 67).

Aloc OSu )L
(0]
- 9% Na,CO, / DMF \)k
NH; OH

Figure 67 : Synthese de Aloc-Aoa-OH 16 16

Le couplage de Boc-Ala-OCH;-CgHs-CH2-COOH sur la résine amino méthylée

pour conduire au composé 12 peut étre effectué de deux maniéres différentes :

- Suivant le protocole le plus couramment utilisé et notamment en SPPS, la fonction
acide du composé a d’abord été préactivée par HBTU/HOBt en présence de DIEA pour
former l'ester actif ’'HOBt qui a ensuite été mis en présence de la résine portant la
fonction amine (Figure 68).

Remarque : L’ajout de DIEA dans les réactions de couplage permet d’éviter la formation

de méthanaminium.
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Figure 68 : Couplage peptidique de l'acide Boc-Ala-4-(oxyméthyl)phénylacétique sur la résine PEGA
aminométhylée avec préactivation de la fonction acide

La vérification du couplage par le test de Kaiser (Kaiser et al. 1970) a révélé un
couplage incomplet. Un double couplage avec des temps de réaction plus long permet

cependant d’obtenir un couplage quasiment quantitatif.

- Un deuxiéme protocole utilisé est le protocole de « neutralisation in situ » décrit pour
les couplages peptidiques en stratégie Fmoc (Alewood et al. 1997) et qui s’inspire du
protocole de neutralisation in situ décrit pour la stratégie Boc (Nguyen et al. 1985 ;
Schnolzer et al.1992).

L’ajout de I'acide aminé va entrainer une protonation de la résine. On verse ensuite
HBTU. L'addition de la DIEA va permettre la neutralisation de la résine in situ et la
formation de I'ester activé. Le couplage sur la résine pourra se réaliser et conduire a la

formation d’'une liaison amide (Figure 69).
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Figure 69 : Couplage peptidique en stratégie Fmoc selon la méthode de neutralisation in situ.

Ce protocole, appliqué au couplage de I'acide Boc-Ala-4-(oxyméthyl)phénylacétique sur
la résine PEGA aminométhylée, a conduit a un rendement quantitatif dés le premier
couplage et il a été appliqué durant la thése. Le Boc a ensuite été éliminé par un

traitement TFA suivi de la neutralisation par DIEA pour donner 'amino-acide-résine 12.

L’élongation peptidique sur support solide a été effectuée en stratégie Fmoc/tBu
et suivie par dosage UV de l'adduit fluorénylméthyl-pipéridine généré lors de la
déprotection du Fmoc. Le dérivé aminooxy 16 a été introduit en position N-terminale
avec HATU/DIEA par la méthode de neutralisation in situ pour conduire au peptide

résine 13.

Les protections des chaines latérales sont éliminées par un traitement au TFA.
Cette réaction se déroule en présence de pieges a carbocations appelés
« scavengers » comme le triisopropylsilane (TIS) (Pearson et al. 1989) I'éthane dithiole
(EDT) ou encore le thioanisole. En effet, les carbocations (comme tBu* ou Trt") issus
des groupements protecteurs des chaines latérales des divers acides aminés utilisés
sont relargués au cours du traitement acide et constituent de potentiels agents
alkylants. Les scavengers vont réagir avec ces entités électrophiles et empécher la

formation de réactions parasites.

Le peptide résine « nu » 14 a été traité avec 'aminoacétaldéhyde diméthylacétal.

Le peptide acétal 15 obtenu est purifié par HPLC semi-préparative, lyophilisé et traité
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au TFA pour donner le fragment médian 5 avec un rendement global de 54% calculé a

partir de la résine de départ (Figure 70).

Absorbance a 214 nm

JU .

0 5 10 15 20 25 30 35

temps (min)

Figure 70:Chromatogramme HPLC analytique du fragment médian Aloc-Aoa-Muc,-CHO 5.
gradient : 3- 30 % de B en 30 mn

l1l. 2. 2. Synthése du peptide résine C-terminal 10

Le décrochage de la molécule finale par acidolyse (TFA 95%) nous a conduit a
choisir HMPA (acide 4-hydroxyméthylphénoxyacétique) (Sheppard et al. 1982) (Figure
71) comme bras pour relier le polyoxime au support.

En outre 'élaboration du composé 10 nous a permis de se familiariser avec les
conditions de déprotection de Aloc en présence d’un aminooxy.

(o]
Ho _< + H,N-CH,-PEGA
o OH
HMPA : : TBTU/NMM
HO

O

< PEGA 17

1. Fmoc-Gly-OH / DCC/ DMAP
2. (CgH50),CO / pyridine
3. SPPS stratégie Fmoc / tBu

H-AGAG-HMPA-PEGA 18

16 / DCC/ HOBt

Aloc-Aoa-AGAG-HMPA-PEGA 19

TFA / \ Pd(0)

Aloc-A0a-AGAG-OH 20 H-Aoa-AGAG-HMPA-PEGA 10

l TFA

H-Aoa-AGAG-OH 21

Figure 71: Synthese du peptide résine 10

-84 -



l1l. 2. 2. 1.Synthése de Aloc-Aoa-AGAG-HMPA-PEGA 19

Nous avons fixé le bras HMPA en présence de TBTU (Dourtouglou et al.
1978) et de N-méthylmorpholine (NMM) sur la résine 17. Un traitement au TFA/H,O
(95/5) pendant 1 heure permet de supprimer le double couplage du bras HMPA en
coupant la liaison ester générée entre les deux bras (Albericio et Barany. 1985). Un test
de Kaiser négatif révéle que la réaction est quantitative. L’introduction de Fmoc-Gly-OH
par estérification est une étape délicate. En dépit de divers modes opératoires, nous
n‘avons pas pu obtenir une répétabilité satisfaisante. Néanmoins, le couplage est
quantifié par le dosage du Fmoc libéré aprés un traitement a la pipéridine (rendement
de 85%). Les éventuelles fonctions alcool libres susceptibles de donner des sous-

produits durant I'élongation peptidique sont bloquées par benzoylation.

L’élongation peptidique a été réalisée en stratégie Fmoc/tBu pour donner le
composé 18. Aloc-Aoa-OH a été couplé manuellement avec HBTU/DIEA dans le DMF,
pour donner 19. Le test de Kaiser est négatif. Aprés un traitement TFA/H,O (95/5) d’'un
aliquote de 19, l'analyse HPLC du pentapeptide 20 (figure 72A) fait apparaitre un
produit secondaire a hauteur de 40% (19’') correspondant a une augmentation de
masse par rapport au produit attendu de Am = +157 attribué a un peptide bis-acylé sur

I'azote de I'aminooxy (figure 72B).

£

s Aloc-Aoa-AGAG-OH (60 %) Aloc-Aoa(Aoa)-AGAG-OH (40 %)

—

N

N \ /

2

@

2

§ ND

<
; JM—M‘FW\\J{U ; ; .
0 5 10 15 20 25 30

temps (min)

Figure 72A: Chromatogramme HPLC de 20 apres couplage de Aloc-Aoa-OH avec HBTU (4 eq) /
DIEA (10 eq) - gradient: 3-30% B en 30 min.
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Figure 72B : Couplage de 16 sur le peptide résine 18 en présence de HBTU/DIEA.

HoN——AGAG-HMPA-PEGA
18

. 2. 2. 2. Etude du phénoméne de bis-acylation

Ce phénoméne de bis-acylation (addition d’'une deuxieme molécule de Aloc-Aoa-
OH sur l'azote de I'aminooxy) a déja été observé lors de lintroduction du groupe
aminooxy (Meienhofer, 1979). Il peut étre supprimé grace a l'utilisation de (Boc),-Aoa-
OH (Brask et al. 2000), de Trityl-Aoa-OH (Wahl et al. 1996) d’un phtaloyle (Lee et al.
2003) ou récemment par I'emploi d’'un éthoxyéthylidéne (Duléry et al. 2007, Foillard et
al. 2008).

Afin de minimiser la formation de ce produit secondaire lors de l'introduction de
Aloc-Aoa-OH 16, nous avons entrepris une étude de cette réaction de bis-acylation.
Vraisemblablement, l'effet o de I'atome d’oxygéne affecte non seulement la
nucléophilie mais également le caractére acido-basique de la fonction amine adjacente
avec une augmentation de son caractere acide. Nous avons supposé que les
conditions basiques appliquées lors du couplage de Aloc-Aoa-OH 16, devaient
augmenter le processus de bis-acylation. Le but de notre étude étant de déterminer
des conditions permettant de générer un couplage quantitatif de Aloc-Aoa-OH 16 sans
bis—acylation, des paramétres comme la nature de l'agent de couplage, leur
concentration, le temps de réaction et la présence ou non de bases ont été abordés et

sont résumeés dans la Figure 73.
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%0 HN~ % Aloc-Aoa-NH~ % Aloc-Aoa(Aloc-Aoa)-NH~
Aloc-Aoa-OH | Réactif de couplage| ~ Base | Temps (mn) 18 19 19'
Simple couplage
1 4eq HBTU 4 eq DIEA 10 eg 30 0 60
2 4eq HBTU 4 eq DIEA 5 eq 30 5 71
3 4eq HBTU4eq | Collidine 5 eq 30 17 83 0
4 4eq HBTU4eq  |Collidine 10eq 30 6 94 0
Double couplage
4eq HBTU 4 eq DIEA10eq 30 0 58 42
5 +4eq +HBTU4eq | +DIEA10eq| 30 0 60 40

Figure 73 : Acylation du peptide résine H-AGAG-HMPA-PEGA avec Aloc-Aoa-OH en utilisant HBTU
comme réactif de couplage.
Le pourcentage de chaque produit est estimé par l'intégration des pics HPLC a 214 nm.

Lorsque I'on utilise 4 équivalents d’'HBTU avec 2,5 excés de DIEA (soit 10 eq)
pendant trente minutes, la réaction est quantitative mais accompagnée de 40% du
produit bis-acylé (figure 73: entrée 1). Avec un excés de base plus faible (1,25 exces),
la forme bis-acylée ne représente plus que 24% (entrée 2). Afin de démontrer I'effet de
la base, la DIEA (pKs a 10.1) a été remplacée par la collidine ou 2,4,6-triméthylpyridine
(pKa a 7.4). Quelque soit I'excés de collidine employé (entrées 3-4), on n'‘observe plus
de produit bis-acylé mais la réaction de couplage n’est pas totale. Ce résultat est en
accord avec le fait que l'activation de la fonction carboxylique d’un acide aminé par un
sel d’aminium est plus efficace en présence d'une base plus forte que la collidine
(Albericio et al. 1998).

La bis-acylation peut se produire, soit en solution au moment de l'activation de
Aloc-Aoa-OH 16 et générer Aloc-Aoa(Aloc-Aoa)-OBt pouvant se fixer sur le peptide
résine H-AGAG-HMPA-PEGA 18, soit 16 peut acyler I'azote —_NH-O- du peptide résine
Aloc-Aoa-AGAG-HMPA-PEGA. Un double couplage effectué avec 4 équivalents
d’HBTU et 10 équivalents de DIEA pendant 30 minutes n’a pas augmenté le
pourcentage du produit secondaire (entrée 5). Ce résultat suggére que le produit Aloc-
Aoa(Aloc-Aoa)-OBt se serait formé en solution et réagirait, d’'une maniére compétitive
avec Aloc-Aoa-OBt, pour la réaction d’acylation du peptide-résine 18. Cette hypothése
a été confirmée par la présence de Aloc-Aoa(Aloc-Aoa)-OBt caractérisé dans le
mélange réactionnel par HPLC, SM (Figure 74A) et par la présence de Aloc-Aoa(Aloc-
Aoa)-OH dans le mélange réactionnel soumis a un traitement a la soude (Figure 74B).

Durant l'activation du carboxyle sous forme d'ester d’'OBt, le proton du —NH-O- de
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I’Aloc-Aoa-OBt deviendrait plus labile au point d’étre arraché lors de 'augmentation de

la basicité du milieu réactionnel.

A * / |
240 290 340
~ Wavelength (nm)
g \
3
g ESI-MS:[MH]" = 450.14(trouvé)
< attribué a: Aloc-Aoa(Aloc-Aoa)-OBt
calculé pour:C18 H19 N5 O9
1 LJ M =449.37(masse moyenne)
1N ! ‘ ‘ ‘ ‘
10 20 30 40 50
Time (min)
B
\ 4
£
<
N
T
< w '\,.-.ﬂ..t.
! ‘ ‘ ‘ ‘
r 10 20 30 40 50
Time (min)

Figure 74 : Mélange réactionnel d’activation de Aloc-NH-O-CH,-COOH (4 eq) en présence d’HBTU (4
eq) et DIEA (10 eq) pendant 30 minutes. Gradient : 3-48% de B en 50 min
A: aliquote issu du mélange réactionnel; B: aliquote issu du mélange réactionnel aprés un traitement

a la soude 0,1M pendant 20 mn

Conclusion :
La nucléophilie de I'azote -NH- du composé Aloc-Aoa-R varie selon R (R = OBt ou

peptide). Ceci expliquerait probablement la raison pour laquelle on n’observe pas de
bis-acylation avec des acides aminés contenant une oxyamine sur la chaine latérale

(Lang et al. 1998 ; Spetzler et al. 1999).
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Deux voies peuvent étre envisagées pour réduire la bis-acylation : la premiére
consiste a coupler le plus rapidement possible I'’Aloc-Aoa-OH sur le peptide résine H-
AGAG-HMPA-PEGA et la seconde a diminuer la basicité du meélange réactionnel.

Notons que ces deux approches peuvent étre utilisées conjointement ou séparément.

Pour augmenter la vitesse de réaction de couplage, nous avons utilisé 'HATU
(Carpino.1993), sel d’aminium efficace, pour activer le groupe carboxyle de Aloc-Aoa-
OH et 'THCTU (Marder et al. 2002) (Figure 75).

PFe PFe PFs
MeN MeN ¢ MesN
#—NMe; #—NMe; #—NMes
=N, [,;N I N N,
N | /L j
=N K S
0 0 0
HETU HATU HCTU

Figure 75 : Formule chimique des différents sels d’aminium

Les résultats sont répertoriés Figure 76.

TN~ % Aloc-Aoa-NH~ %n Aloc-Aca(Aloc-Aoa-NH-
Aoc-Aoa-OH |Réactfde couplage|  Base | Temps (mn) 18 19 19
1 deg HCTU4eq | DIEA10eq | 30 ( 63 3
! deg HATU4eq | DIEA10eq | 30 0 81 19
3 deg HATUdeq | Colldnebeq| 30 4 % 0
4 deg HATUdeq  |Colidine 10eq] 30 5 % 0
5 deg HATUdeq | Colldnebeq| 60 3 g7 0

Figure 76: Acylation du peptide résine H-AGAG-HMPA-PEGA avec Aloc-Aoa-OH en utilisant HCTU et
HATU comme réactifs de couplage.
Le pourcentage de chaque produit est estimé par l'intégration des pics HPLC a 214 nm.

Globalement, HCTU conduit a un pourcentage de bis-acylation (35 %) (Figure
76: entrée 1) semblable a celui d'HBTU (Figure 73: entrée 1) en présence de 10
équivalents de DIEA alors qu'avec HATU, dans les mémes conditions, le pourcentage

de produit bis-acylé est deux fois moindre (entrée 2).
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Les meilleurs résultats, en terme d’absence de bis-acylation, obtenus avec
HATU sont vraisemblablement dus a une augmentation de la vitesse de formation de la
lisison amide grace a [lassistance anchimérique de [I'azote pyridinique de
I'azabenzotriazole (Carpino. 1993) avec un hydrogene de la fonction a-NH; de I'acide

aminé a acyler (Figure 77).

—N
0 N=
—N
PN, i I
N
7
Aloc-NH-O-CH 0 \ )k R N/
™ Aloc-NH-O-CHy N~ + HO \
W= H \
R'\Kl M e L S
| HOAt
H

Figure 77 : Assistance anchimérique lors de la formation d’une liaison amide

Au regard de la figure 76 (entrées 3, 4 et 5), le meilleur compromis (acylation
efficace et minimisation de la bis-acylation est obtenu avec HATU et 5 équivalents de
collidine sans formation de produit bis-acylé en 60 minutes. Le pourcentage de peptide
non-acylé (3 %) est acceptable car il sera facilement éliminé lors de I'étape finale de
purification. Une augmentation du temps de réaction et/ou un double couplage aurait
vraisemblablement conduit a une acylation quantitative et a I'absence de produit bis-

acylé.

La seconde voie visant a diminuer la basicité du milieu réactionnel a été testée
grace a l'utilisation de la dicyclohexylcarbodiimide (DCC) et de 'HOBt, un mélange de
réactifs de couplage ne nécessitant pas I'emploi d’'une base tertiaire (DeTar. et al.
1966) (Figure 78).

La fonction o-COOH de [l'acide aminé a coupler est activée par la
dicyclohexylcarbodiimide (DCC) et forme une O-acylisourée, entité tres réactive qui
réagit en présence du 1-hydroxybenzotriazole (HOBt) pour donner un ester d’OBt. Ce
dernier subira I'attaque de la fonction a-aminée d’'un peptide en cours d’élongation et
conduira a une liaison amide. En outre, l'utilisation du 1-hydroxybenzotriazole prévient

des éventuelles réactions secondaires rencontrées comme la formation de N-acylurée
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ou la racémisation en présence de I'amine (réaction basocatalysée) avec la formation

d’'un intermédiaire appelé oxazolone.

OO OO
DCCI  y—po o

Fmoc—MH R H
R MNH-Fmoc E:
o HOBt
N, JN—
NH-Fmoc Ii[ H
0

- Il
,”"‘7 H-C— Résme

IHE!I.

8 9 N
%
F:‘mc—NHT"L—til résine - @i N
R H R M

Figure 78 : Formation d’une liaison amide par activation DCC/HOBt

Malgré une cinétique d’acylation plus lente DCC/HOBt (Figure 79: entrée 2) comparée

a l'utilisation de sels d’aminium HATU ou HBTU en présence de DIEA (Figures 76:

entrée 2 et 73:entrée 1), le pourcentage du produit bis-acylé est plus faible. Le meilleur

résultat est obtenu avec 4 équivalents de DCC et 4 équivalents d’HOBt pendant 120

minutes (Figure 79:entrée 4 et Figure 80).

% H,N~ % Aloc-Aoa-NH~ % Aloc-Aoa(Aloc-Aoa)-NH~
Aloc-Aoa-OH | Réactif de couplage| Temps (mn) 18 19 19'
Simple couplage
1 5eq DCC/HOBt 5 eq 60 24 73 3
2 5eq DCC/HOBt 5 eq 120 2 94 4
3 5eq DCC/HOBt 5 eq 150 1 94 5
4 4 eq DCC/HOBt 4 eq 120 4 96 0
5 10eq DCC/HOBt 10 eq 120 2 94 4
Double couplage
5eq DCC/HOBt 5 eq 60 24 73 3
6 +3eq + DCC/HOBt 3 eq + 60 4 93 3

Figure 79: Acylation du peptide résine H-AGAG-HMPA-PEGA avec Aloc-Aoa-OH en utilisant
DCC/HOBt comme réactif de couplage.

Le pourcentage est estimé par l'intégration des pics HPLC a 214 nm.
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Figure 80: Couplage de 16 sur 18 avec DCC (4 eq)/HOBt (4 eq) pendant 120 minutes.
Gradient: 3-30% de B en 30 min

Remarque: Des essais réalisés avec le mélange DCC/HOAt n’ont pas donné de
meilleurs résultats, probablement du fait de linstabilit¢ d’HOAt (Bruckdorfer et al.
2004).

Suite a cette étude, publiée dans Tetrahedron Letters (Annexe 1: Decostaire et
al. 2006), nous avons opté pour les réactifs de couplage DCC/HOBt pour I'obtention de

notre composé 19.

l1.2. 2. 3. Obtention de H-Aoca-AGAG-HMPA-PEGA 10

Aloc-Aoa-AGAG-HMPA-PEGA 19

l Pd(0)

H-Aoa-AGAG-HMPA-PEGA 10

Figure 81: Obtention de 10 & partir de 19.

La derniére étape pour obtenir le composé 10, concerne I'élimination du groupe
Aloc protégeant temporairement la fonction aminooxy du peptide-résine 19. Elle repose
sur l'utilisation de catalyseurs solubles a base de Pd(0) tel que le palladium tétrakis
Pd(PPhs)s en présence de nucléophiles capteurs de carbocations allyliques et d’'une

source de proton (Figure 82).
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Figure 82: Mécanisme de déprotection du groupement Aloc en présence de Pd(0)/nucléophile

Le cycle catalytique de la réaction de Tsuiji-Trost (Tsuji et al. 1965 ; Trost et al.
1978) comprend deux étapes principales. La premiére étape correspond a une addition
oxydante du palladium sur la double liaison conduisant a la formation d’'un complexe
cationique =-allylique palladié électrophile. La deuxiéme étape est l'attaque du
nucléophile sur ce méme complexe cationique =-allylique palladié afin de capter le
carbocation allylique. Le palladium est régénéré aprés élimination réductrice.
Le choix du nucléophile semble étre crucial. Nous avons utilisé le complexe de diméthyl
amine borane (Gomez-Martinez et al. 1999). L'utilisation de ce complexe ne nécessite
pas I'emploi d’une source de H+. L’hydrure du diméthylamine borane (Me,NH.BHs;)
réagit avec le complexe cationique m-allylique palladié (PdIl va agir comme groupe
partant afin de retrouver son état d’oxydation 0) pour donner l'allyle et le Pd(0). Le
carbamate va réagir avec le cation Me;NH.BH," du complexe pour former le carbamate

du bore puis apres hydrolyse donner 'amine correspondante (Figure 83).

W . @/i\}\\ %9 NHR
\\\ ;pd\ W/
I 0
Pd
0
/ \ L L
L L
MegNHBH;
@
“H / WeNHEH;
0 r go Cver
Pd(Ly + K\‘\ + Me;NHBH; W
H 0
H,0 ou [Si]-0H
J

1]
Pd(Lg) + Amoz + MedH + HEO, + HNR

H
Figure 83 Mécanisme de déprotection des allylcarbamates catalysée par Pd(0) en présence de Me,NH.BH.
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En utilisant des conditions similaires a celles de Gomez-Martinez et al (1999)
(6eq de Me2NH.BH3 en présence de palladium tétrakis pendant 30 minutes), I'analyse
HPLC effectuée aprés traitement acide du peptide-résine révéle une élimination
compléte du groupe Aloc et la présence de 3 produits supplémentaires possédant
respectivement des Am = -15, +26 et +12 par rapport a la masse du produit attendu
(Figure 84).

H-Aoa-AGAG-0OH
78%

5 10 15 20

temps (min)

\
L

Figure 84 : Chromatogramme HPLC de H-Aoa-AGAG-OH 21 résultant de la déprotection de Aloc-Aoa-
AGAG-HMPA-PEGA 19 en présence de 3 eq de Me2NH.BH3 / 0,2 eq de Pd(0) en 30 minutes puis
coupure TFA - gradient : 3-30% B en 30 minutes.

Les deux produits avec une augmentation de masse Am = +26 et Am = +12
correspondent probablement aux adduits formés entre I'aminooxy libéré trés réactif
avec de l'acétaldéhyde d’une part et avec du formaldéhyde d’autre part présents dans
les solvants utilisés et/ou de la verrerie mal lavée. Il est connu et bien caractérisé que
les aldéhydes et cétones réagissent trés rapidement avec Aoa déprotégé pour former
des oximes (Buré et al. 2000). Une bonne pratique de laboratoire (solvants de bonne
qualité, verrerie trés bien nettoyée, Pd(0) « neuf», élimination de l'acétone du

laboratoire) a permis d’éliminer ces deux réactions parasites.

La perte de masse avec un Am = -15 a été attribuée a la réduction de la fonction
aminooxy en alcool 21’ (Figure 85) par le complexe diméthylamine borane. Cette
réaction d’acidolyse réductrice a été décrite avec [utilisation de dérives O-
alkylhydroxylamines (Leffler et al. 1951 ; Morgan et al. 1968 ; Hutchinson et al. 1973).
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Figure 85 : Acidolyse réductrice de la fonction aminooxy

Dans le but de minimiser cette réaction secondaire, nous avons donc testé
différentes conditions opératoires avec le complexe de diméthyl amine borane en

présence de Pd(0) (Figure 86).

Me,NH.BH; (eq) temps (mn) % HoN~ % Aloc-Aoa-NH~ % OH~
6 30 65 0 35
3 30 78 0 22
1 30 30 57 13
2 30 61 25 19
3 10 98 0 2

Figure 86 : Conditions opératoires employées pour éliminer I'’Aloc fixé sur un Aoa

Le meilleur résultat a été obtenu avec I'utilisation de 0,2 équivalent de Pd(PPh3)4
(fraichement ouvert) et un temps de réaction de 10 minutes en présence de 3
équivalents de Me;NH.BH3; (Figure 86 : entrée 5) dans la NMP. Dans ces conditions, la
forme réduite de 'Aoa est obtenue en quantité négligeable et sera facilement éliminé

lors de la purification finale par HPLC.
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I1l. 2 .3. Multiligations sur support solide

La synthese des fragments 5 et 10, les conditions de stabilité de la liaison oxime
en milieu aqueux acide et la coupure du peptide de son support nous permettent

maintenant I'obtention des composés 23 et 24 (Figure 87).

AIoc-Aoa-NH-CHz-CHO + H,N-O-CH,-CO-AGAG-HMPA-PEGA 10

l AcONa 0.1 M, pH=4.6

5
Aloc-Aoa NH-CH,-CH=N-O-CH,-CO-AGAG-HMPA-PEGA 22

TFA /

Aloc-Aoa -NH-CHZ-CH=N-O-CH2-CO-AGAG-OH Pd(0)

23

v

H-Aoa -NH-CHZ-CH=N-O-CHZ-CO-AGAG-HMPA-PEGA

9 TFA

\ 4

H-Aoa -NH-CH2-CH=N-O-CH2-CO-AGAG-OH

24

Figure 87 : Schéma de la premiere ligation: obtention de 22

[ll. 2 .3. 1. Premiére ligation: obtention du peptide résine 22

Le peptide résine 22 est obtenu par ligation oxime en utilisant 1,5 équivalents du
synthon médian 5 par rapport a 1 équivalent de H-Aoa-AGAG-HMPA-PEGA 10 dans
un tampon acétate de pH = 4,6. Pour évaluer la cinétique de la réaction, un aliquote du
surnageant de réaction est régulierement prélevé et analysé par HPLC pour suivre la
disparition de 5. Aprés 5 heures de réaction, la concentration de 5 ne diminue plus et
'analyse HPLC du peptide 23 obtenu par un traitement TFA d’un aliquote du peptide

résine 22 (Figure 88) montre que la ligation est totale.
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23

Absorbance a 214 nm

0 5 10 15 20 25 30 35 40

temps (min)

Figure 88: Chromatogramme HPLC du composé 23.
Gradient: 3-39% B en 40 minutes

lll. 2 .3. 2. Elimination du groupe Aloc aprés la premiére ligation oxime:
obtention de 9

Les conditions optimales définies précédemment sur le composé 19 (Aloc-Aoa-
AGAG-HMPA-PEGA) pour déprotéger un Aloc avec Pd(0) en présence du complexe
de diméthylborane ont été appliquées au peptide-résine 22 pour conduire au peptide-
résine 9. Le contréle de la réaction se fait par HPLC aprés coupure au TFA d'un

aliquote (Figure 89).

Composé 24 (97%)

e

1S

c

<t

—

N

0 —

< Am=-15 (1%) Composé 23 (2%)

\M
10 15 20 25 30 35 40

temps (min)

Figure 89: Chromatogramme HPLC de 24 apres déprotection de I’Aloc de 23
-gradient : 3-39% B en 40 minutes.
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La déprotection de I'Aloc a été obtenue avec un rendement satisfaisant de 97% et
seulement 1% de peptide résultant de l'acidolyse réductrice de HaN-O-. Il faut noter
que cette expérience valide une autre étape importante de notre stratégie : la stabilité

de la liaison oxime dans les conditions d’élimination du groupe Aloc.

I1l. 2 .3. 3. Seconde ligation et obtention du peptide-résine 8

Le peptide-résine 9 est engagé pour une seconde ligation avec de nouveau un

fragment médian 5 pour donner le composé 8 (Figure 90).

H-Aoa -NH-CHZ-CH=N-O-CH2-CO-AGAG-HMPA-PEGA 9

1,5eq 5
AcONa 0,1 M, pH=4,6

Aloc-Aoa -N H-CH,-CH=N-O-CH,-CO -N H-CH,-CH=N-O-CH,-CO-AGAG-HMPA-PEGA 8

l TFA

Aloc-Aoa -N H-CH,-CH=N-O-CH,-CO -NH-CHZ-CH=N-O-CHZ-CO-AGAG-OH 25

Figure 90 : Formation du peptide résine 8

La seconde ligation a été réalisée dans des conditions identiques a la premiere. Des
analyses par HPLC et spectrométrie masse effectuées sur un aliquote aprés coupure

TFA montrent que 25 a été obtenu avec un trés bon rendement de 97% a partir de la

quantité d’amines initiale (Figure 91).

Composé 25
4 /
Composé 23
\_—A T T T T T 1
10 15 20 25 30 35 40

temps

Figure 91: Chromatogramme HPLC du peptide polyoxime 25 apres la deuxieme ligation.
gradient : 3-39% B en 40 minutes.
Analyse MALDI [MH']: a = 2345,2; b = 2316,4; ¢ = 4303,9; d = 4399,9.
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La concentration du composé 25 est volontairement saturée afin de déceler le
composé H-Aoa-MUC,-CHO (M= 2001) qui témoignerait d’'une réaction de

transoximation.

Conclusion de cette étude

L’étude sur des peptides modéles visant la préparation de polyMUC, linéaires
via des liaisons oxime générées sur support solide a été menée. Les rendements
d’oximation sur support solide sont quantitatifs. La stabilité de la liaison oxime aux
conditions de ligation, de décrochage du peptide final de la résine ainsi qu’au
traitement au Pd(0) s’est avérée tres satisfaisante. Une mise au point des conditions de
couplage (agent de couplage / temps de réaction) de Aloc-Aoa-OH a été nécessaire
pour éliminer la réaction parasite de bis-acylation. La protection temporaire de
aminooxy de I‘acide aminooxyacétique a été réalisée via le groupement
allyloxycarbonyle (Aloc) éliminé dans des conditions douces. Cette réaction de
déprotection repose sur [utilisation de Pd(PPhs)s en présence de nucléophiles
capteurs d’allyle. Des conditions opératoires ont été optimisées afin de supprimer une
réaction secondaire de l'acide aminooxyacétique déprotégé conduisant a I'alcool
correspondant par acidolyse réductrice.

L’obtention du synthon médian 5 protégé Aloc-Aoa-MUC,-CHO s’est déroulé en
deux étapes : la premiére consiste en la synthése récurrente du peptide Aloc-Aoa-
MUC, sur la résine PAM-PEGA en stratégie Fmoc/tBu; la deuxieme permet
l'installation d’une fonction aldéhyde masquée sur I'extrémité C-terminale par une
méthodologie originale développée au sein du laboratoire.

Ainsi le développement d'une stratégie de protection-déprotection afin de
coupler plusieurs motifs MUC, par ligation chimique sur support solide a permis de
valider le concept proposé. Les résultats obtenus permettent d’envisager la synthese

des molécules 1 et 2.
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V. Vers la synthése de MUC, = MUC, = MUC, 1 et PADREMUC, = MUC, = MUC, 2

Afin d’éviter la synthése par SPPS, la purification puis I'accrochage sur une
résine du fragment situé en C-terminal (Canne et al. 1999 ; Brik et al.2000), nous
avons entrepris de développer une stratégie de type Fmoc / déprotection des chaines
latérales pour obtenir un peptide non protégé sur les chaines latérales et fixé sur une
résine compatible en milieu aqueux via un bras déprotégeable dans des conditions
acides non drastiques. Cette méthodologie permettrait d’augmenter le rendement
global de la synthése et serait également tres utile pour effectuer de la ligation

chimique native sur support solide. La rétrosynthése de 1 et 2 est rappelée Figure 92.

rR{ wmuc, H muc. H wmuc, Jou

R=H 1

R=PADRE 2 ﬂ

R{ Muc, foHo + H-aca-| Muc, H  MuC. |forasPEcA
R PAL 4

ADRE 7 ﬂ

AIoc-Aoa-[ MUC, ]—CHO + H-Aoa-[ MUC, ]—bras-PEGA

5 6

Figure 92 : Rétrosynthése de 1 et 2

La synthése du fragment médian 5 a été décrite dans le chapitre précédent.
Cependant, au regard du phénomeéne de bis-acylation observé sur le peptide modéle
19, linsertion de Aloc-Aoa-OH du fragment 5 se fera désormais par activation de la
fonction carboxyle en présence de DCC / HOBt.

Dans les paragraphes suivants, je m’attacherai a décrire les essais que nous
avons effectués pour préparer le peptide-résine 6 et les difficultés que nous avons
rencontrées avec la protection de I'arginine. Ainsi, nous avons été amené a choisir la
séquence PPAHGVTSA = MUC,, a la place de PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA = MUC,
pour le synthon en position C-terminale. Aprés la description de la synthése des
fragments N-terminaux 3 et 7, ce chapitre se terminera par les étapes de ligation

oxime.
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IV. 1 Synthese du fragment C-terminal H-Aoa-MUC,-HMPA-PEGA 6.

H,N-PEGA

v

bras-PEGA

1.  Fixation du premier acide aminé
2. SPPS en stratégie Fmoc/Aloc/Trt
3. Déprotection Aloc/Trt

H-Aoa-[ MUC, ]—bras-PEGA 6

Figure 93 : Synthese du peptide résine 6

En SPPS, pour obtenir un peptide acide en position C-terminale, le peptide est
généralement relié au support solide via un ester benzylique substitué en ortho et/ou
para. L'efficacité de l'acidolyse de l'ester benzylique dépend de ses substituants qui
stabilisent plus ou moins le carbocation formé. Dans notre stratégie, nous avons opté
pour des protections des chaines latérales de type trityl trés acido-labiles et un bras de
type Wang stable a un faible pourcentage de TFA nécessaire a la déprotection de ces
groupes trityl. Pour optimiser cette orthogonalité (élimination des chaines latérales /
stabilité du bras), nous avons entrepris de comparer la stabilité en présence de TFA de
différents bras p. alkoxybenzyl alcool susceptibles d’étre utilisés dans nos expériences
futures de ligation sur support. Les bras HMPA et MPPA (acide méthylphénoxy-

propionique) ont été étudiés et comparés a la résine de Wang (Figure 94).

Fmoc-Ala-O Fmoc-Ala-O

Fmoc-Ala-HMPA-PEGA (26) Fmoc-Ala-MPPA-PEGA (27

O

Fmoc-Ala-Wang-PS (28)

Figure 94 : Schéma des résines 26, 27 et 28
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IV. 1. 1. Préparation des acides aminés-résines 26, 27 et 28

Fmoc-Ala-Wang-PS 28 est commercial. La préparation de Fmoc-Ala-HMPA-PEGA
26 est décrite dans le chapitre précédent. Fmoc-Ala-MPPA-PEGA 27 a été obtenu par
couplage peptidique entre Fmoc-Ala-O-CHz-CgHs5-O-CH2-CH,-COOH 29 commercial et
la résine PEGA amino méthylée en présence de HBTU/DIEA dans du DMF pendant 3

heures.

IV. 1. 2. Etude de la stabilité des bras p-alkoxybenzyl alcool en solution
diluée de TFA

L’acide aminé résine est solvatée avec du DCM contenant une concentration de
TFA déterminée. La réaction est réalisée dans un grand volume (20 ml) pour simuler
une dilution infinie afin que la protonation éventuelle de la résine ne modifie pas
sensiblement le pourcentage de TFA. Ce point est crucial avec la résine PEGA
(polyéthyléneglycol polyacrylamide) qui possede de nombreux sites de protonation. La
coupure acide est suivie par mesure spectrophotométrique UV a 301 nm de Fmoc-Ala-
OH libérée dans la solution.

Un premier essai a été effectué sur les trois types de bras avec 5% de TFA dans
CHyCl, en présence de 2% de TIS nécessaires pour piéger les carbocations trityl
(Kadereit et al. 2001). La figure 95 montre que le bras MPPA est plus sensible a
'acidolyse que le bras HMPA.
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—&— Fmoc-Ala-Wang-PS ~ —8— Fmoc-Ala-MPPA-PEGA Fmoc-Ala-HMPA-PEGA

Figure 95 : Acidolyse des différents bras en présence de 5% de TFA

Nous avons également effectué une cinétique de l'acidolyse de la liaison ester
avec 2 % de TFA dans CH,Cl, en présence de 2% de TIS (Figure 96).

40 -
36 -
32
28
24
20
16
12
8 -
4 -
O!‘ T T T T T T T T T T T 1

0 10 20 30 40 &5 60 70 80 90 100 110 120

Temps (mn)

% coupure

—&— Fmoc-Ala-Wang-PS —&— Fmoc-Ala-MPPA-PEGA Fmoc-Ala-HMPA-PEGA

Figure 96 : Acidolyse des différents bras en présence de 2% de TFA

Le bras que nous avons choisi est THMPA, le plus stable a l'acidolyse. La
déprotection des chaines latérales tritylées avec 2 % de TFA dans 98% de CH,Cl; et

en présence de 2% de TIS ne devrait pas générer de pertes significatives de peptide.
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IV. 1. 3. Choix des groupements protecteurs des chaines latérales de

MUC,

Il n’existe pas une panoplie compléte de groupements protecteurs des chaines
latérales qui soient trés acido-labiles pour tous les acides aminés. Pour Asp et Arg,
nous avons choisi d’utiliser les dérivées commerciaux Fmoc-Asp(OAI)-OH et Fmoc-
Arg[bis(w, w’)-Aloc]-OH (Figure 97) qui seront spécifiquement déprotégés en milieu
neutre par un traitement classique avec Pd(0) [Pd(PPhs)4] en présence d’'un donneur
d’hydrure. Pour protéger la fonction guanidinium de I'arginine, nous avions la possibilité
d’utiliser les groupes nitro (NOy) et Z qui peuvent étre éliminés par hydrogénation
(Vinogradova et al. 1970). Cependant, certains auteurs notent que le rendement de
couplage peptidique avec une arginine protégée par NO, (Wender et al. 2001) ou par Z

(Schumann et al. 2000) n’est pas satisfaisant.
Aloc NH-Fmoc
N N o
\ S

|
NH-Aloc OH
Figure 97 : Fmoc-Arg[bis(w, w’)-Aloc]-OH

Pour Ser, Thr et His, nous avons opté dans un premier temps pour les dérivés Fmoc-
Ser(Trt)-OH, Fmoc-Thr(Trt)-OH et Fmoc-His(Trt)-OH.

L’élongation classique de MUC, a été réalisée sur le synthétiseur automatique

en stratégie Fmoc/tBu (Figure 98).

Fmoc-A-HMPA-PEGA 26

J Elongation Fmoc / Aloc / Trt

H-PPAH(Trt)GVT(Trt)S(Trt)APD(OAINT(Trt)R[bis(w,w’)-Aloc]PAPGS(Trt) T(Trt)A-HMPA-PEGA 30

1. Pd(0)
TFA 95%
2. TFA2%

H-PPAHGVTSAPD(OAITR[bis(w,w’)-Aloc]PAPGSTA-OH H-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-HMPA-PEGA
31 32

Figure 98 : Synthése de MUC, sur support solide
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L’histogramme (Figure 99 et 100) représentant le suivi de la déprotection du N*
de chaque acide aminé par mesure spectrophotométrique de I'adduit
fluorénylméthylpipéridine libéré a chaque traitement a la pipéridine met en évidence
une augmentation anormale de I'absorbance a partir de la déprotection du Fmoc de

I'acide aspartique 11.

A a 301 nm
3500
3000 D
2500 (.\ R
3 P -
A APl T
TS
2000
1500
1000
500
Start mlln Rn s Be Hn s Mo s Finish
«7>10:58 T <T> <> <> <> <T> <T> <T> <> <T> < T <Ts €T» <T> <T» <f» <7» <P <7>9:33
26/4/06 27/4/06
C » N

sens de I'’élongation

Figure 99 : Histogramme relatif au suivi UV des déprotections du lors de I'élongation de 30

P1P2A3H4G5VeT7SsAgP 10D 14T 12R13P14A15P16G17S18 T 19A20-HMPA-PEGA
signal UV anormal signal UV normal

N « C
sens de I'élongation

Figure 100 : Schéma représentant la séquence MUC, au cours de I'élongation

L’analyse par HPLC et SM du peptide brut 31 aprés coupure de la résine par TFA
confirme qu’il y a eu un probléme lors de cette synthése (Figure 101). Parmi les
composeés obtenus (Tr = 2353, MH" =2287,20; Tr = 24’04, MH" =1982,00; Tr = 24’83, MH"
=2631,36; Tr = 25’36, MH" =2799,50; Tr = 29’71, MH" =2005,78), aucun ne possede la masse
attendue de 2094, 94.
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Figure 101:Chromatogramme de MUC,[D;(All),R;s[bis(w, w’)-Aloc ]-OH 31
Gradient : 3-30%B en 30 minutes

Le fait que de nombreux produits possédent une masse nettement supérieure
conduit a une hypothése de structures branchées, notamment sur I'azote & du
guanidinium. Le N° du dérivé-Arg[bis(w, w’)-Aloc]- serait suffisamment nucléophile pour
étre partiellement acylé par des acides aminés activés. En effet, la principale réaction
parasite reportée dans la littérature avec 'arginine est une cyclisation intramoléculaire
en milieu basique par attaque de I'azote 6 non protégé, sur le carboxyle activé pour

conduire a un d-lactame (2-pipéridone) (Figure 102).

(o}

R-HN——CH—C——0H R-HN——CH—C——X
CH, CH,
CHz CH
[ " o
e R N NH-GP
CH, activation CH, cyclisation \N T
H
;| |
NH ¥ NH
o] N-GP
o ® )
C=—N-GP C==N-GP
NH-GP NH-GP
(0]

Figure 102 : Formation de &-lactame a partir de I'arginine
GP: groupe protecteur; X: activation du carbonyle et R: chaine peptidique

Pour documenter cette hypothése, nous avons effectué la méme synthése avec
le dérivé Fmoc-Arg[bis(d, w)-Aloc]-OH (Figure 103), un dérivé de I'arginine ou l'azote

nucléophile & du guanidinium est protégé par un Aloc (voir ref 76-79 du livre Solid-
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phase peptide synthesis. Paragraphe 2.2.2.2 arginine). Les résultats de I'élongation
sont similaires a ceux obtenus précédemment. Les masses correspondantes aux

nombreux pics HPLC ne nous ont pas permis d’identifier les produits formés.

Aloc NH-Fmoc
N ® Qloc o
\‘/5
NH, OH

Figure 103: Fmoc-Arg[bis(o, w)-Aloc]-OH

Dans la littérature, peu de syntheses en chimie des peptides ont été décrites
avec une arginine bis protégée par un Aloc en stratégie Fmoc/tBu. Dans les conditions
standards d’élongation peptidique et en présence de pipéridine, Boc-Arg(Aloc),-OH
perd un groupe Aloc pour donner Boc-Arg(Aloc)-OH lors du traitement a la pipéridine
(Loffet et Zhang. 1993 ; Gothe et al. 1999).

L’histogramme (Figure 99) montre une augmentation du signal UV lors de
I'élimination du groupe Fmoc de l'acide aspartique 11 en position n-2 par rapport a
l'arginine 13. A ce stade de la synthese, trois traitements a la pipéridine ont été
effectués et un groupe Aloc a pu en étre affecté. Un azote 5 du guanidinium devient par
conséquent plus nucléophile et réagit alors avec 'acide aspartique activé. On génére
ainsi une élongation paralléle sur la chaine latérale de I'arginine et le signal UV s’éléve
et perdure jusqu’a la fin de la synthése. La littérature ne mentionne pas de réaction

secondaire de ce type.

Pour étudier une éventuelle influence de la nature des acides aminés en
position n-1 et n-2 de l'arginine 13, nous avons effectué la synthése de 4 analogues
avec le dérivé Fmoc-Arg[bis(5, w)-Aloc]-OH (Figure 104).

H-G-DTR13-GAGA-HMPA-PEGA 33
H-G-DAR13-GAGA-HMPA-PEGA 33t.a
H-G-ATR13-GAGA-HMPA-PEGA 33p.a
H-G-AAR13-GAGA-HMPA-PEGA 331p.aa

Figure 104: Analogues 33t.a, 33p.a, 331p.aa, €laborés a partir du composé 33
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Les histogrammes des quatre composés sont similaires et présentent une
augmentation anormale du signal lors de I'élimination du groupe Fmoc du deuxiéme
acide aminé (n-2) aprés R13. Les analyses HPLC de ces composés révélent une
multitude de pics caractéristiques d’'une mauvaise synthése. La nature des acides
aminés en n-1 et n-2 de I'arginine 13 n’a donc pas d’effet sur la difficulté de synthétiser
30.

La synthése de MUC, effectuée avec Fmoc-Arg(Pbf) (Figure 105) s’est révélée

satisfaisante.

H-PPAH(Trt)GVT(Trt)S(Trt)APD(OAI)T(Trt)R(Pbf)PAPGS(Trt)T(Trt)A-HMPA-PEGA 34
TFA 95%

H-PPAHGVTSAPD(OAII TRPAPGSTA-0H 35

Figure 105: Synthése de MUC,[D,(OAll),R3(Pbf)]-HMPA-PEGA 34

L’histogramme (Figure 106) ne révéle aucune anomalie de synthése et confirme

que le probleme provient de I'arginine bis-protégée dans nos conditions opératoires.

A a 301 nm)
3000 G A P D
ATg P RT

2500

2000

1000

500

r I “ Finish

<?>16:03 P> <> <T> <T> <T> <P> <f> <> <> <7> <¥> <f> <¥> <¥> <F> <7 <P> <7> <729:45
4/5/06 5/5/06

sens de I'élongation

Figure 106: Histogramme relatif au suivi UV des déprotections du Fmoc de 34
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Une autre alternative consisterait a protéger I'arginine par un groupe SES [2-
(triméthylsilyl)éthane sulfonyl] qui s’élimine dans des conditions douces en présence
d’ion fluorure (Ribiére et al. 2006). Cette hypothése n’a pas été testée dans le cadre de

cette thése.

L’analyse par HPLC et SM du peptide 35 (Figure 107) a mis en évidence la
présence d'un produit secondaire (10%) avec un Am = -18 (MH" =1926,96)
probablement due a la formation d’aspartimide au cours de I'’élongation du peptide
(Lauer et al. 1994 ; Vigil-Cruz et al. 1999 ; Mergler et al. 2003 : deux articles a et b).

1,4 a5
1,2
IS
S 9
<
—
N
< 0.8 1
Q
2 061
g0
2
S 04
a Am =-18 \4
< 02 |
0 5 10 15 20 25 30
Temps de rétention (min)

Figure 107: Profil HPLC de H-MUC,[D,(OAll)]-OH 35 apres une coupure au TFA
Gradient : 3-30%B en 30 min

Cette réaction secondaire est particulierement observée lors de l'utilisation de I'acide
aspartique protégé sur sa chaine latérale par un ester d’allyle (Flora et al. 2005) (figure
108).
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Figure 108 : Formation d’aspartimide sur support solide lors du traitement a la pipéridine.

La protection du carboxyle de la chaine latérale de I'acide aspartique sous la
forme d'un ester dallyle est un bon groupe partant et favorise la formation
d’aspartimide lors du traitement a la pipéridine. Une solution envisageable est
l'utilisation d’'un groupe protecteur tres acido-labile sur I'acide aspartique comme le
Fmoc-Asp(O-2-PhiPr)-OH (Figure 109), qui est déprotégé avec 1% de TFA (Gea et al.

2006). L’inconvénient principal de ce composé commercialisé récemment par

Novabiochem est son prix !
(0]

Fmoc-NH——CH—C——OH

cC——=0
| CHs
(0]

CHj3

Figure 109: Schéma de la Fmoc-Asp(O-2-PhiPr)-OH
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Conclusion

Face a ces difficultés et avec I'objectif principal de synthétiser des analogues de
la protéine MUC1 par ligation polyoxime sur support solide, nous avons décidé de
substituer le peptide MUC, en position C-terminale par un peptide plus court
PPAHGVTSA appelé MUC,. Nous avons donc poursuivi notre travail par la synthése

des molécules 1’ et 2’ (Figure 110).

MUC, = MUC,=MUC, 1’
et
PADRE- MUC, = MUC, = MUC, 2

Figure 110 : Peptides 1’ et 2’

IV. 2. Synthese des molécules 1’ et 2’

e Choix des groupes protecteurs de la séguence H-Aoa-MUC,-HMPA-PEGA 6’:

La synthése du peptide résine C-terminal 6’ est envisagée selon le schéma

présenté Figure 111.

Fmoc-A-HMPA-PEGA 26
l Elongation Fmoc / Trt / Mmt

Trt-Aoa-PPAH(Mmt)GVT(Trt)S(Trt)A-HVPA-PEGA 39

TFA 95% / \I’FA 2%

H-A0a-PPAHGVTSA-0H «N20H 01IM 4 o a-PPAHGVTSA-HMPA-PEGA
37 6

Figure 111: Obtention du peptide résine 6’

e Protection de Aoa

Dans le but d’effectuer en une seule étape, la déprotection des chaines latérales
et la libération de I'Aoa situé en position N-terminale, nous avons choisi d’introduire cet

acide aminooxy protégé avec un trityl.
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e Synthése de Trt-Aoa-OH: Trt-Aoa-OH 38 n’est pas commercial. Il a été synthétisé au

laboratoire selon le schéma de la Figure 112.

OH O OH
/ DIEA
+

/
NH,——O—CH,—C ———————> @ — NH—O0—CH,—C —H
\ \

Wl Ow

Figure 112: Synthese du composé Trt-Aoa-OH 38

L’acide aminooxy acétique (Aoa) a été dissout dans CH,Cl, en présence de
DIEA et de chlorure de trityl. Le suivi de la réaction par chromatographie sur couche
mince (CCM) a permis de déceler un autre composé correspondant a la fixation d’'un
deuxiéme trityl (38:Trt-Aoa-Trt) sur le composé 38 (Figure 113). La méthanolyse de
38’ suivie d’une purification par colonne de silice flash a permis d’obtenir le bon produit

38 avec un rendement de 80%.

38

Figure 113: Schéma de méthanolyse du composé bis tritylé

e Déprotection du Trityl en solution diluée de TFA :

La déprotection du Trt par TFA, en présence de TIS, génére du triphénylméthane qui
comme le Trt-Aoa-OH, absorbe a 254 nm (Figure 114).
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CH(Ph); CH(Ph); CH(Ph),

Trt-Aoa-OH (46%) b R

N

A a254nm
A a254nm
A a254nm

Trt-Aoa-OH (10%)
ND ~a

0 3 6 9 12 15 0 3 6 9 12 15 0 3 6 9 12

temps (mn) temps (mn) temps (mn)

Figure 114: Analyse HPLC de Trt-Aoa-OH en solution 0,5 % de TFA/CH,ClI,

Les résultats obtenus montrent que 0,75 % de TFA suffisent a déprotéger de fagon
quantitative Trt-Aoa-OH et nous confortent dans le choix du traitement de déprotection
envisagé (2% de TFA dans CH,Cl, en présence de TIS) (Figure 115).

% de triphénylméthane libéré

O T T T T 1
0 30 60 90 120 150

temps (mn)

| —®—TFA 1% —A—TFA0,75% —»—TFA0,5% |

Figure 115: Effet du pourcentage de TFA sur la déprotection de Trt-Aoa-OH

e Protection de His

Concernant lhistidine, les travaux de Barlos (1991) sur différents groupes
protecteurs (Trt/Mtt/Mmt) de I'histidine s’éliminant en fonction du pourcentage de TFA
nous ont conduit a choisir le méthoxytrityl (Mmt), Trt étant stable a 2% de TFA (Figure
116).

temps (min) Fmoc-His(Trt)-OH Fmoc-His-OH
10 12 88
30 4 96
60 0 100
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Figure 116: Déprotection de Fmoc-His(Trt)-OH restant en présence de 95% de TFA dans le
CH,CI, et en présence de TIS. La cinétique a été suivie par HPLC a 254 nm. Les
% sont calculés apres intégration des pics HPLC.

Fmoc-His(Mmt)-OH commercial a été analysé par HPLC (Figure 117). A c6té du
produit souhaité, on observe 25 % d'un produit secondaire identifi€ comme étant
Fmoc-His-OH. Le profil de ce chromatogramme avec la présence d’'un plateau entre
les deux pics est caractéristique d’'une dégradation du composé de départ pendant
'analyse HPLC (Aucagne et al. 1999 ; Oxelbark et al. 1999. La RMN du produit de
départ a révélé également la présence de Fmoc-His-OH. Le produit commercial a donc
été purifié avant utilisation.

Remarque : cette déprotection partielle peut conduire a des réactions secondaires
(Hernandez et al. 1997).

Fmoc-His(Mmt)-OH

/

E Fmoc-His-OH
o
= \
T
<
0 10 20 30 40 50

temps (mn)

Figure 117 : Profil HPLC de Fmoc-His(Mmt)-OH ; Gradient HPLC : 3-90% B en 50 mn
La détritylation de Fmoc-His(Mmt)-OH par 1 % de TFA dans CH)Cl, en

présence de 2% de TIS a donc été suivie par CCM révélée par des vapeurs de TFA.

Au bout de 10 minutes la déprotection est quantitative

IV. 2. 1. Synthése du peptide C-terminal H-Aoa-MUC,-HMPA-PEGA 6’

L’élongation du composé 39 a été effectuée en stratégie Fmoc / Mmt / Trt. Le
Trityl-Aoa-OH a été couplé manuellement avec HATU/DIEA pendant 2 heures. Notons
que I'on n'‘observe pas de produit bis-acylé avec un Aoa protégé par un trityl. La
déprotection des chaines latérales et de 'Aoa a été réalisée en flux continu par 2% de
TFA dans CHCl, en présence de 2% de TIS. Le peptide-résine 6’ est alors obtenu. Le
flux continu permet de minimiser la présence des carbocations trés réactifs lors de la
réaction. La disparition de la coloration jaune orangé (cations trityl et méthoxytrityl)

indique que la réaction est terminée. Ceci a été confirmé par I'analyse HPLC et SM du
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peptide 37 (Figure 118) obtenu apres traitement a la soude 0,1N d’un aliquote du

peptide—résine 6'.

37

v

A a2l4nm

0 U 5 10 15 20 25 30

temps (mn)

Figure 118: Analyse du peptide H-Aoa-MUC, : H-Aoa-PPAHGVTSA-oH 37
gradient : 3-30% B en 30 mn

IV. 2. 2. Synthése des fragments N-terminaux 3 et 7

La synthése du peptide aldéhyde 3 (Figure 119) a été effectuée dans les mémes

conditions que pour la synthése du fragment médian Aloc-Aoa-MUC,-NH-CH,-CHO 5.
HoN-CH3-PEGA
l Boc-Ala -OCHz_/ \ -CH, -COOH

TBTU/HOBYDIEA

Boc-AIa-OCHZ—/ \ -CH, -CO-NH-CH-PEGA 12

1) TFAIDCM
2) DIEA/NMP
3) SPPS

H-PPAH(tBu)GVT(tBu)S(tBu)APD(OtBu)TR(be)PAPGS(lBu)T(tBu)-AIa-CO-OCHz-/\/ \>-CH2 -CO-NH-CH,PEGA 12’

l TFA/H,0/TIS

H-PPAHGVTSAPDTRPAPGST-AIa-CO-OCHz—/ \ -CHz -CO-NH-CH,-PEGA 12"

NaOH O,1Ml l H,N-CH,-CH(OCHj),
52  HPPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-OH H-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CHCH(OCH3), 3
l TFA/H;0

HPPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH,-CHO 3

Figure 119: Synthese du fragment N-terminal 3
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Lors de l'analyse par HPLC de H-MUC,-NH-CH2-CH(OCH3;), 3’ obtenu aprés 18
heures d’aminolyse a 40°C avec NHy-CH,-CH(OCHj3), dans du DMF (1:1), une
impureté 3" représentant 33% du produit attendu a été détectée (Figure 120).

3 H-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH,-CH(OCH3), —>j
f

3" H-AHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH,-CH(OCH3), —»

Figure 120 : Profil HPLC de 3’ aprés aminolyse ; gradient 3-30% de B en 30 mn

L’analyse par spectrométrie de masse de 3’ a permis de déceler un déficit de
masse (Am = -194) probablement di a I'absence des deux prolines N-terminales de
MUC.,. Le contrble a posteriori de I'élongation par le dosage spectrophotométrique UV
de l'adduit dibenzofulvéne-pipéridine, indique que ces deux prolines ont bien été
couplées. Les caractérisations par spectrométrie de masse en tandem (détermination
de la séquence primaire des acides aminés constitutifs par analyse des ions fragments
Y et B) et le séquencage d’acides aminés d’Edman indiquent que I'acide aminé N-
terminal de 3" est une alanine et conforte notre hypothése. En outre une coupure a la
soude du peptide 12" selon la procédure générale conduit au peptide 52 sans aucune
délétion. Cette perte des deux acides aminés du cbété N-terminal peut s’expliquer par

formation d’'une dicétopipérazine (DKP) c(Pro-Pro) lors de I'aminolyse.

La formation de DKP est une réaction secondaire classique qui résulte le plus
souvent de la rupture par aminolyse intramoléculaire d’'une liaison ester et plus
rarement d’'une liaison amide, conduisant a un dipeptide cyclique. Cette réaction
secondaire qui peut se produire en milieu acide et basique est bien documentée en
solution et en phase solide du coté C-terminal (c’est-a-dire quand elle résulte de la
rupture d’une liaison ester) mais elle est rarement observée du coté N-terminal (c’est-a-
dire quand elle résulte de la rupture d’'une liaison amide) (Revue de Fischer.2003).

Dans le but de prouver d’'une part, 'hypothése de formation de c(Pro-Pro) lors de
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'aminolyse et d’autre part de minimiser cette réaction secondaire, des expériences

complémentaires ont été réalisées.

- Le temps de la réaction de I'aminolyse réduit a 6 h révéle (Figure 121) une
diminution du peptide tronqué 3" (10 %). On peut noter sur le chromatograme HPLC,
la présence du composé 3 probablement due a une hydrolyse partielle de I'acétal de 3’

en présence de 0.1 % de TFA dans les solvants HPLC.

3’ MUC,-NH-CH>-CH(OMe),

N

3’’"MUC,-NH-CH,-CH(OMe),-2P

A at214 nm

3 MUC,-NH-CH,-CHO \
NN r\IL M. ‘

0 5 10 15 20 25 30

temps (mn)

Figure 121: Profil HPLC du peptide 3' apres 6 heures d’aminolyse
gradient : 3-30% B en 30 mn

- L’'absence de charge sur c(Pro-Pro) ne permet pas sa caractérisation directe
par spectrométrie de masse. Le dérivé 40 a donc été synthétisé, caractérisé par HPLC
et RMN puis co-injecté avec les produits de la réaction issus de I'aminolyse. Le
chromatogramme obtenu (Figure 122) montre clairement 'augmentation d’'un pic

observé vers15 minutes. Notons que le pic adjacent a été identifi€ comme étant un sel

de pipéridine.
c(Pro-Pro)
40 ~a
: >
3
P
<
3 3
G U . | N
0 5 10 15 20 25 30

temps (mn)

Figure 122: Co-injection des produits issus de 'aminolyse et de c(Pro-Pro) 40
gradient : 3-30% B en 30 mn
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- Une acétylation effectuée en fin de synthése sur le support de solide par de
'anhydride acétique et de la DIEA dans du DMF (2:1:2) suivie d’'une aminolyse
[aminoacétaldéhyde diméthylacétal NH,-CH»-CH(OCHs), dans du DMF (1 :1)].ne
génere que le produit attendu Ac-MUC,-NH-CH»-CH(OCH3); 41

- L'effet séquence :

Les travaux décrits dans la littérature concernant la nature des acides aminés
favorisant la formation de DKP générée par aminolyse d’'un ester, nous ont amené a
préparer les analogues de MUC, représentés sur la Figure 123. Seul, le composé 46
est contaminé par un peptide (4%) dont les 2 derniers acides aminés (AP) ont été

délétes.

APAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH2-CH(OCH3), 42
GPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH>-CH(OCHj3), 43
PAAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH2-CH(OCHj3), 44
PGAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH2-CH(OCH3), 45
APPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH>-CH(OCH3), 46

Figure 123: Séquences d’analogues de MUC,- NH-CH»-CH(OCH;),

La liaison planaire amide du squelette des polypeptides est principalement
obtenue en conformation trans. Pour des isoméres géométriques de liaison peptidique
Xaa-Pro, la différence d’énergie entre les isoméres cis et trans est trés faible (0.5
kcal/mol) alors qu’en moyenne, dans les autres cas (quand Xaa est en N-terminal de
n'importe quel acide aminé autre que Pro), elle est de 2.5 kcal/mol. De ce fait, le
passage d'une forme frans a cis pour des composés de type Xaa-Pro est facilitée.
Dans la nature, la conformation cis représente moins de 2% par rapport a la
conformation frans. Des polypeptides ayant des enchainements Xaa-Pro dans leur
séquence ont un pourcentage de liaison cis amide qui peut varier de 10 a 30%
(Stewart et al. 1990). Avec cette conformation, une attaque intramoléculaire d’'une

amine sur un caboxyle est alors possible en raison de leur proximité.
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La structure du dipeptide Pro-Pro en position N-terminale de la séquence MUC,,
occasionnerait une contrainte conformationnelle (liaison cis de Pro-Pro) et aménerait
I'azote au voisinage du carbonyle, favorisant ainsi, dans les conditions basiques de
coupure citées ci-dessus, une aminolyse intramoléculaire par action du doublet de
'azote de la derniére proline sur le carbonyle de I'avant derniére proline, conduisant
ainsi a la formation puis a la libération d’'une c(Pro-Pro). La présence des deux prolines
semble donc étre cruciale pour le départ des deux derniers acides aminés par
formation de DKP (Figure 124).

C
/
c N
\ > | | + H-AHGVTSAPDTRPAPGSTA-PAM-PEGA
/ \j N TC

o 40

O§O
®)

)

H™

Q AHGVTSAPDTRPAPGSTA-PAM-PEGA

Figure 124 : Mécanisme de formation de c(Pro-Pro) 40 envisagé

Pour tenter de supprimer cette réaction secondaire nous avons essayé de
protéger temporairement (pendant la réaction d’aminolyse) la proline située en position
N-terminale par le groupe protecteur Aloc [AlocPPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-
CH,-CH(OCHj3), 47] (Figure 125).

Boc-Ala-PAM-PEGA 12

1. TFA

2. SPPS Fmoc/tBu

3. Aloc-Pro-OH/HBTU / DIEA
48

Aloc-PPAH(Trt)GVT (tBu)S(tBu)APD(tBu)T(Bu)R(Pbf)PAPGS(Bu)T(tBu)A-PAM-PEGA 49

1) TFA/H,O/TIS 1) TFA/H,O/TIS
2) NaOH 0,1M ! 2) Aminolyse

Aloc-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-OH Aloc-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH,-CH(OCH,), 47

50
0,2 eq Pd(PPhy), / 6 eq de Me,NH.BH,

| puis ajout de 6 eq HyBO, /NMP / Ar

H-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH,-CH(OCH,), 3
TFA/H,0

H-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH,-CHO 3

Figure 125 : Synthése du fragment N-terminal 3
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Pour ce faire, le dérivé Aloc-Pro-OH 48 a été introduit comme dernier acide
aminé lors de I‘élongation de MUC,-résine pour donner le peptide résine 49. Aloc-Pro-
OH 48, non commercial, a été synthétisé selon une procédure analogue a celle suivie
pour la synthése de Aloc-Aoa-OH 16. Apres aminolyse de 49, le peptide 47 a été traité
par Pd(0) en milieu neutre pour éliminer le groupe Aloc et conduire au composé 3'.
Cette étape d’élimination de I'Aloc en milieu neutre et sur un peptide déprotégé s’est
révélée difficile (déprotection d’'une amine secondaire). Une étude plus détaillée décrite
dans le paragraphe suivant a fait émerger les conditions opératoires en solution (0,2 eq
Pd[P(Ph)s]s / 6 eq MeaNH.BH3 puis ajout de 6 eq H3BO3; dans la NMP) nécessaires a

une déprotection quantitative.

L’analyse du composé 3’ (Figure 126) par HPLC et SM confirme I'absence du
peptide résultant de la délétion des deux derniéres prolines. Le pic 3 (6%) correspond

a la perte de l'acétal du composé 3’ en présence de TFA dans les solvants HPLC.

I 3

4

3’

/

12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

temps (mn)

Figure 126 : Profil HPLC de 3’ brut ; gradient 3-30% de B en 30 mn

Le peptide aldéhyde 3 est finalement obtenu aprés traitement du peptide acétal
3’ par TFA/H,O (90/10) pendant 20 minutes (Figure 127). Le rendement global du

composé 3 obtenu est de 68% a partir de la quantité initiale d’'amines disponibles.
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A a214 nm

temps (min)

Figure 127: Profil HPLC de 3 H-MUC,-CHO apres purification
gradient de 10-41% de B en 50 minutes

IV. 2. 2. 1. Etude de I'élimination du groupe Aloc de 47.

Tout d’abord, nous avons appliqgué un mode opératoire classique [50 eq PhSiH3/
0,2 eq Pd[P(Phs)4], en solution, sur le composé a7
[AlocPPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH,-CH(OCHj3),] solubilisé dans le DMF mais
sans aucun résultat. Pour faciliter I'analyse des résultats obtenus, nous avons décidé
de travailler sur un analogue de 47 possedant une fonction carboxyle sur I'extrémité C-
terminale. Le composé 50 [AlocPPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-OH] est obtenu par
coupure a la soude 0,5M dans DMF/H,O du peptide resine 49. Le DMF qui doit étre
distillé avant la réaction pour éliminer les traces d’amine. Il a été remplacé par un autre
solvant aprotique polaire, la N-métyhl-2-pyrrolidinone (NMP) qui ne nécessite pas de

distillation au préalable.

Me,NH.BH3; a été choisi a la place de PhSiH; en raison de sa plus grande
efficacité lors de I'élimination d’Aloc d’amine secondaire (Gomez-Martinez et al.1999).
Dans ces conditions [100 équivalents de Me,NH.BH3 / 0,2 équivalent de Pd[P(Ph)3]4, la

déprotection de 50 s’est avérée étre quantitative mais on observe au bout de 90
minutes, 32% d’allylamine [All-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-OH 50°] en dépit de

I'utilisation du nucléophile en large exces.
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La formation d’allylamine peut s’opérer selon différents processus (revue de
Guibé. 1998). La conversion du N-Aloc amine en N-Allyl amine implique une
condensation décarboxylative intra-moléculaire (intra — paire d’ions) entre le complexe
cationique T-allylique et le contre-anion carbamate (Merzouk et al. 1992) (Figure 128).
L’amine déprotégée sous forme d’amidure peut étre en compétition avec le nucléophile

et réagir alors avec le complexe 1r-allylique.

. PA(O)L /\61 A
RR NCOQ\/\ 4 RREJ—ﬁ/(Z) ﬁ\\@ ] 3 RR.N\/\ + Coz + Pd(O)L4
Pd"
0
N\
L L

Figure 128: Formation d’allylamine par condensation décarboxylative

Les dérivés Aloc d’amines en présence du catalyseur Pd(0) et en absence de
nucléophile sont connus pour leur capacité a former des allylamines aprés
décarboxylation. De plus, la rapidité de cette réaction est fortement dépendante de la
nature de l'amine; en général, les amines secondaires, plus nucléophiles, se
réarrangent plus vite que les amines primaires (Minami et al. 1985 ; Merzouk et al.

1992 ; Genét et al. 1993).

Le peptide 51 (Aloc-APPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-OH) ou I'Aloc est porté par
une amine primaire a été synthétisé puis traité par Pd[P(Ph)s]s dans les mémes
conditions que 50. L’élimination de I'Aloc est partielle mais sans formation d’allylamine

(Figure 129).

COmMposé % NH~ % N-Allyl~ | % N-Aloc~
50 68 32 0
51 50 0 50

Figure 129: Déprotection en solution de 50 et 51 en présence de 100 équivalents de Me,NH.BH;
/ 0,2 équivalent de Pd[P(Ph)s;], / 90 minutes dans la NMP. Les pourcentages sont

calculés aprés intégration des pics HPLC a 214 nm.
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IV. 2. 2. 2. Modéle d'étude pour I'élimination de Aloc en milieu polaire: le

peptide résine 49

Comme peu de travaux ont été réalisés en milieu polaire avec des peptides
polaires déprotégés, nous avons entrepris une étude plus détaillée. Celle-ci a été
réalisée sur support solide avec le peptide résine 49  (Aloc-
PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-PAM-PEGA) dans la mesure ou les produits de la
réaction sont éliminés avec une trés grande facilité. Deux autres peptides résines 53 et
51’ compléteront I'étude [53 : Aloc-PGR(Pbf)A-Wang-PS (amine secondaire) et 51’ :
Aloc-APPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-PAM-PEGA (amine primaire)]. D’'un point de vue
pratique, aprés élimination de l'Aloc, la résine est rincée abondamment avec du
diéthyldithiocarbamate de sodium pour piéger le Pd[P(PHs)ls puis le peptide est
décroché de la matrice polymérique par un traitement basique a la soude 0,5M dans

DMF/ H0, puis caractérisé par HPLC et spectrométrie de masse MALDI.

Nous avons commencé par utiliser 6 équivalents de complexe diméthylamine
borane (conditions de Gomez-Martinez. 1999) (Figure 130). La déprotection de 'Aloc
est totale en 30 mn. En fonction du temps, le pic HPLC correspondant a l'allylamine 50’
disparait au bout de 330 minutes au profit de I'amine secondaire désirée 52 (H-
PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-OH)

50 50’ 52
L
52 592
N\
2 ‘/‘50
W T ' ) TR I T | e A AN VN e o
) Do % 5 B N 2 # % B
emps (mr) Temps (mn)
Temps (mn)
30 mn 90 mn 330 mn

Figure 130: Suivi HPLC de la déprotection de 50 par Pd(0) (0.2 eq) en présence de Me,NH.BH; (6 eq)
dans la NMP. Gradient :3-30% B en 30 mn

Si on représente le pourcentage des différents produits au cours du temps
(Figure 131), on constate que la formation d’allylamine est trés rapide dés le début de

la réaction et qu’aprés un plateau, une seconde réaction plus lente que la premiéere,
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permet d’obtenir 'amine dont le pourcentage augmente au fur et a mesure que le

pourcentage de I'allylamine correspondante diminue.

100 A N-Aloc~50
90

NH~52

% des différents composés

N-Allyl~50’

U ‘ U U U ‘ U U
0 50 100 150 200 250 300 350

temps (min)

Figure 131: Cinétique de déprotection de 50 [Aloc-PPAHGVTSAPDTRPAPGSA-OH] avec 0.2 eq de
Pd(0) et 6 eq de Me,NH.BH3

On peut alors se demander si une augmentation de la concentration en
Me>NH.BH3; au début de la réaction ne pourrait pas inhiber la formation d’allylamine. La

réaction a été suivie a t=10 mn (Figure 132).

Me,NH.BH; (eq) temps (mn) %H N~52 %N-Allyl~50’ /oN-Aloc~50
1 6 10 32 68 0
2 40 10 78 22 0
3 100 10 84 16 0

Figure 132: Déprotection de 49 a t=10 mn en fonction de la concentration en Me,NH.BH3 avec 0,2 eq de
Pd[P(Ph)s], dans la NMP puis coupure a la soude 0,1M. Le peptide 50 généré apres un
traitement a la soude 0,1M est anlysé par HPLC. Les pourcentages sont calculés apres

intégration des pics.

Effectivement le pourcentage d’allylamine formée diminue d’'une maniére
conséquente avec l'utilisation de 100 équivalents du complexe diméthylamine borane
mais la réaction n’est pas quantitative vraisemblablement due a une décarboxylation
extrémement rapide de I'anion carbamate. Normalement, l'utilisation de Me;NH.BH3 ne

nécessite pas I'emploi d’une source de H* pour piéger I'anion formé dans la mesure ou
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le cation Meo,NH.BH," va réagir pour former le carbamate du bore qui aprés hydrolyse

donne I'amine correspondante (Gomez-Martinez et al. 1999) (Figure 133).

- Pd(0)L
RRNCOZ\/\ (O)Ls

o A\ Me,NH.BH3 R'RN_._O + N
RRNCO, /I\"] — I BHNHMe, H(\ * POk,
Pd"

hydrolyse
AN |

RRNH + H3BO; + Me,NH

Figure 133: Mécanisme d’action du Me,NH.BH; sur I’Aloc

Dans la mesure ou I'on en augmentant la concentration en Me,NH.BHs, on ne
peut pas inhiber complétement la formation d’allylamine, peut-on accélérer son

élimination ?

Pour cela, on choisit de suivre la réaction a t= 90 minutes (Figure 134), temps ou
il N’y a plus de compétition entre la disparition du N-Aloc-50 et la formation de N-Allyl-
50'. Lorsque I'on augmente la concentration en diméthylamine borane le pourcentage
d’allylamine diminue. L’amine secondaire est obtenue quantitativement avec 100

équivalents de diméthylamine borane (entrée 3).

Me,NH.BH; (eq) temps (mn) %H N~52 %N-Allyl~50’ %N-Aloc~50
1 6 90 47 53 0
2 40 90 85 15 0
3 100 90 100 0 0

Figure 134: Déprotection de 49 a t= 90 mn en fonction de la concentration en Me,NH.BH3 avec 0,2 eq
de Pd[P(Ph);], dans la NMP puis coupure a la soude 0,1M. Le peptide 50 généré apres un
traitement a la soude 0,1M est anlysé par HPLC. Les pourcentages sont calculés apres

intégration des pics.

Cette réaction d’élimination de I'Aloc sur support solide a été adaptée en
solution mais elle est bien moins efficace (Figure 134). Il faut augmenter le temps d’un
facteur 4,5 environ (420 mn) pour aboutir a une déprotection totale. Ceci illustre ici le

réle joué par le support solide dans la cinétique de réaction. Le support solide peut
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jouer un réle important dans le succés de certaines réactions difficiles a réaliser en

solution en agissant essentiellement comme co-solvant (Gilbertson et al. 2004).

composé mode opératoire temps (mn) %H N~ Y%N-Allyl~ %N-Aloc~
50 solution 90 68 32 0
49 support solide 90 100 0 0

Figure 134: Déprotection de I'Aloc en solution (50) et sur support solide (49) avec 100 eq de

Me,NH.BH3, 0,2 eq de Pd[P(Phs)], dans la NMP.

Concernant la déprotection de N-allylamines, les travaux de Garro-Helion (1993)

et Lemaire-Audoire (1995) utilisent des pronucléophiles comme l'acide N-diméthyl

barbiturique (NDMBA) ou I'acide thiosalicylique (TSA), espéces capables de piéger le

carbocation allylique. Il y a déprotonation de NDMBA (Figure 135A) ou de TSA (Figure

135B) par I'azote de la N-allylamine qui devient alors suffisamment électrophile pour

réagir alors avec le Pd(0) et générer ainsi le complexe cationique rn-allylique palladié et

libérer 'amine. Il y a ensuite transfert du carbocation allylique a I'énolate de I'acide

barbiturique ou au thiolate de I'acide thiosalicylique lors de I'élimination réductrice du

palladium.

A Pd(PPhs); =— Pd(PPhs), + 2 PPhg

N O
a— b RHNT N
CH3
O
CH Pd(PPh3) ZHI:I/\/
)C A
R,NH

o o,

Chy” \H/\
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Figure 135: Déprotection d’allylamine en présence de NDMBA (A) et TSA (B)
A: d’apres Garro-Helion et al., 1993; B: d’aprés Lemaire-Audoire et al., 1995.

L’utilisation du pronucléophile NDMBA (6eq) avec Pd(PPhs)s dans la NMP,
pendant 10 minutes n’a eu aucune incidence sur la déprotection de I'Aloc. Aprés 90
minutes de réaction, seulement 9 % d’Aloc ont été éliminés. Une augmentation de la

concentration et du temps de réaction n’ont pas amélioré la déprotection.

Plus récemment, Tanaka et al (2006) ont mis au point un complexe catalytique a
base de ruthénium [CpRu-(IV)(n-CsHs)(2-quinolinecarboxylato)]PFs susceptible, en
présence d’acide trifluorométhanesulfonique, de déprotéger un N-allyloxycarbonyl-(S)-
proline tert-butyl ester sans formation d’allylamine. lls ont ajouté dans le milieu
réactionnel un acide qui réagit avec I'amine déprotégée inhibant ainsi la basicité de cet

amidure.

Le mécanisme d’action de Me;NH.BH;3 lors de la déprotection d’'un Aloc par
Pd(0) (Figure 133) fait apparaitre H3BOs3 issu de la dégradation du nucléophile. Ce
composé pourrait étre une source potentielle de H® nécessaire au processus de

transformation de I'allylamine en amine correspondante.

-127 -



Afin de vérifier cette hypothése, nous nous sommes mis dans les conditions les plus

pénalisantes correspondant au pourcentage d’allylamine le plus important (Figure 136:

entrée 1).
Me;NH.BH; [eq] / Pd(0) [eq] | temps (mn) |  temps additionnel avec HBO %HN~52 | %N-Allyi~51'| %N-Aloc~50
6/0,2 30 / LY 68 0
6/0,2 90 / 47 53 0
3 6/0,2 30 60 100 0 0

Figure 136 : Incidence de I'acide borique sur la déprotection de 49

Au bout de trente minutes de réaction, I'ajout de 6 équivalents d’acide borique
pendant 60 minutes supplémentaires permet d’obtenir 100 % de I'amine souhaitée

(entrée 3) sans observer d’allylamine (entrée 2).

La stabilité du complexe de diméthylamine borane et son implication directe
dans le processus de transformation de l'allylamine en amine a été abordée par des
expériences faisant varier la température. Nous avons pris comme référence
'expérience de déprotection avec 40 équivalents de diméthylamine borane, 0,2

équivalent de Pd(PPhs)s4 pendant 90 minutes dans la NMP (figure 137, entrée 1).

Température (°C) temps (mn) %HN~52 %N-Allyl~50' %N-Aloc~50
1 22 90 85 15 0
2 37 90 78 0 22
3 4 90 58 42 0

Figure 137: Déprotection de 49 en fonction de la température avec Pd(PPh;), (0.2 eq) en présence de
Me,NH.BHj; (40 eq) dans la NMP. Gradient :3-30% B en 30 mn.

A 37°C (entrée 2), la déprotection de I'Aloc est moins efficace qu’a température
ambiante (entrée 1) mais il n'y a plus de réaction parasite tandis qu'a +4°C, la
déprotection de I'Aloc est aussi efficace qu’a température ambiante mais la réaction
parasite est importante (entrée 3). Ces résultats suggerent qu’a +37°C, la dissociation
de la paire d’ions serait plus lente puisqu’il reste du produit de départ et que
parallélement, une dissociation et une dégradation rapide du complexe Me,NH.BH3
libérerait plus facilement les hydrures (H") et la source de protons (H") nécessaire a la
transformation de I'allylamine. Par contre, a +4°C, une dissociation rapide de la paire

d’ions dont la proximité du carbocation allylique avec I'amidure du peptide résine 50’
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favoriserait la formation d’allylamine. Parallélement, une dissociation et une
dégradation lente du complexe Me,NH.BHj3 libérerait moins d’hydrures (H) et de
protons (H*) dans le milieu réduisant alors leur efficacité sur le pourcentage

d’allylamine obtenu (42%).
Le parameétre température ne nous a pas permis d’obtenir de meilleurs résultats
qu’'a température ambiante mais il aura tenté d’apporter une explication de I'activité

synergique du complexe de diméthylamine borane.

IV. 2. 2. 3. Modéle d'étude pour I'élimination de Aloc en milieu polaire: le

peptide résine 53

Cette étude menée sur un peptide déprotége et fixé sur une résine polaire a été
étendue a un N-Aloc-d’amine secondaire de peptide protégé et fixé sur une résine
apolaire [Aloc-PGR(Pbf)A-Wang-PS 53] et un autre nucléophile couramment utilisé

dans des conditions neutres : PhSiH; dans CH2Cl, (Figure 138).

Solvant temps (min) | temps suppl (%)
HCI N-Aloc 53 NH -53 N-Allyl 53
1 CHCl, 90 / 24 57 19
2 CH,Cl, 120 / 0 65 35
3 CH.Cl, 300 / 0 100 0
4 NMP 90 / 65 30 5
5 NMP 300 / 14 58 28
6 NMP 600 / 0 55 45
7 NMP 1200 / 0 53 47
8 NMP 300 300 10 70 20
9 NMP 600 600 0 100 0

Figure 138: Déprotection de 53 avec Pd(PPh;3), (0.2 eq) en présence de PhSiH; (60 eq) dans différentes

conditions en fonction du temps. Gradient : 3-30% B en 30 mn.

On constate encore la présence d’allylamine mais en fonction du temps, elle
disparait au profit de 'amine attendue (Figure 138 : entrées 1 a 3). On peut penser que
des traces d’acide chloryhdrique (HCI) présent dans le dichlorométhane (Llyod-
Williams et al. 1991), peuvent étre une autre source potentielle de H* pour une

éventuelle déallylation d’amine. Cette hypothése a pu étre étayée en utilisant dans les
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mémes conditions la NMP comme solvant (entrées 4 a 7). La conversion d’allylamine
en amine correspondante ne se produit pas malgré un temps de réaction plus long
(entrées 6 et 7). Si on ajoute 2 équivalents d’HCI anhydre dans la NMP, on obtient le
résultat escompté. Notons que la réaction est plus longue dans la NMP (entrée 6)
comparée au DCM (entrée 2) probablement due a une moins bonne solvatation de 53
ou une cinétique du cycle catalytique du Pd(0) moins rapide dans la NMP. Ces
résultats ont fait I'objet d’'une publication dans Tetrahedron Letters (Annexe 2:
Decostaire et al. 2007).

Conclusion

En résumé, a un temps de réaction ou il y a compétition entre I'élimination de
'Aloc et la formation d’allylamine, 'augmentation de la concentration en complexe
diméthylamine borane va entrainer une présence plus importante d’hydrures (H’) qui
vont piéger efficacement le carbocation allylique comparé a I'amidure de I'amine
secondaire. La diminution du pourcentage d’allylamine est significative mais pas
quantitative ; I'effet de proximité du carbocation allylique est certainement a prendre en

considération.

En revanche, a un temps ou il n'y a plus de compétition entre les deux réactions,
la N-déallylation va pouvoir vraisemblablement étre accélérée dans la mesure ou
'augmentation de la concentration en diméthylamine borane va induire une libération
plus importante d’un de ses produits de dégradation en I'occurrence 'acide borique qui
peut étre une source de protons (H") indispensable au processus de transformation

d’une allylamine en amine (Figure 139).
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Figure 139: Activité synergique du complexe de diméthylamine borane

V. 2. 3. Synthese du composé PADRE-MUC,-NH-CH,-CHO 7

La séquence du PADRE (aKXVAAWTLKAa), peptide trés hydrophobe est une
« séquence difficile », phénomene décrit par Kent comme le probléme le plus sérieux
de la SPPS. Une méthodologie développée au laboratoire (Cremer, Hanane et al.
2006) montre qu’on améliore significativement le rendement d’élongation en combinant
I'utilisation de la pseudoproline Fmoc-Trp(Boc)-Thr(WM*Me pro)-oH (Figure 140) et une
résine polaire (résine PEGA). La pseudo-proline a pour role de protéger I'amide en
formant une oxazolidine stable au cours de I'élongation Fmoc/tBu et de diminuer les
capacités du peptide a former des structures secondaires en feuillet B stabilisés par
des liaisons hydrogéne. La thréonine sera régénérée en fin de synthése lors du

traitement au TFA.

Fmoc-Trp(Boc)-Thr(wM® ™ pro)-OH

Boc—N

= %/O
N
FmocNH

o COOH

Figure 140: Pseudo-proline Fmoc-Trp(Boc)-Thr(¥"® ™, pro)-OH
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Apreés élongation en stratégie Fmoc/tBu a partir de H-Ala-PAM-PEGA, un
protocole identique a celui décrit pour le peptide aldéhyde 5 a permis d’obtenir le
composé attendu 7 caractérisé par HPLC et spectrométrie de masse MALDI avec un

rendement d’environ 50 % (Figure 140bis).

Aa21l4 nm

-

)

0 10 20 30 40 50

temps (mn)

Figure 140bis: Obtention du composé 7:PADRE-MUC,-NH-CH,-CHO
gradient : 10-41% B en 50 mn
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IV.2.4. Synthése de 1’

5 Aloc-Aoa -NH-CH2-CHO + H-Aoa-HMPA-PEGA 6’

AcONa 0,1M, pH =3,6

AIoc-Aoa -HMPA-PEGA 56’

NDMBA / Pd[P(Ph),], / NMP

3 H—-NH—CHZ—CHO + H—Aoa -HMPA-PEGA 57

AcONa 0,1M, pH = 3,6

=| MUC,

TFA

r H~‘ MUC, |=| MUC, :‘ MUC, (-oH

Figure 141: Synthése de la molécule 1’

H-[ MUC,

#MUCJ-HMPA-PEGA

Premiére ligation

La ligation a lieu dans un tampon acétate 0,1M de pH = 3,6 avec 1,1 eq de 5 et
1 eq de 6 pour accélérer la réaction et minimiser une éventuelle réaction de
transoximation. Au cours de la réaction, un aliquote du surnageant (50ul) est
réguliéerement prélevé et analysé par HPLC pour suivre la disparition de Aloc-Aoa-
MUC,-NH-CH,-CHO. Aprés 3h30, la concentration de 5 ne diminue plus (Figure 142).

Notons qu’a pH=4,6, la réaction durait 5 heures.
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Figure 142: Suivi de la consommation du fragment 5 au cours de la premiére ligation oxime en fonction
du temps

Le peptide-résine 56 (Aloc-Aoa-MUC,=MUC,-HMPA-PEGA) est formé avec un
rendement de l'ordre de 92%. La coupure d’un aliquote du peptide de son support par
le TFA selon la procédure générale (composé 55) permet de veérifier la qualité du
produit dont la masse est confirmée par MALDI (Figure 143). Le composé 5 (0,1 éq)
est récupéré dans le tampon et il pourra de nouveau étre utilisé aprés vérification pour

une ligation ultérieure.

55

Aaz2ldnm

N

r u T T T T T 1
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Figure 143: Obtention du composé 55: Aloc-Aoa-MUC,=MUC,-OH
gradient : 10-41% B en 50 mn
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Elimination de I’Aloc

Les résultats concernant I'optimisation de la déprotection d’'un Aloc sur le peptide
modéle 22 pour obtenir le peptide modele 9 nous ont amené a utiliser 3 équivalents de
Me;NH.BH;, 0,2 équivalent de Pd(0) pendant 10 minutes dans la NMP. A notre
surprise, la déprotection ne s’est réalisée, qu'a 20% seulement. Plusieurs tentatives ont
donné les mémes résultats et une nouvelle étude a due étre nécessaire avec le
peptide-résine 14 (Aloc-Aoa-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-PAM-PEGA) (Figure 144).
Aprés déprotection des chaines latérales par TFA/TIS/H,O (95/2,5/2,5) pendant deux
heures, I'élimination de I'Aloc est entreprise. Une coupure a soude 0,1M selon la

procédure générale puis une analyse HPLC permet d’analyser les résultats.

Solvant Nucléophile Pd(0) [eq] Temps (mn)| % H,N~ | % Aloc-Aoa~ | % HO~

1 DMF distillé PhSiH; (50 eq) 0,2 30 56 0 44
2 NMP classique | Me,NH.BH; (6 eq) 0,2 30 88 0 12
3 NMP classique | Me,NH.BH; (6 eq) 0,2 15 44 54

4 NMP anhydre | Me,NH.BH; (6 eq) 0,2 15 80 14

5 NMP anhydre | Me,NH.BH; (6 eq) 2 15 86 0 14
6 NMP anhydre | Me,NH.BH; (3 eq) 2 15 90 0 10
7 NMP anhydre | Me,;NH.BH;(1,5 eq) 2 15 92 0 8
8 NMP anhydre NDMBA (6 eq) 2 30 100 0 0

Figure 144 : Optimisation des conditions de déprotection de Aloc-Aoa-MUC.-PAM-PEGA 14.

Dans les conditions classiques (Figure 144:entrées 1 et 2), la déprotection de
I'Aloc est effective mais elle s’accompagne d’une réaction d’acidolyse réductrice (44%
pour I'entrée 1 et 12% pour I'entrée 2). En diminuant le temps d’analyse de la réaction
(entrée 3), la déprotection est incompléte. Le recours a la NMP anhydre (entrée 4) et
'augmentation de la quantité de Pd(0) (entrée 5) permet de diviser le temps de réaction
de moitié (par rapport a l'entrée 2). La diminution du nombre d’équivalents de
Me,NH.BH; (entrées 6 et 7) ne nous a pas permis d’éliminer la réaction parasite. La
fonction aminooxy étant extrémement sensible en milieu acide réducteur, un nouveau
protocole avec de la NMP anhydre et du NDMBA comme pronucléophile non réducteur

(entrée 8) nous a permis d’atteindre notre objectif.
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Ces conditions, proches de celles développées par Tsukamoto et al. (2003), générent
une déprotection compléte de I'’Aoa sans acidolyse réductrice. Elles ont été appliquées
a la déprotection de 56’. La figure 89 montrant le composé H-Aoa-MUC,=MUCy-OH 57
est obtenue apres élimination de I'Aloc et coupure d’un aliquote de la résine 57°. A ce
stade, la méthode générale de coupure d’un aliquote de peptide de la résine au TFA
contenant 2,5% de TIS ne peut étre utilisée. En effet, lorsque I'Aoa est libéré, la
présence du TIS occasionne une réduction de la liaison -HN-O a hauteur de 15%. Par
conséquent, une coupure par TFA/H,O (95/5) permet de pallier cet inconvénient et

d’obtenir un rendement de déprotection quantitatif (Figure 145).

A a214 nm

I

0 5 10 15 20 25 30
temps (min)

Figure 145: H-Aoa-MUC,=MUC,-0H avec 6 eq de NDMBA / 2 eq de Pd[P(Ph)s], / NMP anhydre / 30
minutes. Gradient : 10-41% B en 50 mn

Deuxiéme ligation

Cette 2°M® ligation oxime sur support solide est effectuée dans les mémes
conditions que la premiére. Dans un tampon acétate 0,1M de pH = 3,6, on utilise 1,1 eq
de 3 (H-MUC,-NH-CH»-CHO) en présence de 1 eq de 57’ (H-Aoa-MUC,=MUC,-HMPA-
PEGA). Pour suivre la cinétique de la réaction, un aliquote du surnageant de réaction
est régulierement prélevé et analysé par HPLC pour suivre la disparition de H-MUC;-

NH-CH,-CHO. Aprés 3h30 de réaction, la concentration ne diminue plus (Figure 146).
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Figure 146: Suivi de la consommation du fragment 3 au cours de la seconde ligation oxime en fonction du
temps

La coupure du peptide 1’ de son support par TFA selon la procédure générale
puis une caractérisation par HPLC (Figure 147) et spectrométrie de masse MALDI

permet d’obtenir le produit désiré avec un rendement de 52 %.

A a2l4 nm

temps (min)

Figures 147: Chromatogramme du composé MUC,=MUC,=MUC,-0H ; Gradient : 10-41%de B en 50 min
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IV. 2. 4. Synthése de 2’

5 Aloc-Aoa -NH-CH2-CHO + H-Aoa-HMPA-PEGA 6’

\ AcONa 0,1M, pH = 3,6

AIoc-Aoa —HMPA—PEGA 56’

NDMBA / Pd[P(Ph),], / NMP

v

7 |PADREMUC, |-NH-CH,-CHO + H-Aoa-HMPA-PEGA 57

AcONa 0,1M, pH =3,6

v

[ PADREMUC, J:[ MUCaH MUCbJ-HMPA-PEGA

\ TFA

2' | PADREMUC, =' MUCEH MUC, [-OH

Figure 148: Synthése de la molécule 2’

La premiére ligation puis I'élimination de I'Aloc conduisant au composé 57’ s’effectue
exactement de la méme maniére que pour 1’. La 2°™ ligation oxime sur support solide
est effectuée dans les mémes conditions que la premiére. Dans un tampon acétate
0,1M de pH = 3,6, on utilise 1,1 eq de 7 (PADREMUC;-NH-CH>-CHO) en présence de
1 eq de 57’ (H-Aoa-MUC,=MUC,-HMPA-PEGA). Pour suivre la cinétique de la réaction,
un aliquote du surnageant de réaction est régulierement prélevé et analysé par HPLC
pour suivre la disparition de PADREMUC,-NH-CH,-CHO. Aprés 3h30 de réaction, la
concentration ne diminue plus La coupure du peptide 2’ de son support par TFA selon
la procédure générale puis une caractérisation par HPLC (Figure 149) et spectrométrie

de masse MALDI permet d’obtenir le produit désiré avec un rendement de 33 %.
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Figure 148: Chromatogramme HPLC du composé PADREMUC,=MUC,=MUC,-0H ; Gradient : 10-41%de
B en 50 min

Conclusion générale

Du fait de la répétitivité de la séquence peptidique MUC1 et de lintérét
immunologique (résistance aux protéases) d’introduire des motifs chimiques « non »
naturels dans les molécules visées, une stratégie de synthése faisant intervenir la

ligation chimique sur support solide a été élaborée au laboratoire.

Plusieurs unités répétitives MUC1 a partir de trois fragments déprotégés ont été
couplées par ligation oxime dans le sens C vers N-terminal. La stratégie de synthése
repose sur une approche convergente basée sur la condensation par liaison oxime qui
résulte d'une addition d'un aminooxy (Aoa) sur un aldéhyde. Un synthon
hétérobifonctionnel, aldéhyde en C-terminal et aminooxy protégé en N-terminal, a été
synthétisé et condensé sur un peptide nu fixé sur un polymére. Aprés ligation, le
synthon bifonctionnel fixé sur la résine doit étre déprotégé avant I'étape de ligation
suivante. Le choix du groupement protecteur est donc crucial. Nous avons opté pour
I'Aloc (allyloxycarbonyle) et avons montré que sa déprotection est compatible avec la

présence de liaison oxime.

Des conditions expérimentales permettant d’avoir accés directement au premier
segment déprotégé sur le support solide ont été obtenues. Nous nous sommes orientés
vers une stratégie Fmoc / Mmt / Trt qui a nécessitée un examen appronfondi de la
stabilité en milieu acide des différents groupes protecteurs des chaines latérales des
acides aminés constitutifs ainsi que les différents bras de type Wang. En outre la résine
polaire PEGA a été choisie car elle autorise les réactions en milieux aqueux et elle est

compatible avec la liaison oxime.
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Une mise au point des conditions de couplage de I'Aloc-Aoa-OH sur le peptide-résine
modéle a due étre nécessaire pour éliminer la réaction parasite d'overacylation. De
plus, une étude méthodologique a été réalisée pour déterminer les meilleures

conditions de déprotection de I'Aloc protégeant un Aoa sur résine en milieu polaire.

Le fragment médian contient, d’'une part, une fonction aldéhyde en position C-
terminale obtenue par une méthodologie développée au laboratoire et d’autre part, un

aminooxy en N terminal protégé par un groupement (Aloc).

Lors de I'élaboration du synthon N-terminal 3, le choix de '’Aloc comme groupe
protecteur orthogonal du N* de la Proline située en position N-terminale a permis
d’éliminer une réaction secondaire, séquence dépendante, aboutissant a la perte du
dipeptide N terminal (Pro-Pro) par formation de dicétopipérazine lors de I'obtention de la
fonction aldéhyde masquée sur la partie C-terminale. Néanmoins, une amine
secondaire N”, plus nucléophile qu’'une amine primaire N*, est sensible a la réaction
d’alkylation allylique observée durant la déprotection de l'allylcarbamate et conduit a la
formation non désirée d’allylamine. Une étude menée au laboratoire sur [l'effet
synergique de Me;NH.BH3, composé pouvant étre donneur d’hydrure et de proton, a

permis de résoudre le probleme.

En dépit des problemes rencontrés avec 'arginine doublement protégés par un
Aloc sur le guanidinium et la formation d’aspartimide lors de la synthése de MUC, sur
support solide, deux longs peptides « polyoxime » ont été obtenus avec une grande
pureté et un rendement trés satisfaisant. Des essais sont en cours pour augmenter le
nombre de fragments médians et de liaisons oxime. La finalité de ce travail devrait

aboutir a une publication.
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V. GLYCOSYLATION

INTRODUCTION

Les résultats immunologiques disponibles obtenus avec MUC1 suggérent que le
nombre et 'emplacement des sites O-glycosylés sont des parameétres cruciaux pour
'amplitude et la qualité de la réponse immune mais aussi pour la reconnaissance

sélective des cellules tumorales humaines par les anticorps produits.

Cependant, les difficultés rencontrées pour la synthése de glycopeptides sont
d’'une part la stéréosélectivité des liaisons O-glycosidiques formées et d’autre part la
polyfonctionnalité des peptides combinées a celle des entités saccharidiques qui
nécessite I'emploi d’'une large gamme de groupes protecteurs. Malgré de nombreux
progres faits dans ce domaine, la synthése de tels glycopeptides a une échelle
supérieure a 1 mmole reste difficile, I'étape limitante étant la préparation de l'acide
aminé glycosylé correctement protégé. L'approche enzymatique consistant a glycosyler
par réaction enzymatique un peptide déja formé est une alternative qui permet de

s’affranchir de ces difficultés (Gilsen et al. 1996).

VI. 1. Les différentes enzymes utilisées pour la glycosylation

Il existe deux types d’enzymes pouvant étre utilisées pour la synthése de

glycopeptides: les glycosidases et les glycosyltransférases.

Les glycosydases

In vivo, les glycosidases hydrolysent les liaisons glycosidiques. Sous certaines
conditions, elles peuvent étre utilisées pour catalyser la formation d’une liaison O-
glycosidique. |l suffit d’introduire dans le milieu un accepteur de glycosyle nucléophile
pour qu’il vienne piéger I'espéce intermédiaire avant que celle-ci ne soit hydrolysée par
'eau. Les donneurs de glycosyle pour une telle transglycosylation sont des di- ou oligo-

saccharides, des aryles de glycoside ou des fluorures de glycoside (Figure 149).
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Figure 149: Synthese d’une liaison O-glycosidique avec le galactose par une galactosidase (d’aprés
Gilsen et al)

Les glycosyltransférases

Les glycosyltransférases sont utilisées in vivo pour la biosynthése des
oligosaccharides. Il existe deux types de glycosyltransférases: les glycosyltransférases
de type Leloir utilisent comme substrats donneurs de glycosyle des monosaccharides
préalablement activés sous forme d’ester de nucléoside mono- ou di-phosphate, les

autres utilisent des glycosyles phosphates.

Les glycosyltransferases de type Leloir sont responsables de la biosynthése de
la plupart des N- et O-glycoprotéines chez les mammiferes. Du fait de leur haute
sélectivité en terme de régio- et stéréo-chimie, leur utilisation en synthése chimique est
prometteuse. In vivo, la premiere étape de la glycosylation enzymatique commence par
'activation des monosaccharides sous forme de nucléosides mono-ou diphosphate
(Figure 150) qui sont les substrats donneurs de glycosyle utilisés par les

glycosyltransférases.
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Figure 150: Donneurs de glycosyle utilisés pour la biosynthése des oligosaccharides et glycoprotéines

Lors de la réaction de glycosylation, le glycosyle est transféré du substrat donneur au
substrat accepteur avec libération du nucléoside phosphate (Figure 151). Les substrats
précédemment décrits peuvent étre utilisés par plusieurs enzymes. Les
glycosyltransférases ont chacune leur spécificité vis a vis du substrat donneur, de la

structure du substrat accepteur et de la position a glycosyler.

UDP-D-Glucose + OH-Accepteur Clycosyltransférase » Glucose-O-Accepteur + UDP

Figure 151: Réaction de O-glycosylation enzymatique
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V. 2. Exemples de glycosylation enzymatique

Récemment, la synthése enzymatique in vitro de I'oligosaccharide sialyl-Lewis X
sur un peptide correspondant a une portion de la séquence répétitive MUC1 a été
réalisée en solution (Figure 152) (Gallego et al. 2003). Lors de cette synthése, les
monomeres saccharidiques sont couplés les uns aprés les autres. A chaque étape, le
peptide/glycopeptide est incubé avec la glycosyltransférase et le donneur de glycosyle
adéquat dans un tampon dont le pH est ajusté en fonction de 'enzyme. Le glycopeptide
est ensuite purifié avant d’étre de nouveau glycosylé.

Un paramétre important est I'élimination des nucléosides mono- ou di-phosphate
générés lors des réactions de glycosylation qui sont en fait des inhibiteurs de la
réaction. Ceux-ci sont donc hydrolysés au fur et a mesure de leur production par la
CIAP (Calf Intestine Alkaline Phosphatase) ajoutée dans le milieu. On peut noter
également l'utilisation d’une galactosidase a la place d’'une B-1,3-galactosyltransférase
non commerciale pour la fixation du deuxiéme monomere.

Cet exemple Iillustre parfaitement le potentiel qu'offre la glycosylation
enzymatique. Cependant, dans la plupart des cas, il est difficile de glycosyler de fagon
homogene un peptide nu. La majorité des synthéses enzymatiques de glycopeptides
consiste donc a réaliser par voie enzymatique I'élongation de la chaine saccharidique
d’'un glycopeptide possédant déja un résidu a-GalNAc, ce glycopeptide pouvant étre
synthétisé sur support solide. Cette approche avait déja été utilisée par Leppanen et
ses collaborateurs (1999) pour la syntheése d'un glycopeptide correspondant a la « P-
selectin-glycoprotein ligand-1 » (PSGL-1) et portant un groupement sialyl-LewisX. A
partir du peptide glycosylé avec le résidu a-GalNAc, la synthése enzymatique du sialyl-
Lewis X a été réalisée selon la méme séquence que celle décrite dans I'exemple ci-
dessus. La glycosylation enzymatique est particulierement intéressante pour la

synthése de glycopeptides sialylés, difficile a préparer par voie chimique.
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Figure 152: Synthese d’un glycopeptide sialyl-Lewis X par glycosylation enzymatique (Gallego et al)

V.3. Etude de la glycosylation

Pour la synthése enzymatique de nos polymeres linéaires glycopeptidiques,

plusieurs possibilités sont envisageables. L’installation de I'unité saccharidique peut se

faire soit directement sur le peptide encore fixé sur la résine hydrophile utilisée, et alors

le décrochage chimique entre le peptide et la résine doit étre compatible avec la

présence d’aGalNAc sur la chaine peptidique, soit la fixation de GalNAc par le biais I'a-

GalNAc transférase T1 (E.C.2.4.1.41) peut se faire sur le peptide libéré de la résine,

avant ou aprés I'oligomérisation via une liaison oxime.

Nous avons opté pour la deuxiéme solution et aprés oligomérisation afin de

tester la contribution de la liaison oxime lors de la glycosylation enzymatique. Pour cela,
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j'ai entrepris une étude préliminaire en collaboration avec Véronique et Friedrich Piller
(équipe de biologie cellulaire et moléculaire de la glycosylation, CBM). Un axe de leur
recherche concerne I'étude de la relation structure/fonction d’'une enzyme de la famille
des polypeptides alpha GalNAc transférases impliquées dans la premiére étape de la
O-glycosylation de type mucine. lls ont synthétisé un analogue de I'UDP-GalNAc
permettant un transfert de ce sucre spécifiquement sur une thréonine et de réaliser
ainsi une investigation du site actif de ce type d’enzymes (Bourgeaux et al. 2005 ;
Bourgeaux et al. 2007) (Figure 153).

UDP-GalNAc + Thréonine _Glycosyltransférase |~ iNAc-O-Thr + UDP

Figure 153: Transfert de GalNAc sur une thréonine parla T1

L’enzyme a-GalNAc transférase T1 (E.C.2.4.1.41) d’origine bovine a été clonée
et exprimée sous forme secrétée hautement active dans un systéme d’expression
eucaryote de cellules d’insectes en culture infectées par des baculovirus recombinants.
Dans ce systeme d’expression performant, plusieurs milligrammes d’enzyme ont été
produits, avec une activité spécifique de transfert d'une umole de GalNAc par min et par
mg de protéine, en prenant pour accepteur un peptide de synthése de type MUC.
L’enzyme est stable et il en faut 2 ug pour glycosyler complétement en 24 h une ymole

de peptide de synthése (résultats non publiés).

Le protocole expérimental est le suivant (Figure 154):

UDP-GalNAc* : nucléotide-ose
SUBSTRAT DONNEUR

X-OH :MUC2(oxime)
SUBSTRAT ACCEPTEUR

ENZYME : a - GalNAc transférase
[T1 (E.C.2.4.1.41)]

M glycopeptide comptage dela

radiomarqué *  radioactivité

Figure 154: Principe de glycosylation enzymatique sur MUC2(oxime)
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La caractérisation a été réalisée a l'aide de nucléotide-sucres radioactifs,
présentant une faible activité spécifique (environ 1000 cpm / nmole de GalNAc), ce qui
permet de déterminer avec précision le taux de substitution des thréonines et des
sérines. Le degré d’hétérogénéite a été déterminé par HPLC analytique, et par
spectrométrie de masse. Les différentes glycoformes peuvent étre aisément séparées
par chromatographie d’affinité sur colonnes de lectines immobilisées (Piller et al. 1986).
La position exacte d’incorporation de GalNAc sur les thréonines et sérines
potentiellement glycosylables de [l'unité répétitive de MUC1 a été déterminée

uniquement par microséquengage-d'Edman.

V. 3. 1. Détermination du nombre de sucre incorporé sur les monomeéres

Dans un premier temps, une étude a été réalisée pour déterminer le nombre de
sucre incorporé sur MUC1 en fonction de la substitution en C-terminal. Pour des soucis
de clarté nous appellerons dans cette étude MUC1 en spécifiant sa partie C-terminale.

Cing sites potentiels de glycosylation apparaissent sur la séquence MUC1(COOH)

(Figure 155). 7 19
GalNAcx 2 GalNAG* ?
PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA
12
GalNAc+ ?

Figure 155: Sites potentiels de glycosylation sur la séquence MUC1(COOH)

L’analyse du produit glycosylé effectuée par spectrométrie de masse et par une
dégradation d'Edman MUC1 a permis de localiser la glycosylation au niveau de la

thréonine située en position 7 (Figure 156).

PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-COOH

Figure 156: Localisation de la glycosylation sur la séquence MUC1(COOH)
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La non glycosylation des thréonines 12 et 19 serait due a la présence d'un résidu
adjacent chargé et serait en accord avec les résultats décrits dans la littérature. En effet
la thréonine 12 est située au niveau du déterminant DTR et les deux résidus adjacents
sont chargés. La thréonine 19 est a proximité de la charge du carboxylate de I'alanine
adjacente. Pour vérifier 'hypothése sur la thréonine 19, nous avons synthétisé MUC1
sur une résine Rink afin d’obtenir un peptide possédant une extrémité amide en C-
terminal [MUC1(CONH,)]. Les analyses similaires a celles utilisées pour MUC1(COOH)

mentionnent 75% de produit diglycosylés et 25% de produit monoglycosylé (Figure

157).

PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-CONH,

Figure 157: Localisation de la glycosylation sur la séquence MUC1(CONH,)

Au regard du résultat obtenu, on confirme I'importance d’'une charge située a proximité
du site de fixation de I'enzyme et qu’il y a une absence de glycosylation lorsque la
Thréonine :

- est adjacente a un résidu chargé comme c’est le cas pour le déterminant DTR

- se situe a proximité de la partie C-terminale du peptide

Notre stratégie envisage notamment la glycosylation du fragment médian. Nous
avons réalisé les mémes expériences avec MUC1 possédant un acétal et noté
MUC1[NH-CH,-CH(OMe),]. Le résultat obtenu est similaire 8 MUC1(CONH,) avec 70%
de produit diglycosylés et 30% de produit monoglycosylé.
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V. 3. 2. Influence d'une liaison oxime au niveau du squelette peptidique

Dans un deuxiéme temps, nous avons réalisé une étude avec des diméres
composés de 2 séquences MUC1. Deux diméres ont été préparés et caractérisés:
MUC2(oxime) ou les 2 copies de l'unité répétitive de MUC1 sont reliées par une liaison
oxime via un monomeére aldéhyde et un aminoxy-monomére. Un autre dimeére,
MUCZ2(cystéine), a été réalisé par oxydation de 2 unités répétitives de MUC1 possédant
une cystéine en position N terminale et conduisant a un pont disulfure. Ces deux
analogues ont été alors comparés au dimére naturel MUC2(amide) obtenue par
synthése récurrente sur support solide. Le transfert d'unités GalNac sur les thréonines
du dimére natif MUC2(amide) et des dimeres modifies, MUCZ2(oxime) et

MUC2(cystéine), a été catalysé par I'a-GalNAc transférase T1 (E.C.2.4.1.41)

Le transfert d’'une N-acétyl D-galactosamine (GalNAc) est mesuré par
radioactivité. Les constantes michaeliennes, Km et Vmax montrent que les produits
synthétisés malgré un Km nettement supérieur pour les diméres MUC2(oxime) et

MUCZ2(cystéine) sont de bons substrats accepteurs (Figure 158).

COMPOSES [C] en mg/ml Km V max en mmol/h
MUC1(COOH) 0,125 66uM 1,1
MUC2(amide) 0,125 66uM eq MUC1(COOH) 1,1
MUC2(cystéine) 1 528uM eq MUC1(COOH) 3
MUC2(oxime) 0,5 264puM eq MUC1(COOH) 3

Figure 158: Km et Vmax en fonction des concentrations
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Si on compare le dimére natif MUC2(amide) au dimére MUC2(oxime) dans
les méme conditions [C=0,5mg/ml ; Km=250 uM ; Vmax=2 nmol/h], le résultat est trés

comparable et |a liaison oxime permet toujours la glycosylation (Figure 159).

n
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157 * MUC2(amide)
= MUC2(oxime)

on

1N [nmol/h]
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2 0 2 4 6
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Figure 159: comparaison entre MUC2(amide) et MUC2(oxime)

Les caractérisations par LC-MS et par dégradation d’Edman des trois diméres
indiquent un nombre de glycosylation égal a trois pour le dimére naturel MUC2(amide)
et de deux pour le dimére MUC2(cystéine). Pour le dimére MUC2(oxime), la proportion

serait comprise entre deux et trois sites glycosylés (Figure 160).

D’aprés les résultats obtenus sur le monomére MUC1 et les hypothéses
émises, le nombre de sucre incorporés sur chaque dimére, et en raison de la spécificité
de la glycosylation enzymatique de la thréonine avec cette a-GalNAc transférase, on

suppose que les sucres se sont fixés sur les thréonines mentionnées Figure 160.

e =

PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-CO-N-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA

Glycosylation potentielle en position 7, 19 et 27 de MUC2(amide)

MUC2(amide) glycosylé Pourcentage (%)
mono 4
di 18
tri 78

- 150 -



H,N-CH-NH-PAHGVTSAPDTRPAPGSTA
CH,

CH, -
H,N-CH-NH-PAHGVTSAPDTRPAPGSTA

Glycosylation potentielle en position 7 de chaque monomere de MUC2(cystéine)

MUC2(cystéine) glycosylé Pourcentage (%)
mono 2
di 98

® = =

PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-HN-CH,-CH=N- O-CH,-CO-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA

Glycosylation potentielle en position 7, 19 et 27 de MUC2(oxime)

MUC2(oxime) glycosylé Pourcentage (%)
mono 7
di 36
tri 57

Figure 160: Représentation des différents diméres glycosylés

Revenons sur le dimére MUC2(oxime). Une estimation du pourcentage de
glycosylation par ES-MS en comparant la somme des intensités des pics des ions
multichargés correspondant a chaque espéce nous indique une proportion de 40% du

compose di-glycosylés et 60% de tri-glycosylés (Figure 161).
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Figure 161: Spectre de masse du composé MUC2(oxime) glycosylé

Il est tentant de penser que la configuration cis ou trans de la liaison oxime qui perturbe
partiellement I'accessibilité de la thréonine située a proximité. L’analyse par résonance
magnétique nucléaire nous a permis de déterminer et de quantifier les deux
configurations présentes a hauteur de 38 % pour la forme cis et de 62 % pour la forme
trans. Par conséquent, au regard du pourcentage du dimére MUC2(oxime) di-glycosylé
et tri-glycosylé, on peut penser que la forme cis serait di-glycosylée et que la forme
trans serait tri-glycosylée. Ce résultat serait en accord avec les informations connues au
sujet de [laffinité de cette enzyme T1 transférase pour les formes étendues

(Vanderesse et al. 2003 : forme frans étendue et forme cis a structure f turn like).

Conclusion de I'étude sur la glycosylation :

Les résultats obtenus confirment que la glycosyltransférase T1 ne glycosyle pas
lorsque la thréonine est insérée entre deux résidus chargés négativement et lorsque
gu’elle se trouve a proximité de la partie terminale chargée du peptide. De plus, un
facteur topologique pourrait expliquer I'absence de glycosylation. La modification du
squelette peptidique par une liaison oxime permet toujours mais dans une moindre

proportion une glycosylation enzymatique.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

L’'objectif général de ce projet est I'obtention de candidats vaccins a base de
glycopeptides ciblant les adénocarcinomes humains surexprimant des formes
incomplétement glycosylées de la protéine transmembranaire MUC1 (cancer du sein,
du poumon, du pancreas, de l'ovaire). Le choix du modéle MUC1 nous a semblé
rationnel du fait de l'importance des données disponibles concernant I'influence du
nombre et de [I'emplacement des sites de glycosylation immunodominants,
comparativement aux autres mucines. Nos structures-cibles, candidats vaccins, sont
des structures chimériques composées de plusieurs sous-unités distinctes de MUC1 et

d’un épitope T-auxiliaire.

Dans ce contexte, le travail présenté dans cette thése a été la mise au point
d’'une méthode robuste de synthése de longs peptides sur support solide. Nous avons
obtenus des analogues linéaires de MUC1 par ligation chimique oxime comportant
d’'une part, deux unités et demi de répétition de la protéine MUC1 et d’autre part, de
deux unités et demi de répétition de la protéine MUC1 associées a I'épitope T-auxiliaire
universel PADRE liés par des liaisons oxime. L’étude préliminaire de la glycosylation
enzymatique sur des peptides modéles nous permet d’envisager, In fine, des
constructions contenant des épitopes saccharidiques T et/ou Tn capables d’induire une
réponse humorale contre MUC1 tumorale. Ces chiméres seront alors comparées aux
analogues branchées (thése de G.A. Cremer au laboratoire) pour essayer de
déterminer le rble joué par lorientation des épitopes, le nombre d’unités MUC,
nécessaires ou la géomeétrie nécessaires a une construction qui soit la plus

immunogéne possible.

Le criblage d’anticorps anti-MUC1 produits naturellement par des patients
atteints de cancer épithéliaux a mis en évidence 'immunodominance de la séquence
APDTRPA, qui est cryptique a la surface des cellules normales. De plus, il a été montré
que nombre d’anticorps générés chez la souris a partir de MUC1 extrait de tumeurs
humaines reconnaissaient mieux un petit peptide contenant cette séquence quand il
était glycosylé sur la thréonine DTR que le peptide nu. Un fort consensus semble s’étre
établi récemment pour affirmer qu'une construction vaccinale efficace doit étre

glycosylée a cet emplacement. D’autre part, il semble que des glycannes additionnels
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sont bénéfiques en terme d’intensité de la réponse immunitaire. Dans la mesure ou |l
n‘est pas possible de glycosyler la thréonine DTR par voie enzymatique avec la

glycosyltransférase T1, la voie chimique sera envisagée.

Des saccharides plus complexes pourront étre introduits dans les chiméres. Les
antigénes tumoraux étant souvent sialylés, [lintroduction d'un tel groupement
saccharidique dans une construction immunogéne semble particulierement séduisante.
Si l'approche utilisant des thréonines glycosylées est limitée a des groupements
saccharidiques simples, des groupements saccharidiques supplémentaires pourraient
étre greffés sur les premiers saccharidiques par voie enzymatique. Ainsi, la voie chimio-
enzymatique pourrait étre une voie prometteuse pour comprendre plus en détail le réle
de ces épitopes saccharidiques sur 'immunogénicité de nos chimeéres et la spécificité
des anticorps produits. Ces résultats pourraient enrichir les connaissances sur la

réponse immunitaire induites par les glycopeptides.

Le choix de la méthode de ligation est crucial pour I'obtention rapide et
efficace des conjugués vaccinants. Malgré une avancée remarquable dans la synthése
de glycoprotéines mimes de MUC1 assemblées par le biais de liaisons oxime ou native,
plusieurs difficultés persistent notamment la grande réactivité des synthons partenaires
aldéhyde et aminooxy (ligation oxime), thioester et 2-amino thiol (ligation native). La
substitution de la liaison oxime par une liaison triazole (thése d’lbai Valverde en cours
au laboratoire), mime potentiel de la liaison amide et présentant les avantages d’étre
tres stable dans une large gamme de pH et dépourvue d'isomeres semble étre une voie
de recherche prometteuse pour I'obtention d’analogues de glycopeptides ou de petites

protéines par multiligation sur support solide.
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|. Méthodes générales

I.1. Provenance des produits

Les solvants (Ether diéthylique, NMP, MeOH, CH3;CN, CH.Cl,) proviennent de
chez Carlo Erba ou SDS. Le CH,ClI,, utilisé pour les réactions effectuées en milieu
anhydre a été distillé sur CaCl, ou Mg. L’éther diéthylique utilisé pour la précipitation
des peptides aminooxy est celui de meilleure qualité (> 99.5) de chez Acros. Le DMF et
HATU proviennent d’Applied Biosystems. DIEA, TFA et la pipéridine sont de chez SDS.
Ac,0O et HOBt sont de chez Fluka. HBTU, les bras acide 4-hydroxyméthylphénoxy-
acetique (HMPA) et méthylphénoxy-propionique (MPPA) et les différentes résines
proviennent de chez Novabiochem. Le bras acide Boc-Ala-4-(oxyméthyl)-
phenylacétique provient de chez NéoMPS. Les acides aminés protégés sont de chez
Novabiochem ou Senn Chemicals. Le Boc-Aoa-OH a été préparé selon le mode
opératoire décrit par Offord et al. (1997) a partir de I'Aoa qui provient de chez Acros.
Les autres réactifs proviennent de chez Acros ou Aldrich. Les colonnes Sep-Pak® C18

proviennent de chez Waters. CH,Cls.

I. 2. Chromatographie liquide haute performance (CLHP)

Les analyses et les purifications CLHP ont été effectuées en phase inverse avec
une chaine Merck-Hitachi L7100 comprenant une pompe, un détecteur a barrette de
diode L-7455 et une interface D-7000. L’analyse est effectuée avec une colonne C18
(nucléosil, 300 A, 5 ym, 250 x 4,6 mm) et on injecte 50 ul d’'une solution aqueuse
contenant environ 1 mg/ml de peptide. Le débit d’élution est de 1 ml/mn. Pour la
purification semi-préparative, on a recours a une colonne Lichrosorb 100 RP-18
(granulométrie de 7 ym ; 250 x 10,5 mm) avec une injection de 1,5 ml d’'une solution
aqueuse contenant environ 4 mg/ml de peptide. Le débit d’élution est de 3 ml/mn. Les
peptides ont été élués avec un gradient linéaire de solvants A et B qui contiennent

respectivement de I'eau avec 0,1% de TFA et de I'acétonitrile avec 0,1% de TFA.
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I. 3. Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse est une méthode de mesure de la masse moléculaire
d’'un composé par transformation des molécules des composés en ions gazeux. Deux
méthodes d’ionisation, Electrospray (ESI-MS) et MALDI (Matrix Assisted Laser
Desorption lonisation), sont utilisées ; dans les deux cas, les ions formés sont triés en

fonction de leur rapport masse sur charge m/z dans un analyseur.

I. 3. 1. Electrospray (ESI-MS)

Cette technique ne demande pas beaucoup de préparation. Il suffit d’'injecter 20ul

d’un pic HPLC récolté de concentration 1.10°M. La température a laquelle se fait la
mesure est de 70°C. Le débit est de 10ul/min, ce qui nous permet de faire I'acquisition
de 7 spectres en 1’30” avec une valeur de céne de 35V. Les analyses de spectrométrie
de masse par électro spray (ESI) ont été effectuées sur un triple quadripdle (Quatro Il,
Micro mass, Manchester, UK). La masse indiquée est la masse moyenne recalculée a

partir des ions multichargés grace au logiciel Masslynx.

I. 3. 2. MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonisation)

Cette technique nécessite contrairement a la technique de I'Electrospray une
préparation d’échantillons. Elle s’étudie couramment en biochimie. Les spectres des
peptides sont obtenus en mode réflectron avec une accélération de 20kV. Chaque
spectre est enregistré apres 60 tirs laser. La calibration externe est réalisée en utilisant
I'Angiotensine 1l (1045.542 Da), la Substance P (1346,736 Da), la bombésine (1618.823
Da) et 'A.C.T.H. (fragment 18-39 2464.199 Da). La matrice utilisée est I'acide «-cyano-
4-hydroxycinnamique (HCCA) a saturation dans 'acétonitrile et le TFA (0,1%) (50/50).
0,8 pl de matrice et 0,8 ul de notre peptide sont mélangés sur la cible. La cristallisation
est effectuée a température ambiante puis l'analyse est réalisée sur un appareil

Autoflex (Bruker) en mode positif. La masse indiquée est la masse monoisotopique.

l. 4. Dégradation d’Edman
Le composé H-AHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH2-CH(OCH3)2 3”, a été

soumis a la réaction de dégradation d’Edman. Cette réaction automatisable a été

réalisée a I'aide d’un Applied Biosystems 492 Protein Sequencer« Procise ».
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I. 5. Résonance magnétique nucléaire (RMN)

Les spectres de résonance magnétique nucléaire ont été enregistrés sur un
spectrométre Bruker 500 MHz AMX. Les déplacements chimiques (6) sont donnés en
en partie par millions (ppm) par rapport a un a un témoin interne comme le
tétraméthylsilane (TMS). Le déplacement chimique est donné par le rapport entre la
fréquence séparant le proton du composé au tétraméthylsilane et la fréquence du
spectrométre en mégahertz. Les constantes de couplage (J) sont données en Hertz
(Hz).

I. 6. Procédure générale pour la synthése peptidique en phase solide

automatisée

Les synthéses peptidiques en phase solide ont été réalisées avec un
synthétiseur 433A (Applied Biosystems) par la méthode « Small Scale Fmoc
Chemistry ». Cette derniére utilise la stratégie Fmoc/tBu sur une échelle de 0,1 mmole
avec 10 équivalents d’HBTU/HOBt comme agent de couplage, 10 équivalents de Fmoc-
aminoacides et 12 équivalents de base. Chaque étape de couplage est suivie d’un
traitement a l'anhydride acétique pour acyler les fonctions amines restantes. Les
groupements protecteurs des chaines latérales des acides aminés varieront en fonction
de la stratégie adoptée pour obtenir le peptide souhaité. lls seront donc décrits pour
chaque synthése ultérieurement. Le suivi de I'élongation s’effectue par spectroscopie
UV (A= 301 nm, ¢ = 7800 mol”" dm> cm™) de I'adduit fluorénylméthyl-piperidine formé
lors de [I'élimination du Fmoc du premier et dernier acide aminé. Un rendement

d’élongation est alors calculé en partant de la quantité initiale d’amines disponible.

I. 7. Procédure générale pour les couplages manuels

La résine est lavée successivement avec CH,Cl,, MeOH, CH,CI; et le solvant de
la réaction (DMF ou NMP). Les couplages manuels ont été effectués selon la méthode
de neutralisation in situ décrite pour la stratégie Fmoc (Alewood et al. 1997). L’acide qui
doit étre activé (5 équivalents) et I'agent d’activation (5 équivalents) sont dissous dans
le solvant approprié. La solution est transférée sur la résine (1 équivalent) placée dans

une seringue équipée d’un fritté. Aprés 5 min d’agitation, 6 équivalents de DIEA sont
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ajoutés. Apres 2h d’agitation, les réactifs sont éliminés par filtration et la résine est

rincée avec le solvant de la réaction.
I. 8. Procédure générale pour I'aminolyse d’un peptide-résine par NH,-CH,-
CH(OCHs),

Le peptide-résine est mis en présence d’aminoacétaldéhyde-diméthylacetal (1
ml) dans DMF (1 ml) et soumis a une agitation douce pendant 18 heures a 40°C. Le
mélange réactionnel est filtré et le peptide est extrait avec CH,Cl, (2x), TFE (3x) et

HFIP (3x). Les solvants sont ensuite évaporés et le produit analysé en HPLC et SM.

I. 9. Contrdle de laréaction de couplage

1.9.1. Méthode qualitative

Test coloré de Kaiser : (Kaiser et al. 1970)

A quelques grains de résine sont ajoutés :
i- 40 ul d’une solution de phénol liquide (80g) dans I'éthanol (20ml), ii- 40 pl d’un
mélange KCN [10°M] dans H,O / pyridine (2 : 98) et iii- 40 ul d’une solution de
ninhydrine (5g) dans I'éthanol (100ml). Ce mélange est portée a 100°C pendant 5
minutes. Le test est positif lorsque la couleur vire du jaune au bleu-violet (bleu de
Ruhemann) indiquant une réaction entre la ninhydrine et une amine. Le couplage est

quantitatif s’il n’y a pas de coloration bleue.

o 0 0
OoH NH - . N + RCHO + CO, + 3H,0
2 OH R CHCOOH
5 o} o]

bleu

Formation du bleu de Ruhemann

Test coloré de Vojkovsky : (1995)

Ce test est caractéristique des amines secondaires. Sur quelques grains de
peptide-résine on verse une goutte d’acétaldéhyde puis on ajoute une goutte de
tétrachlorobenzoquinone (chloranil). Le mélange est laissé a température ambiante
pendant 5 minutes. Ce test est positif lorsque la solution vire du jaune au bleu indiquant

une réaction entre le chloranil et une enamine.
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o (6] R1
oy cl R
(0] IR1 o ﬁhm cl N« R
_4 . HN‘ 0 2
H Rz Cl Cl
(0]

Mécanisme de la réaction des amines secondaires avec du chloranil/acétaldéhyde

1.9.2. Méthode quantitative

Le groupement Fmoc d’'un composé (10mg) est déprotégé en milieu basique
(pipéridine a 30% dans la CHCl, 3x3 min) par B-élimination. Le sous-produit de la
réaction, le dibenzofulvéne, réagit avec la pipéridine pour former le fluorénylméthyl-
pipéridine dosable par spectrophotométrie UV a 301nm.

La concentration des peptides est déterminée par dosage UV selon la loi de Beer-
Lambert:

DO =c¢.l.c.

DO = densité optique

€ = le coefficient d'absorption a une longueur d'onde donnée

| = la longueur du trajet optique

¢ = la concentration

Les coefficients d'absorption ont été calculés selon Wetlaufer (1962).

Nous avons utilisé £30:=7800 M".cm™

I. 10. Préparation d’échantillon pour analyse par HLPC

Traitement au TFA.

Un aliquote de peptide-résine (10 mg) est soumis a un traitement par TFA/H,O/TIS
90/5/5 (v/v) pendant 30 minutes. Le filtrat est recueilli dans I'éther froid, lavé (x3) et le
peptide est isolé par centrifugation (5000 tours/min pendant 5 min a 4°C). Le peptide

est séché sous vide puis analysé par (RP-HPLC) et SM.

Traitement a la soude.

Un aliquote de peptide-résine (10 mg) est traité par NaOH 0,1M/DMF 1:1 (1ml) pendant
20 minutes. On préleve 100 pl du surnageant puis on ajoute HCI 0,45N (100ul). Une

dilution par deux de ce mélange avec H,O permet d'une part d’obtenir une
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concentration de peptide a analyser de I'ordre de 1mg/ml et d’autre part de diminuer le
signal d’absorption du DMF lors des injections HPLC. Dans certains cas une purification
sur une colonne Sep-Pak-C18 avant injection HPLC a permis d’éliminer

considérablement le DMF.

I. 11. Procédure de purification sur colonne Sep-Pak-C18

La colonne Sep-Pak-C18 est préalablement conditionnée par un lavage avec
CH3CN et HO. Elle est ensuite abondamment lavée a I'eau avant élution du peptide
avec un mélange H,O/CH3CN (50/50).

Il. Mode opératoire des composés synthétisés

Il. 1. Synthése des fragments N-terminaux 3 et 7

II. 1. 1. H-MUC,-NH-CH,-CHO 3
[Rappel :MUC, = PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA]

Boc-Ala-PAM-PEGA 12

1. TFA
2. SPPS Fmoc/ tBu
3. Aloc-Pro-OH / HBTU / DIEA

48
Aloc-PPAH(Trt)GVT(tBu)S(tBu)APD(tBu)T(tBu)R(Pbf)PAPGS(Bu)T(tBu)A-PAM-PEGA 49

1) TFA/H,OITIS 1) TFA/H,O/TIS
2) NaOH 0,1M 2) Aminolyse

Aloc-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-0H  Aloc-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH,-CH(OCH,), 47

50
0,2 eq Pd(PPh,), / 6 eq de Me,NH.BH,
puis ajout de 6 eq H;BO; / NMP / Ar

H-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH,-CH(OCH;), 3’
l TFA/H,0

H-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH,-CHO 3
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Boc-Ala-PAM-PEGA 12

L’acide Boc-Ala-4-(oxyméthyl)phénylacétique (Boc-Ala-PAM-COOH) (5 eq, 168,7 mg ;
0,5 mmoles) et TBTU (5 eq, 189,7 mg, 0,5 mmol) sont dissouts dans 5 ml de DMF puis
versés sur la résine aminométhyl-PEGA (250 mg de résine séche ; substitution a 0,4
mmoles/g) contenue dans une seringue équipée d’'un fritté. L’ensemble est agité
pendant 5 minutes puis on additionne la DIEA (6 eq, 0,6 mmol, 104,5 pl). Apres 3
heures de réaction, le mélange est lavé par DMF (3x), CH2Cl, (3x) / MeOH (3x) / CH,Cl,
(3x) puis un test de Kaiser est réalisé sur un aliquote. La résine 12 a ensuite été
acétylée avec DMF/Ac,O/DIEA 2:2:1 (3 ml), 2 x 10 min, puis rincée avec CH,Cl, (3x) /
MeOH (3x) / CH2Cl> (3x).

Aloc-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-PAM-PEGA 49

Elongation de la séquence :
Le 12 est traité avec TFA/CH.CI,, 50 :50 pendant 30 min puis neutralisé avec
DIEA/NMP, 5 :95 (3 x 1 min). Le test de Kaiser positif indique que la déprotection du
Boc a été réalisée. L’amino-résine ainsi obtenue a été introduite dans un réacteur pour
synthése en phase solide. L'élongation de la séquence MUC, a alors été conduite
comme décrit dans la procédure générale avec les acides aminés suivants :
Fmoc-Pro-OH ; Fmoc-Ala-OH ; Fmoc-His(Trt)-OH ; Fmoc-Gly-OH ; Fmoc-Val-OH
Fmoc-Thr(tBu)-OH ; Fmoc-Ser(tBu)-OH ; Fmoc-Asp(OtBu)-OH ; Fmoc-Arg(Pbf)-OH
L’adduit fluorénylméthyl-pipéridine formé lors de [élimination du Fmoc du
deuxiéme acide aminé a été dosé par spectroscopie UV (A= 301 nm, ¢ = 7800 mol™
dm?® cm™) pour donner la quantité initiale d’amines disponibles (0,1 mmoles). A Ia fin de
la synthése automatisée, le Fmoc du dernier acide aminé éliminé par un traitement 20%
de pipéridine dans la NMP (3x5min) est récupéré dans une fiole jaugée contenant du
CH,Cl,. L'absorbance de I'adduit fluorénylméthyl-pipéridine est de nouveau mesurée a
301 nm correspondant a une valeur de 0,09 mmoles. Le rendement total d’élongation
est donc de 90% en partant de la quantité initiale d’amines (peptide-résine de poids sec
430 mg ; 0,09 mmoles).
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Aloc-Pro-OH 48

H-Pro-OH (2g, 17 mmol) sont dissous dans une solution de Na,CO3 (43 ml, 34
mmol) a 9 % et refroidit dans la glace a 0°C. Une solution a 0.85M d’AlocOSu (2.88g,
14.45 mmol) est dissoute dans 100 ml de DMF puis ajoutée en une seule fois a 0 °C
sous agitation a la solution H-Pro-OH / Na;CO3; a 9 % (apparition d’'un précipité).
L’agitation se poursuit ensuite a température ambiante pendant 30 min. Le précipité est
dilué dans I'eau puis on réalise une extraction a I'Ether (3x) et a 'AcOEt (3x). La phase
aqueuse (pH= 8) est refroidie a 0°C puis on additionne de I'acide citrique monohydraté
a 5 % pour ramener le pH a 2. Une extraction a 'AcOEt (3x) permet de récupérer le
composé en phase organique. Cette derniére est lavée par une solution aqueuse de
NaCl saturée, par H,O puis séchée sur Na,SO4. L'évaporation au Bichi, suivie d’'une
purification en HPLC semi-préparative et lyophilisation permet d’obtenir le composé
sous la forme d’une huile (0,84 g) avec un rendement de 42%.

ESI-MS [MH"]: 200.20 + 0,11 calculée pour CgH1304N [M]= 199,10

CCM : CHCI3/EtOH/AcOH 85:10:5, rf: 0.5).

HPLC analytique :Tr = 22.42 min (3-30 % B en 30 min)

RMN DMSO-d6 : & (ppm): 12,6 (s, 1H, COOH); 5,9 (m, 1H, H,C=CH-CH); 5,2-5,3 (dd,
2H, Jyans=15,2 Hz, 2J=1,5 Hz, j0s=9,29 Hz ; H,C=CH-CH-0); 4,5 (d, 2H, J=5,54 Hz,
H,C=CH-CH>-0O); 4,2 (dd, H, N-CH,-COOH); 3,4 (m, 2H, N-CHazs-); 1,85 (m, 2H, N-
CHag-); 1,8 (m, 2H, N-CHa,-).

Aloc-Pro-OH (89,6mg, 0,45 mmol, 5eq) est dissout dans 5 ml de DMF puis on
ajoute HBTU (170,6mg, 0,45 mmol, 5eq). Ce mélange est transféré sur la résine et
aprés 5 minutes d’agitation, la DIEA (94ul, 0,54mmol, 6eq) est additionnée et le
couplage s’effectue pendant 2 heures. Le contenu est ensuite rincé au DMF (3x) et au
CHCl; (3x) est on obtient le composé 49. Un test de Vojkovsky s’est avéré étre négatif
et par conséquent, nous n’avons pas réalisé d’acétylation. Le rendement d’élongation
calculé a partir de la quantité d’amines initiale est de 88% (440mg de résine séche,
0,088 mmol).

Aloc-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-OH 50

Un aliquote de 49 (10mgq) est traité par TFA/H,O/Tis (95/2,5/2,5 en v/v) pendant
deux heures. Une neutralisation avec une solution a 5% de DIEA dans du CH,CI,

(3x2min) suivi d’'un lavage au CHCl; (3x) permet d’obtenir le peptide « nu » encore fixé
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a la résine. Un traitement a la soude selon la procédure standard conduit au composé
50 qui est caractérisé par HPLC et SM.

MALDI-MS [MH+] = 1969,75 calculée pour C34H131O30N25 [M]=1970,95

HPLC analytique (gradient : 10% a 41%B en 50°) : Tr = 20’45

Aloc-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH,-CH(OCH3), 47

Le peptide résine protégé 49 (400mg, 0,08mmol) est traité par Sml d’une solution
de TFA/H,O/Tis (95/2,5/2,5 en v/v) pendant deux heures. Une neutralisation avec une
solution a 5% de DIEA dans du CH,Cl, (3x2min) suivi d’un lavage au CHCl, (3x)
permet d’obtenir le peptide « nu » encore fixé a la résine 49. L’aminolyse avec 2 ml
d’aminoacétaldéhyde-diméthylacétal (supérieur a 100 éq) dans 2 ml de DMF a 40°C se
déroule pendant 18 heures sous agitation mécanique lente. Le mélange réactionnel est
filtré, la résine est lavée au DMF (3x5min) et de I'eau (3x5min). L’ensemble des filtrats a
été rassemblé et évaporé sous vide. Le composé 47 (1mg) a été solubilisé dans 1 mi
d’eau puis acidifi¢ a pH 5 avec une solution d’acide acétique a 10% avant d’étre
analysé en HPLC et SM.

MALDI-MS [MH+]= 2058,24 calculée pour C38H140031N26 [M]=2057,01
HPLC analytique: Tr = 23’2 (10% a 41%B en 50’)

La quantité de produit brut obtenue est de 140mg, ce qui correspond a un rendement
de 85%.

H-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH,-CH(OCH3), 3
Le composé 47 (140mg, 0,07mmol, 1eq) a été dissout dans 20 ml de NMP puis
on ajoute Me;NH.BH3 (24,7mg, 0,42 mmol, 6eq) et Pd[P(Ph)s]4 (16,17mg, 0,014mmol,
0,2eq). La réaction se déroule sous argon et apres 60 minutes de réaction, on

additionne H3BOs3 (26mg, 0,42mmol, 6eq) pendant 120 minutes. Le mélange réactionnel
est filtré et le peptide est extrait avec CH,Cl, (2x), TFE (3x) et HFIP (3x). Les solvants
sont ensuite évaporés, le produit analysé en HPLC et SM puis purifié en HPLC semi-

préparative. On obtient 105 mg de produit sous forme d’'une poudre blanche.

ESI-MS [MH"]= 1973,31 + 0,41 calculée pour CgsH136020N26 [M]=1974.00
HPLC analytique: Tr=15'8 (10% a 41%B en 50’)
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H-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH,-CHO 3

Le peptide 3’ est traité avec un mélange TFA/H,O (95/5) pendant 10 minutes.
Aprés évaporation sous vide, un aliquote de 3 est repris dans I'eau puis analysé avant

la réaction de ligation.

ESI-MS [MH]: 1928.04 + 0.32 calculée pour CgoH130028N26 [M]= 1927.96
HPLC analytique : Tr = 12’9 (10% a 41%B en 50’)

Le rendement global de la synthése du fragment N-terminal 3 est de 68% a partir

de la quantité initiale d’amines.

II. 1. 1. 1. Composés synthétisés au cours de l'étude sur la

formation de la DKP

Synthése de la dicétopipérazine : ¢(Pro-Pro) 40

(o}

A
CILID

T
La résine commerciale Fmoc-L-Pro-Wang-résine (278 mg de résine séche, 0,36
mmol/g) est traitée a la pipéridine a 20 % dans le DMF (3 X 3 min). Fmoc-Pro-OH
(168,7 mg, 0,5 mmol) et HBTU (189,5 mg, 0,5 mmol) solubilisés dans DMF (3 ml) sont
additionnés sur la résine. Aprés 5 min, on additionne de la DIEA (104,5 ul, 0,6 mmol).
Le couplage s’effectue pendant 150 min puis la résine est lavée par DMF (3x) / CH,Cl,
(83x) / MeOH (3x) / CHCl, (3x). Le peptide-résine est traité par la pipéridine dans
CHxCl,, 20:80 (3 X 10 min). Aprés évaporation sous vide, le mélange est acidifié par
une phase aqueuse contenant 0,1% of TFA puis une extraction au CH>Cl, (3x) permet
d’obtenir c(Pro-Pro) 40 et 'adduit dibenzofulvéne-pipéridine. Ces deux composés sont

séparés par HPLC semi-préparative. La lyophilisation donne 3,9 mg de dicétopiperazine

40 sous la forme d’un composé blanc avec un rendement de synthése non optimisé.
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ESI-MS [MH+]: 194.25 + 0.18 calculée pour C10H1402N2 [M] = 195,11

HPLC : Tr =154 (0% a 40%B en 40’)

RMN DMSO-d6 : & (ppm): 3,35 (dd, 2H, N-CHa-); 3,0 (m, 4H, N-CH2y-);1,65 (m, 4H, N-
CH2B-);1,55 (m, 2H, N-CH235-)

Synthése des séquences :

Ac-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH,-CH(OCHs3), 41
H-APAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH,-CH(OCH3), 42
H-GPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH>-CH(OCH3), 43
H-PAAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH>-CH(OCHz3), 44
H-PGAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH,-CH(OCHa), 45
H-APPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH>-CH(OCHj3), 46
AlocPPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH2-CH(OCH3), 47

Procédure de synthése sur phase solide :

La méme procédure que pour l'obtention du peptide acétal 3' a été suivie (voir
paragraphe Il. 1. Synthése du fragment N-terminal). A partir de la résine PEGA séche
(175 mg, 0,07 mmol), I'élongation puis l'insertion manuelle des deux derniers acides
aminés (les trois derniers acides aminés pour le 46) selon la procédure générale
conduit & un rendement de 85 % a partir de la quantité initiale d’amines (320 mg de

poids sec, 0,06 mmol).

Le peptide 41 a été acétylé avec un mélange DMF/Ac,O/DIEA 2:2:1 (3 ml)
pendant 20 min. La résine est lavée par DMF (3X) puis CHCl, (3X) et un test qualitatif

de Vojkovsky est réalisé.

La déprotection des chaines latérales puis 'aminolyse ont été réalisées sur 40
mg de peptide-résine (0,0075 mmol) placé dans une seringue équipée d’'un fritté. Les
composes 41 a 47 sont obtenus sous forme d’huile avec un rendement de 60 a 80% en
partant de la quantité initiale d’amines. Un volume adéquate d’eau distillée est ajoutée
aux produits présents pour obtenir une concentration de 1 mg/ml environ. Le pH est
ajusté a 7 avec du TFA pour dissoudre totalement chaque composé. La solution est
direction injectée en HPLC analytique (gradient : 10 — 50% B en 30 min) et les produits

sont caractérisés par ESI-SM (voir tableau ci-dessous).
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Composé Tr Formule chimique Masse moyenne ESI-MS [MH]"
41 24’18 CesH138030N26 2014’99 2015,79 £ 0,05
42 19’67 Ce2H134020N26 1946°97 1947,13 £ 0,35
43 2006 Cs1H132029N26 193295 1933,47 £ 0,29
44 19'48 Cs2H134029N26 1946'97 1947,31 £ 0,17
45 2024 Cg1H132029N26 1932'95 1933,34 £ 0,03
46 21°05 Cs7H141030N27 2044°02 2045’32 £ 0,23
47 26’87 CssH145031N27 2057°08 2058,02 £ 0,30

. 1. 1. 2. Composés synthétisés au cours de l'étude sur la
déprotection du groupement Aloc

Rappel :
H-PAHGVTSAPDTRPAPGSTA-PAM-PEGA
1) Fmoc-Pro-OH / HBTU / DIEA
2) Pipéridine Aloc-Pro-OH / HBTU / DIEA
3) Aloc-Ala-OH / HBTU / DIEA 48
54
Aloc-APPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-PAM-PEGA 571 Aloc-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-PAM-PEGA 49
1) TFAMH,0/TIS 1) TFAH,0/TIS
2) NaOH 0,1M 2) NaOH 0,1M
Aloc-APPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-0 51 Aloc-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-0H 50 | NH,-CH,-CH(OCHj),

v

Aloc-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH,-CH(OCH,), 47

Pd(PPhs), / Me,NH.BH, / NMP / Ar
puis Pd(PPh,), / H,BO, / NMP / Ar

H-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH,-CH(OCH;), 3’
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Aloc-Ala-OH 54

Le mode opératoire appliqué est le méme que celui utilisé pour la synthése de
Aloc-Pro-OH.

H-Ala-OH (2g, 22 mmol) est dissout dans une solution aqueuse de Na,CO3z a 9
% (52ml, 44 mmol) et refroidit dans la glace a 0°C. AlocOSu (0.85 M, 3.7g, 18.7 mmol)
est dissout dans 100 ml de DMF puis ajouté en une seule fois a 0 °C sous agitation a la
solution H-Ala-OH / Na,COs3; (apparition d’'un précipité). L’agitation se poursuit ensuite a
température ambiante pendant 30 min. La solution réactionnelle est reprise dans I'eau
puis extraite a I'éther (3 x) et a 'AcOEt (3 x). La phase aqueuse (pH= 8) est refroidie a
0°C puis ramenée a pH 2 avec de l'acide citrique monohydraté a 5 %. Une extraction a
'AcOEt (3 x) permet de récupérer le composé 54 en phase organique. Cette derniére
est lavée par une solution aqueuse de NaCl saturée, par H,O puis séchée sur Na;SOs,.
L’évaporation sous vide, suivie dune purification en HPLC semi-préparative et
lyophilisation permet d’obtenir le composé sous la forme d’une huile (1,42 g) avec un

rendement de 71%.

CCM : CHCI3 / EtOH / AcOH (85:10:5); rf: 0.5

HPLC analytique (gradient : 3-30 % B en 30 min) ; Tr = 15.65min

ESI-MS [MH+] = 174.11 + 0,14 calculée pour C7H1104N [M] = 173.09

RMN DMSO-d6 : & (ppm): 12,5 (s, 1H, COOH); 7,5(d, 1H, CO-NH-CH); 5,9 (m, 1H,
H2C=CH-CH2); 5,15-5,3 (dd, 2H, Jtrans=17,25 Hz, 2J=1,53 Hz, jcis=10,46 Hz,
H2C=CH-CH2-0); 4,5 (d, 2H, J=5,33 Hz, H2C=CH-CH2-0); 4 (m, 1H, N-CHa-COOH);
1,25 (d, 3H, N-CHa(CH3)-COOH ).

Aloc-APPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-PAM-PEGA 51’

Le composé 51’ est obtenu selon la procédure de synthése sur support solide
énoncée précédemment. Les deux derniers acides aminés sont couplés manuellement
selon la procédure décrite précédemment avec un rendement de 80% (50mg, 0,0065

mmol).

Aloc-APPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-OH 51

Les chaines latérales de 51’ sont déprotégées par un traitement au TFA/H,O/Tis
(95/2,5/2,5 en v/v) pendant deux heures. Une neutralisation avec une solution a 5% de
DIEA dans du CHCl; (3x2min) suivi d’un lavage au CHCl, (3x) permet d’obtenir le

peptide « nu » encore fixé a la résine. 10 mg sont utilisés pour un clivage a la soude
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selon la procédure standard et on obtient alors le composé 51 qui caractérisé par HPLC
et SM.

MALDI-MS [MH+] = 2040,66 calculée pour C37H136031N26 [M]= 2041 ,99
HPLC analytique (gradient : 10% a 41%B en 50°) : Tr = 22’13

Aloc-PGR(Pbf)A-Wang-PS 53

Fmoc-Ala-Wang-PS (250 mg de résine seche ; substitution : 0,4 mmoles/g) est traitée
par une solution de pipéridine a 20% dans du CHxCl, (1,5 ml), 3 x 5 min. La synthése
sur phase solide a été ensuite réalisée en stratégie Fmoc/tBu selon la procédure
générale. Le composé 48 est couplé manuellement puis la résine est lavée avec du
CHxCl, (3x), MeOH (3x), CH,Cl, (3x) et séchée sous vide. Le rendement total
d’élongation est de 94% en partant de la quantité initiale d’amines (peptide-résine de
poids sec 275 mg ; 0,094 mmoles).

Les acides aminés utilisés pour ces séquences sont décrits ci-dessous :

Fmoc-Gly-OH ; Fmoc-Arg(Pbf)-OH et Aloc-Pro-OH 48.

Le peptide de référence est Aloc-PGRA-OH obtenu par traitement de 10mg
(0,0034mmol) de 53 par TFA/HO/TIS (95/2,5/2,5 en v/v) pendant deux heures. Cela
permet la déprotection de la chaine latérale et la coupure du peptide de la résine. Le
peptide est précipité, lavé dans I'éther froid, centrifugé (2x5min a 5000 tr/min) puis
séché. On obtient environ 1mg de produit brut (rendement de 'ordre de 75%) qui est

dissout dans 1ml d’H,O avant d’étre analysé en HPLC et SM.

HPLC analytique (gradient : 3-30 % B en 30 min) ; Tr = 21’5 min
ESI-MS [MH+] = 484.36 + 0,03 calculée pour C20H3307N7 [M] = 483,52

Apres les différents modes opératoires utilises pour éliminer I’Aloc de la Proline,
10 mg (0,0034mmol) de peptide-résine sont soumis a un traitement TFA/H,O/TIS
(95/2,5/2,5 en v/v) pendant deux heures. Le peptide est précipité, lavé dans I'éther froid,
centrifugé (2x5min a 5000 tr/min) puis séché. On obtient environ 1mg de produit brut
(rendement de 'ordre de 75%) qui est dissout dans 1ml d’H,O avant d’étre analysé en
HPLC et SM.

HPLC analytique (gradient : 3-30 % B en 30 min) ; Tr = 7.5 min
ESI-MS [MH"] = 400.11 + 0,07 calculée pour C1sH2905N7 [M] = 399,45
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Remarque : le composé All-PGRA-OH a les caractéristiques suivantes :

HPLC analytique (gradient : 3-30 % B en 30 min) ; Tr = 10.5 min
ESI-MS [MH"] = 440.40 + 0,05 calculée pour C1gH3305N; [M] = 439,51

Il. 1. 2. Synthese du fragment PADREMUC,-NH-CH,-CHO 7

avec PADRE = aKXVAAWTLKAa a=Fmoc-D-Ala-OH et X=Cha
MUC, = PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA

O H
Oy
NH PEGA )K(N o
v 2+ 0 O)K(N‘H’OK 1) HBTU/DMF N wo E \K 12
PEGA HO o) 2) DIEA/DMF H

1) TFA/DCM (50/50)
2) DIEA/DCM (5/95)
3) Elongation Stratégie Fmoc/tBu

_MUC-PADRE 7’
O p

1) TEA/H,O/Tis o
PADRE-MUC,-NH-CH,-CHO ~-—2\DIEA/DCM PEGA‘N k/©/\

3) Aminolyse
4) TFA/H,0 (90/10) H

PADRE-MUC,-PAM-PEGA 7’

L’obtention du composé 12 et la déprotection du Boc ont déja été détaillées page 162.
L’élongation est réalisée selon la procédure générale a partir de 250mg de résine
PEGA séche (substitution :0,4 mmol/g) et conduit au composé 7' avec les acides
aminés protégés suivants :

Fmoc-Pro-OH ; Fmoc-Ala-OH ; Fmoc-His(Trt)-OH ; Fmoc-Gly-OH ; Fmoc-Val-OH
Fmoc-Thr(Bu)-OH ; Fmoc-Ser(tBu)-OH ; Fmoc-Asp(OtBu)-OH ; Fmoc-Arg(Pbf)-OH

Fmoc-D-Ala-OH ; Fmoc-Lys(Boc)-OH ; X = Fmoc-B-(Cha)Ala-OH ; Fmoc-Val-OH
Fmoc-Ala-OH ; Fmoc-Trp(Boc)-Thr(W¥"® M Pro)-OH; Fmoc-Leu-OH

L’adduit fluorénylméthyl-piperidine formé lors de I'élimination du Fmoc du deuxiéme
acide aminé a été dosé par spectroscopie UV (A= 301 nm, ¢ = 7800 mol™ dm?® cm'1)
pour donner la quantité initiale d’amines disponibles (0,1 mmoles). Le dipeptide Fmoc-
Trp(Boc)-Thr(¥™* M Pro)-OH a été introduit lors de I'élongation & la place des deux
résidus W'T®. L’absorbance de I'adduit fluorénylméthyl-pipéridine libéré lors de la

déprotection du Fmoc du dernier acide aminé par le traitement pipéridine a été mesurée
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a 301 nm (¢ = 7800 mol”" dm® cm™) et correspond a 0,076 mmoles. Le rendement
d’élongation de 7’ est donc de 76% a partir de la quantité initiale d’'amines (580mg de
peptide-résine séche). Un traitement au TFA/H,O/TIS, [95/2,5/2,5 (3 ml)] pendant 2
heures puis une neutralisation avec une solution a 5% de DIEA dans du CHyCl,
(3x2min) suivi d’un lavage au CHCl;, (3x) permet d’obtenir le peptide « nu » 7’ toujours

fixé a la résine.

PADRE-MUC,-NH-CH>-CHO 7

Le peptide-résine 7’ a été lavé avec du DMF (3x) puis 3 ml d’aminoacetaldéhyde-
diméthylacétal et 1,5 ml de DMF ont alors été ajoutés au peptide-résine. Le milieu a été
maintenu a 40°C pendant 18h sous agitation lente puis filtré. La résine a été rincée
avec du DMF (3x) et H,O (3x) et le peptide a été extrait avec TFE (3x5 min) et HFIP (3x
5 min). L’ensemble des filtrats a été rassemblé et évaporé sous vide. Le peptide-
aldéhyde masqué (160mg) est solubilisé dans 20 ml d’eau acidifiée a pH=5 avec de

I'acide acétique a 10% avant d’étre analysé en HPLC et SM.

Rdt=65%
MALDI-MS [MH"]= 3236,52 calculée pour C146H237042N41 [M]= 3237,77
HPLC analytique: Tr = 35’1 (10% a 41%B en 50’)

Apres purification par HPLC semi-préparative, un traitement acide ultérieur au
TFA libére la fonction aldéhyde de sa protection diméthylacétal avec un rendement
quantitatif. On obtient le peptide 7 purifié, caractérisé en HPLC et spectrométrie de

masse.

MALDI-MS [MH+] = 3191,85 calculée pour C144H231041N41 [M] = 3191 ,73
HPLC analytique : Tr = 32’24 (gradient : 10 - 41% B en 50 min)

Le rendement global de la synthese du fragment N-terminal 7 est de 50 % a partir
de la quantité initiale d’amines.
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Il. 2. Synthese du fragment médian Aloc-Aoa-MUC,-NH-CH,-CHO 5
[Rappel :MUC, = PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA]

Boc-Ala-PAM-PEGA 12

1. TFA
2. SPPS Fmoc/ tBu
3. Aloc-Aoa-OH/DCC / HOBt

Aloc-Aoa-PPAH(Trt)GVT(tBu)S({Bu)APD(tBu)T(tBu)R(Pbf)PAPGS(fBu)T(tBu)A-PAM-PEGA 13
| TFA / scavengers

Aloc-Aoa-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-PAM-PEGA 14

H,N-CH,-CH(OCH,),

A\ 4

Aloc-Aoa-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH,-CH(OCH,), 15

TFA

Yy

Aloc-Aoa-PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA-NH-CH,-CHO 5

Le fragment médian 5 est obtenu selon la méme procédure que pour
'obtention du composé 3 page 165 a partir d’'une résine PEGA séche (250mg, 0,1
mmol). L’élongation est réalisée sur support solide selon la procédure générale.
L’absorbance de l'adduit fluorénylméthyl-pipéridine libéré lors de la déprotection du
Fmoc du deuxiéme et dernier acide aminé par le traitement pipéridine a été mesurée a
301 nm (¢ = 7800 mol” dm® cm™) et permet d’obtenir un rendement d’élongation de
80% en partant de la quantité initiale d’amines (peptide-résine de poids sec 420 mg ;

0,08 mmoles).

Aloc-Aoa-OH 16

N
H O
AIoc/ \O/Y
OH

Aloc-Aoa-OH
Aoa-OH (2g, 18,3 10 mol) est dissout dans une solution contenant 2 eq de

Na,COs; & 9 % et refroidit dans la glace. 0,85 eq d’une solution d’AlocOSu (15,5 10
mol soit 3,09 g) est dissoute dans 100 ml de DMF puis ajoutée en une seule fois a 0 °C
sous agitation a la solution Aoa / Na,CO3 a 9 % (apparition d’'un précipité). L’agitation

se poursuit ensuite a température ambiante pendant 30 min.
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Le suivi de la réaction se fait par CCM : il faut absolument avoir des groupes
chromophores qui absorbe a 254 nm pour visualiser les tdches CCM en UV. Pour nos
produits ce n’'est pas le cas mais ils vont quand méme migrer sur la plaque et une
révélation a I'iode permettra de suivre la réaction.

L’Aloc-Aoa-OH et Aoa-OH sont dissous dans un volume CH,Cl, / MeOH (1/1)

Le précipité est dilué dans I'eau puis on réalise une extraction a I'Ether (3 fois) et a
I'AcOEt (3 fois). La phase aqueuse (pH= 8) est refroidie a 0°C puis on additionne de
'acide citrique monohydraté a 5 % pour ramener le pH a 2. A ce pH, l'acide aminé
modifié n'est pas soluble et il se forme une huile. Une extraction a 'AcOEt (3 fois)
permet de récupérer le composé en phase organique. Cette derniére est lavée par une
solution aqueuse de NaCl saturée, par H,O puis séchée sur Na,SO4. L’évaporation au
Bachi, suivie d'une purification en HPLC semi-préparative et lyophilisation permet
d’obtenir une huile avec un rendement global de synthése de 55% (1,1 g).

Solvants de CCM : CHCIs/ EtOH / AcOH (85/ 10/ 5)
HPLC analytique : 3-30 % B en 30 min ; Tr = 13’20
ESI-MS [MH"] = 176,03 + 0,03 calculée pour CgHgOsN [M] = 175

RMN dans DMSO-d6 : 5 (ppm): 12,85 (s, 1H, COOH); 10,55 (s, 1H, CO-NH-O); 5,9 (m,
1H, H,C=CH-CH,); 5,2-5,3 (dd, 2H, Juans=17,22 Hz, 2J=1,5 Hz, jss=10,49 Hz ; H,C=CH-
CH,-O); 4,55 (d, 2H, J=5,35 Hz, H,C=CH-CH-0); 4,3 (s, 2H, O-CH,-COOH).

Aloc-Aoa-OH (56mg, 0,32 mmol, 4eq) est préalablement activé avec un mélange
de DCC (66mg, 0,32 mmol, 4eq) et HOBt (49mg, 0,32 mmol, 4eq) dans 10 ml de DMF
pendant 5 minutes. Ce mélange est transféré sur la résine H-MUC,-PAM-PEGA et le
couplage s’effectue sous une agitation mécanique pendant 2 heures. Le contenu est
ensuite rincé au DMF (3x) et au CH,Cl, (3x) est on obtient le composé 13 (peptide-
résine de poids sec 330 mg; 0,077 mmoles) avec un rendement de 77%. Un test de
Vojkovsky s’est avéré étre négatif et par conséquent, nous n’avons pas reéalisé

d’acétylation.

Aloc-Aoa-MUC,-NH-CH,-CHO 5

Aprés déprotection des chaines latérales du peptide 13, 'aminolyse est réalisée
selon la procédure décrite page 159. L'ensemble des filtrats sont rassemblés et

évaporeés sous vide. Le peptide 15 protégé aux extrémités N et C terminales est ensuite
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solubilisé dans 25 ml d’eau pour étre directement purifié par HPLC semi-préparative

puis lyophilisé (113 mg de produit obtenu sous la forme d’une poudre blanche).

Rdt = 69%
MALDI-MS = 2131,09 calculée pour CgoH143033N27 [M]= 2130,03
HPLC analytique : Tr = 24’04 (10% a 41%B en 50°)

Un aliquote de 15 est traité avec un mélange TFA/H,O (95/5) pendant 20
minutes. La fonction aldéhyde « masquée » est alors éliminée et on obtient le peptide 5
sous la forme d’'une huile jaune. Pour des raisons de réactivité, le composé 5 sera
stocké au congélateur sous la forme 15. L’acétal sera libéré juste avant les réactions de
ligation.

Rdt = 100%
MALDI-MS = 2085,63 calculée pour CggH137032N27 [M]=2083,99
HPLC analytique : Tr=21'11 (10% a 41%B en 50°)

Le rendement global de la synthése du fragment médian 5 est de 54 % a partir de

la quantité initiale d’amines.

Il. 3. Synthése du fragment C-terminal

11.3.1. Etudes préliminaires :
Synthése de H-Aoa-AGAG-HMPA-PEGA 10

/—-{ + H,N-CH,~PEGA
HMPA : : TBTU / NMM
< PEGA 17

1.  Fmoc-Gly-OH/ DCC/ DMAP
2. (CgH50),CO / pyridine
3. SPPS stratégie Fmoc / tBu

v

H-AGAG-HMPA-PEGA 18

16 /DCC / HOBt

v

Aloc-Aoca-AGAG-HMPA-PEGA 19

TFA/ \ Pd(0)

Aloc-Aca-AGAG-OH 20 H-A0a-AGAG-HMPA-PEGA 10

l TFA

H-Aoa-AGAG-OH 21
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HMPA-PEGA 17

La résine PEGA (244 mg de résine séche, a 0,41 mmol/g, 1 équivalent) est lavée
par de la DIEA a 5% dans le DMF puis avec DMF(3x). HMPA (55mg, 0,3mmol, 3eq) et
TBTU (96,5mg ,0,3mmol, 3eq) sont dissous a 0°C dans 6 ml de DMF contenant de la
NMM (46,3ul, 0,6mmol, 6eq) pendant 10 minutes. Aprés 10 minutes, cette solution est
transférée a la résine PEGA dans une seringue munie d’un fritté, et I'agitation est
maintenue pendant 2 heures. La résine 17 est lavée au DMF (3x) et CH,Cl, (3x)puis un
traitement au TFA/H,0 (95/5) est appliqué pendant 1 heure. La résine HMPA-PEGA 17
est alors lavée a la DIEA/CH,CI, (5/95) pendant 2 minutes (3x), au CHCI, puis séchée

sous vide.

Aloc-Aca-AGAG-HMPA-PEGA 19

Fmoc-Gly-OH (119mg, 0,4 mmol, 4eq) est dissout dans 3 ml de DMF anhydre a
0°C en présence de DCC (41,3mg, 0,2 mmol, 2eq). La solution est agitée pendant 30
minutes. On observe l'apparition du précipité de dicyclohexylurée (DCU) qui est filtrée
puis la solution obtenue est ajoutée directement sur la résine 17 (260mg, 0,1 mmol). 4-
diméthylaminopyridine (5mg, 0,04mmol, 0,4 eq) dissoute dans 1 ml de DMF anhydre
est ajoutée a la résine qui est agitée par retournement pendant 4 heures. Apreés filtration
et lavage de la résine avec DMF (3x), de I'anhydride acétique (57ul, 0,6 mmol, 6eq) et
DMAP (1,2 mg, 0,01mmol, 0.1eq) sont addtionnés avec 2 ml de DMF. Aprés 1 heure
d’agitation, 'amino-résine Fmoc-Gly-HMPA-PEGA est au rincée au DMF (3x) au CHCl,
(3x) puis traitée avec un mélange pipéridine/NMP (20/80 :3x5min). La résine est lavée
avec NMP (3x) et CH,Cl, (3x). L’adduit fluorénylméthyl-piperidine a été dosé par
spectroscopie UV (A= 301 nm, ¢ = 7800 mol’ dm® cm™) et permet d’'estimer le
rendement de couplage a 85% a partir de la quantité initiale d’amines disponibles
(0,085mmol, 280mg).

L’élongation de la séquence H-Ala-Gly-Ala-OH sur H-Gly-HMPA-PEGA est
réalisée a l'aide du synthétiseur selon la procédure classique pour obtenir 18. Le
rendement de couplage de 96% est évalué sur un aliquote par le dosage du Fmoc
libéré du dernier acide aminé de la séquence (300 mg de résine seéche, 0,081 mmol).

Le peptide-résine 18 est dissout dans le DMF et introduit dans une seringue

équipée d’'un fritté. Aloc-Aoa-OH (59,5mg, 0,34 mmol, 4eq) est solubilisé dans 10 ml de
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DMF ainsi que DCC (70,1mg, 0,34 mmol, 4eq) et HOBt (52,1mg, 0,34 mmol, 4eq).
Aprés 5 minutes, cette solution est transférée sur 18 et agitée pendant 2 heures. La
résine ensuite rincée au DMF(3x) et au CH,Cl, (3x). On obtient le composé 19 et un
test de Kaiser négatif permet d’envisager un rendement quantitatif (peptide-résine de
poids sec 315 mg ; 0,081 mmoles).

Une coupure d'un aliquote de peptide-résine 19 avec une solution de
TFA/H20 (90/10) selon la procédure générale conduit au composé 20.

HPLC analytique : 3-30 % B en 30 min ; Tr=15'70
ESI-MS [MH"] = 432,25 + 0,13 calculée pour C1gH2509Ns [M] = 431,40

Remarque :

Caractéristiques de Aloc-Aoa(Aloc-Aoa)-AGAG-0OH lors d'un couplage de 16 avec
HBTU (5eq)/DIEA (10eq) sur H-AGAG-HMPA-PEGA.

HPLC analytique : 3-30 % B en 30 min ; Tr = 28’00

ESI-MS [MH"] = 589,32 + 0,10 calculée pour CH3,0413Ng [M] = 588,52

Caractéristiques de Aloc-Aoa(Aloc-Aoa)-OBt aprés activation de 16 par HBTU
(5eq)/DIEA (10eq):

HPLC analytique : 3-48 % B en 50 min ; Tr = 34’85

ESI-MS [MH™] = 450,14 + 0,05 calculée pour C1gH19OgNs [M] = 449,37

H-Aoa-AGAG-HMPA-PEGA 10

19 est solvaté dans la NMP sous argon. On additionne Me;NH.BH3 (14,5mg,
0,243mmol, 3eq) puis Pd[P(Ph):]s (19mg, 0,02mmol, 0,2eq). Apres 10 minutes
d’agitation, la résine est lavée avec NMP (3x), NMP contenant 0,5 % de
diéthyldithiocarbamate de sodium hydraté (3x), NMP (3x) et du CHCl, (3x). La
déprotection d’'un aliquote par du TFA selon la procédure générale permet d’obtenir le
composeé 21.

HPLC analytique : 3-30 % B en 30 min ; Tr = 4’87
ESI-MS [MH"] = 348,28 + 0,13 calculée pour C12H2107Ns [M] = 347,32

Remarque :

Caractéristiques de produits répertoriés lors de I'obtention de 21
HPLC analytique : 3-30 % B en 30 min
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Composé Tr Formule chimiqu Masse moyenne | ESI-MS [MH]"
HO-CH,-AGAG-OH 537 C12H2007N4 332,31 333,32 +0,10
CH,=N-O-AGAG-OH 9’35 C13H2107N5 359,33 360,30 + 0,06
CH3-CH=N-O-AGAG-OH 1262 C14H2307Ns5 373,36 374,27 £ 0,03

Le rendement du composé 10 est de 81 % calculé a partir de la quantité initiale

d’amines (peptide-résine de poids sec 290 mg ; 0,081 mmoles).

Synthése d’analogues avec les dérivés Fmoc-Arg[bis(s, w)-Aloc]-OH,
Fmoc-Asp(OAIN-OH et Fmoc-Thr(Trt)-OH

H-G-DTR13-GAGA-HMPA-PEGA 33
H-G-DAR13-GAGA-HMPA-PEGA 33t1.a
H-G-ATR13-GAGA-HMPA-PEGA 33p.a
H-G-AAR13-GAGA-HMPA-PEGA 331p.Aa

Ces analogues ont été synthétisés selon la méme procédure que pour I'obtention
de 18. L’ordre des quatre premiers acides aminés a été inversé. Apres avoir obtenu la
résine 17 (260mg, 0,1 mmol) dans les conditions précédentes (page 175), le couplage
du premier acide aminé sur le bras HMPA a été optimisé.

Fmoc-Ala-OH (311,3 mg, 1 mmol, 10eq) est versé dans 6 ml de CH,Cl, anhydre. Le
produit se solubilise lors de I'ajout de 1 ml de DMF anhydre. L’ensemble est refroidi
dans un bain de glace a 0°C avant l'incorporation du DCC (103,2 mg, 0,5 mmol, 5eq)
pour former I'anhydride symétrique. La réaction se déroule sous argon pendant 30
minutes et dans ces conditions, la formation du précipité dicyclohexylurée (DCU) est
plus rapide comparée au méme protocole dans seulement du DMF anyhdre. La DCU
est éliminée en utilisant une seringue frittée sous argon. La solution limpide contient
I'anhydride dans un mélange CH,Clo/DMF. Le CH,Cl, est évaporé au BUCHI est
I'anhydride est directement versée sur la résine HMPA-PEGA 17 pendant 10 minutes.
La 4-diméthylaminopyridine (DMAP, 0,61 mg, 0,005 mmol, 0,05eq) dissoute dans 1ml
de DMF sec est alors ajoutée sur la résine puis la réaction se déroule pendant 2
heures. L’amino-résine Fmoc-Ala-HMPA-PEGA 26 est lavée par DMF/ CH,Cl,/MeOH/
CHxCl,. Une benzoylation est effectuée avec de I'anhydride benzoique (113,7mg, 0,5
mmol, 5eq) et de la pyridine (8 ul, 0,1 mmol, 1eq) pendant 30 minutes dans du DMF

pour bloquer les éventuelles fonctions alcool libre de la résine HMPA-PEGA 17
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susceptibles de donner des sous-produits durant I'élongation peptidique. Un aliquote
est prélevé pour déterminer le pourcentage de fixation lors de I'élimination du Fmoc.
L’adduit fluorénylméthyl-piperidine a été dosé par spectroscopie UV (A= 301 nm, ¢ =
7800 mol™ dm® cm™) et permet d’estimer le rendement de couplage & 100% & partir de
la quantité initiale d’amines disponibles (0,17mmol, 280mg).

L’élongation de la séquence H-R43-Gly-Ala-Gly-OH sur H-Ala-HMPA-PEGA est
réalisée a l'aide du synthétiseur selon la procédure classique pour obtenir H-R13-Gly-
Ala-Gly-Ala-HMPA-PEGA. Le rendement de couplage de 96% est évalué par le dosage
du Fmoc libéré du dernier acide aminé de la séquence (310 mg de résine séche, 0,096
mmol).

Le peptide-résine H-R3-Gly-Ala-Gly-Ala-HMPA-PEGA est divisé en quatre lots
(50mg, 0,015mmol) et les trois derniers acides aminés sont couplés sur le synthétiseur
selon la procédure générale. Le suivi UV sur l'appareil et le dosage de ['adduit
fluorénylméthyl-piperidine formé lors de I'élimination du Fmoc du dernier acide aminé
par spectroscopie UV (A= 301 nm, ¢ = 7800 mol" dm® cm™) indiquent pour les
composés 33, 331.a, 33p-a et 331p.aa UNE quantité d’amines disponible comprise entre
0,12 et 0,15 mmol. Une coupure des peptides du support par un traitement au
TFA/H,O/TIS (95/2,5/2,5) pendant 1 heure est effectuée puis ils sont précipités, lavés
dans I'éther froid, centrifugés (2x5min a 5000 tr/min) puis séchés. On obtient environ
10mg de produit brut qui sont dissout dans 10ml d’H,O. L’analyse HLPC révéle une
multitude de pics HPLC et la SM ne permet pas de formuler des hypothéses

convaincantes.

Caractéristiques des analogues :
HPLC analytique : 3-39 % B en 40 min

Composé Tr Formule chimique Masse moyenne ESI-MS [MH]"
33 25’15 Co6Ha5012N14 703,71 704,88 + 0,06
3371 24’94 Ca25H43011N14 673,68 674,27 £ 0,09
33p.a 19'21 C25H45010N 14 659,70 660,82 + 0,11
337D-AA 2074 C24H309N 14 629,67 630,77 £ 0,03
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ll. 3. 2. Synthése de H-Aoa-MUC,-HMPA-PEGA 6’
Rappel : MUC, = PPAHGVTSA

Fmoc-A-HMPA-PEGA 26
l Elongation Fmoc / Trt / Mmt

Trt-Aoa-PPAH(Mmt)GVT(Trt)S(Trt)A-HMPA-PEGA 39

TFA 95% / N’FA 2%

H-A0a-PPAHGVTSA-0H «N2OH OIM - A a-PPAHGVTSA-HMPA-PEGA

37 6’

L’obtention de 26 a déja été décrite page 177. L’adduit fluorénylméthyl-piperidine
formé lors de I'élimination du Fmoc de l'alanine a été dosé par spectroscopie UV (A=
301 nm, & = 7800 mol™ dm® cm™) pour donner la quantité initiale d’amines disponibles
(0,1 mmol, 280 mg de résine séche).

L’élongation de la séquence MUC, a été réalisée en phase solide avec un
synthétiseur de peptides en stratégie Fmoc/tBu selon la procédure générale avec les
acides aminés suivants :

Fmoc-Pro-OH ; Fmoc-Ala-OH ; Fmoc-Gly-OH ; Fmoc-Val-OH

Fmoc-Thr(Trt)-OH ; Fmoc-Ser(Trt)-OH

Fmoc-His(Mmt)-OH : Lors de lanalyse HPLC a 300 nm du Fmoc-His(Mmt)-OH
provenant de chez CBL-Patras (Grece), une impureté a hauteur de 25 % était présente
dans le produit de départ. Une analyse RMN a confirmé I'observation analytique. Des
analyses complémentaires ont été nécessaires pour identifier le composé
correspondant a la perte du groupe protecteur Mmt de la chaine latérale et formation de
Fmoc-His-OH. Une purification au préalable de 2,5 g de Fmoc-His(Mmt)-OH a été
entreprise sur colonne de silice flash par CCM dans un mélange MeOH / CH,Cl; suivie

d’'une révélation du groupe Mmt aux vapeurs de TFA.

ESI-MS [MH"] = 650,3 + 0,06 calculée pour C41H3505N3 [M]=649,2

HPLC analytique : Tr = 39'05 (3% a 90%B en 50’)

RMN dans DMSO-d6 : 6 (ppm): 12,7 (s, 1H, COOH); 7,9 (dd, 2H, -O-CH2>-CH); 7,3 (m
du Trt, 15H, 3 CsH5); 6,9 (m du Fmoc, 10H, 2 CgHs); 4,5 (dd, 2H, -C-CH,-CH), 3,7 (s,
3H, O-CHs-Trt), 3,3 (s, H, -NH-CQOO).
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Synthése de Trt-Aoa-OH 38

o
@ —NH—O—CHz—C\\O
C

Aoa[1/2 HCI] (1g, 9,15 mmol, 1eq) est dissout dans 100 ml de CHCl,. On ajoute
de la DIEA (4,79 ml, 27,5 mmol, 3eq) et du Trt-Cl (2,805 g, 10,065 mmol, 1,1eq). La

réaction se déroule pendant 15 heures a température ambiante et elle est suivie par

CCM. Deux produits distincts apparaissent qui aprés révélation aux vapeurs de TFA
deviennent jaunes indiquant alors la présence de Trt sur les composés formés. Le
premier serait le produit attendu 38 et le second correspondrait a une bis-tritylation de
'Aoa (Trt-Aoa-Trt 38’). Aprés évaporation du CH,Cl,, on élimine ce produit parasite par
une transestérification dans une solution de MeOH (50 ml) a reflux pendant 60 minutes.
Le suivi de la réaction s’effectue par CCM. Le produit est purifié rapidement sur colonne
flash de silice (CH,Cl,/MeQOH) car le Trt est trés sensible en milieu acide. Les solvants
sont évaporés ; le produit 38 est lyophilisé et obtenu sous la forme d’une poudre
blanche. La caractérisation par HLPC a 254 nm, spectrométrie de masse et RMN du

Trt-Aoa-OH a été réalisée et le rendement de la réaction est de 62 % (1,99).

Solvants de CCM : CH,Cl,/MeOH (95/5)

ESI-MS = 334,2 calculée pour Cz1H1903N, [M]= 333,1

HPLC analytique : Tr = 9’5 (50% a 90%B en 12’)

RMN dans DMSO-d6 : 6 (ppm): 12,71 (s, 1H, COOH); 7,7 (s, 1H, -NH-O); 7,3 (m, 15H,
3 CsHs); 4,1 (s, 2H, O-CH,-COOH).

Le peptide résine protégé sur les chaines latérales H-
PPAH(Mmt)GVT(Trt)S(Trt)A-HMPA-PEGA est séché afin de calculé sont en gain en
poids (422,5 mg). L’'absorbance de I'adduit fluorénylméthyl-pipéridine libéré lors de la
déprotection du Fmoc de la proline par le traitement pipéridine a été mesurée a 301 nm
(¢ = 7800 mol" dm® cm™). La valeur de 0,092 mmole indique que le rendement
d’élongation est donc de 92% en partant de la quantité initiale d’amines.

Le couplage de 38 s’effectue selon la procédure manuelle. Trt-Aoa-OH (153,2
mg de 0,46 mmol, 5eq) et HATU (174,8mg, 0,46 mmol, 5 eq) sont dissous dans 5 ml de

DMF. L’ensemble est versé sur la résine contenue dans une seringue frittée pendant 5
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minutes. La DIEA est alors incorporée (96,2 ul, 0,55 mmo, 6eql) et I'agitation se déroule
pendant 2 heures. La résine est lavée par DMF/CH.Cl,/MeOH puis un test de
Vojkovsky négatif permet de conclure a un couplage quantitatif. Aprés séchage, le

composé 39 a une masse de 445 mg (0,092 mmol).

H-Aoa-PPAHGVTSA-OH 37

Un aliquote de 39 est traité avec TFA/H,O (95/5) pendant 60 minutes afin de
déprotéger les chaines latérales et de couper le peptide de son support. Le composé 37

est analysé par HPLC et spectrométrie de masse.

MALDI-MS [MH]" = 909,55 calculée pour C3gHeoO14N12, [M]= 908,43
HPLC analytique : Tr =6’ (10% a 41%B en 50’)

H-Aoa-PPAHGVTSA-HMPA-PEGA 6’

Un aliquote de 39 est également traité par une solution de TFA/TIS/CH,Cl, (2/2/98 en
v/v) en « flux continu » pendant 12 minutes. Le peptide-résine « nu» est lavé par
CH,Cl,/MeOH/CH,CI,/DMF avant d’étre soumis a une coupure a la soude selon la
procédure générale. On obtient de nouveau le composé 37 avec les caractéristiques

mentionnées ci-dessus.

Le rendement global de la synthese du fragment C-terminal 6’ est de 92 % a partir
de la quantité initiale d’amines.
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[1l. Multiligations oxime

[ll. 1. Etude préliminaire : Synthése de Aloc-AoaMUC,-NH-CH>-CH=NO-CH,-CO-
MUC,-NH-CH,-CH=NO-CH,-CO-AGAG-0OH 25

Rappel de la synthése:

Aloc-Aoa -NH-CH2-CHO + H,N-O-CH,-CO-AGAG-HMPA-PEGA 10

l AcONa 0.1 M, pH=4.6

5
Aloc-Aoa NH-CH,-CH=N-O-CH,-CO-AGAG-HMPA-PEGA 22

TFA

Aloc-Aoa -NH-CHZ-CH=N-O-CH2-CO-AGAG-OH Pd(0)

23

H-Aoa NH-CH,-CH=N-O-CH,-CO-AGAG-HMPA-PEGA

9 TFA

H-Aoa NH-CH,-CH=N-O-CH,-CO-AGAG-OH

24

Synthése du peptide-résine 9 (premiére ligation oxime)

Le composeé 5 (17,5mg, 0,0084mmol, 1,5eq) est dissout dans 2 ml de AcONa 0,1
M, pH = 4,6. La solution obtenue est versée dans une seringue équipée d’un fritté
contenant 10 (20mg, 0,0056mmol, 1eq) pendant 5 heures. Le composé 23 obtenu par
clivage d’'un aliquote (2mg) du peptide résine 22 au TFA selon la procédure générale

décrite précédemment, est analysé.

MALDI-MS [MH]" = 2413,97 calculée pour C1goH156038N32, [M]= 2413,12
HPLC analytique : Tr = 25’ 23 (3% a 39%B en 40’)

Le groupement Aloc du composé 22 est éliminé par addition de Me,NH.BH3; (1mg,
0,017mmol, 3eq) et Pd[P(Ph)s]4 (1,3mg, 0,001mmol, 0,2 équivalent) dans 2 ml de NMP.
La réaction se déroule pendant 10 minutes sous argon et la résine est lavée avec de la
NMP(3x), NMP contenant 0,5 % de diéthyldithiocarbamate de sodium hydraté (3x),

- 183 -



NMP(3x) et CH,Cl, (3x). Un aliquote de 9 (2mg) est traité en présence de TFA selon la

procédure générale et le composé 24 est alors analyse.

MALDI-MS [MH]+ = 2330,22 calculée pour C96H152036N32, [M]= 2329,10
HPLC analytique : Tr =20’ 73 (3% a 39%B en 40’)

Le rendement de la premiére ligation est quantitatif et I'excés de produit 5 théorique
(5,83mg, 0,0028mmol, 0,5eq) est récupéré dans le tampon acétate (2ml), analysé puis

réutilisé pour la seconde ligation. Notons que 5mg de 5 ont été récupérés.

Synthése du peptide-résine 8 (seconde ligation oxime)

H-Aoa -NH-CH2-CH=N-O-CH2-CO-AGAG-HMPA—PEGA 9
1,5eq 5
AcONa 0,1 M, pH=4,6
Aloc-Aoa -NH-CHZ-CH =N-O-CH,-CO -NH-CH2-CH=N-O-CHZ-CO-AGAG-HMPA-PEGA 8

l TFA

Aloc-Aoa —NH—CHZ—CH=N—O—CH2—CO NH-CH,-CH=N-O-CH,-CO-AGAG-0H 25

La seconde ligation avec le méme fragment médian 5 est réalisée suivant le
méme protocole que pour la premiére ligation.
Le composé 5 (13,1mg, 0,0063mmol, 1,5eq) est dissout dans 2 ml de AcONa 0,1 M, pH
= 4,6. La solution obtenue est versée dans une seringue équipée d’un fritté contenant 9
(15mg, 0,0042mmol, 1eq) pendant 5 heures. Le composé 25 obtenu par coupure du

peptide résine 8 au TFA selon la procédure générale, est alors analysé.

MALDI-MS [MH]" = 4396,31 calculée pour C1g4H287067N59, [M]= 4395,09
HPLC analytique : Tr = 26’ 07 (3% a 39%B en 40’)

Le rendement de la seconde ligation est de 97% (estimation par rapport a

l'intégration des pics HPLC a 214nm). L’excés de produit 5 (4mg) est récupéré dans le
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tampon acétate (2ml). Le composé 25 a été purifié¢ en HLPC semi-préparative et on
obtient 12 mg d’un composé sous forme de poudre blanche.
Le rendement de la synthése conduisant au peptide 25 est de 65 % en partant de la

quantité initiale d’amines disponibles.

lll. 2. Synthése de 1’

S5 Aloc-Aoa -NH-CHZ-CHO + H-Aoa -HMPA-PEGA 6’

AcONa 0,1M, pH = 3,6

AIoc—Aoa -HMPA-PEGA 56’

NDMBA / Pd[P(Ph),], / NMP

v

3 H--NH-CHZ-CHO + H—Aoa -HMPA-PEGA 57

AcONa 0,1M, pH = 3,6

v

H-[ MUC, ]:[ MUCaHMUCb]-HMPA—PEGA

TFA

v H-[ MuC, ]:[ MUCa]:[ MUGC, ]—OH

Svynthése du peptide-résine 56’ (premiére ligation oxime)

Afin de minimiser les éventuelles réactions parasites (adduits sur Aoa et
transoximation) et d’optimiser la ligation, la premiére réaction s’effectue a partir du
peptide-résine protégé 39 (20mg, 0,0041mmol, 1eq) présent dans une seringue munie
d’un fritté. On élimine les groupes protecteurs par une solution de TFA/TIS/CH,Cl,
(2/2/98 en v/v) en « flux continu » pendant 12 minutes. Le peptide-résine « nu » 6’ est
lavé par CH,Clo/MeOH/CH,CIlo/H2,O puis on verse 1,1 équivalents de 5 (9,5mg,
0,0045mmol) dissout dans 1,5 ml de tampon acétate 0,1M de pH = 3,6 pendant 3

heures 30 minutes. Un aliquote (2mg) du peptide-résine 56’ est coupée de son support
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par TFA/H,O/TIS (95/2,5/2,5 dans 0,5ml) pendant 30 minutes puis précipité dans

I'éther froid pour conduire au composé Aloc-AoaMUC,=MUC,-OH qui est analysé.

MALDI-MS [MH]" = 2975,61 calculée pour C126H195045N39, [M]= 2974 ,41
HPLC analytique : Tr =23 90 (10% a 41%B en 50’)

Le rendement de la premiére ligation est de 92% (estimation par rapport a l'intégration
des pics HPLC a 214nm).

Remarques : 0,5mg de 5 ont été récupéré a la suite de la premiére ligation.

Mode opératoire pour la formation de « 'adduit acétone » sur le composé 6’
6’ (2mg, 00041mmol, 1eq) est introduit dans une seringue équipée d’un fritté et dissout
dans 0,5 ml de tampon acétate 0,1M a pH=3,6. L’acétone (150ul, 0,002mmol, 5eq) est
additionnée pendant 15 minutes. Apres filtration et lavages de la résine par le tampon/
CH,Cl,/MeOH/CHCl,, la résine est traitée avec TFA/H,O/TIS (95/2,5/2,5 dans 0,5ml)
pendant 30 minutes. « L’adduit acétone » est précipité dans un mélange Et,O/EP (1 :1),
lavé avec Et,0, séché et analysé.

MALDI-MS [MH]+ = 949,51 calculée pour C41H64014N12, [M]= 948,46
HPLC analytique : Tr=16" 72 (10% a 41%B en 50’)

Elimination de I’Aloc du peptide-résine 56’

Le groupement Aloc du composé 56’ est éliminé par addition de NDMBA (3,85mg,
0,0246mmol, 6eq) et Pd[P(Ph)s]s (9,5mg, 0,0082mmol, 2eq) dans la 1,5 ml de NMP
anhydre. La réaction se déroule pendant 30 minutes sous argon et la résine est lavée
NMP/CH,Cl,/MeOH/CH,Cl,. Un aliquote (2mg) du peptide-résine 57’ est coupée de son
support par TFA/H,O (95/5 dans 0,5ml) pendant 30 minutes pour conduire au composé
H-AoaMUC,=MUC,-0OH qui est analysé. Au regard du profile HPLC, la déprotection est

quantitative.

MALDI-MS [|\/|H]+ = 2891 ,13 calculée pour C122H191043N39, [M]= 2890,39
HPLC analytique : Tr =14’ 51 (10% a 41%B en 50’)
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« Adduit acétone » sur le composé 57’ :
Le mode opératoire est le méme que « I'adduit acétone » sur 6’ mais le temps de

réaction est de 120 minutes.

MALDI-MS [MH]" = 2931,16 calculée pour C12sH195043N39, [M]= 2930,42
HPLC analytique : Tr = 24’ 72 (10% & 41%B en 50°)

Lorsque le nombre d’équivalents en acétone augmente :
L’acétone (3ml, 0,041mmol, 100eq) est additionnée pendant 120 minutes. Aprés
filtration et lavages de la résine par le tampon/ CHCl,/MeOH/CH,Cl,, la résine est
traitée avec TFA/H,O/TIS (95/2,5/2,5 dans 0,5ml) pendant 30 minutes. « L’adduit
acétone » est précipité dans un mélange Et;O/EP (1:1), lavé avec Et,0, séché et

analyseé.

MALDI-MS [MH]+ = 2931 ,32 calculée pour C125H195043N39, [M]= 2930,42
HPLC analytique : Tr =24’ 20 (10% a 41%B en 50’)

Produit de transoximation :
MALDI-MS [|\/|H]+ = 949,78 calculée pour C41Hg4014N12, [M]= 948,46
HPLC analytique : Tr=17" 51 (10% a 41%B en 50’)

Synthése de 1’ (seconde ligation oxime)

Cette seconde ligation oxime sur support solide est effectuée dans les mémes
conditions que la premiére. Dans une seringue équipée d’un fritté et contenant 57’
(10mg, 0,002mmol, 1eq), on ajoute 3 (4,3mg, 0,0022mmol, 1,1 eq) dissout dans 1,5 ml
de tampon acétate 0,1M de pH = 3,6. Aprés 3 heures 30 minutes, la résine est lavée
avec le tampon/CH,Cl,/MeOH/CH,Cl,. Un aliquote (2mg) du peptide-résine est coupée
de son support par TFA/H,O/TIS (95/2,5/2,5 dans 0,5ml) pendant 30 minutes puis

précipité dans I'éther froid pour conduire au composé 1’ qui est analysé.

MALDI-MS [MH]+ = 4802,74 calculée pour C204H319070N65, [M]= 4799,33
HPLC analytique : Tr=17" 34 (10% a 41%B en 50’)

Au final, on obtient 5mg de 1‘ et le rendement global de la synthése est de 52% a partir

de la quantité d’amines disponibles.
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lll. 3. Synthése de 2’

5 Aloc-Aoa -NH-CH2-CHO + H—Aoa—HMPA-PEGA 6

\ AcONa 0,1M, pH =3,6

AIoc-Aoa -HMPA-PEGA 56’

\ NDMBA / Pd[P(Ph),], / NMP

7 |PADREMUC, |-NH-CH,-CHO + H-Aoa —HMPA-PEGA 57

\ AcONa 0,1M, pH = 3,6
[ PADREMUC, ]:[ |v|uca]=[|v|ucb

\ TFA

2’ | PADREMUC, :‘ MUCaH MUC, |-OH

-HMPA-PEGA

Synthése du peptide-résine 57’ (Aprés la premiére ligation oxime)

Les étapes de synthese du composé 1’ ont permis de prendre 10mg de 57’ pour

entreprendre la seconde ligation oxime.

Synthése de 2’ (seconde ligation oxime)

Cette seconde ligation oxime sur support solide est effectuée dans les mémes
conditions que la premiére. Dans une seringue équipée d’un fritté et contenant 57’
(10mg, 0,002mmol, 1eq), on ajoute 7 (7mg, 0,0022mmol, 1,1 eq) dissout dans 1,5 ml
de tampon acétate 0,1M de pH = 3,6. Aprés 3 heures 30 minutes, la résine est lavée
avec le tampon/CH,Cl,/MeOH/CH,Cl,. Un aliquote (2mg) du peptide-résine est coupée
de son support par TFA/HO/TIS (95/2,5/2,5 dans 0,5ml) pendant 30 minutes puis

précipité dans I'éther froid pour conduire au composé 2’ qui est analysé.
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MALDI-MS [MH]" = 6064,74 calculée pour CaesHa20083Ns0, [M]= 6063,11
HPLC analytique : Tr= 3578 (10% a 41%B en 50’)

Au final, on obtient 4 mg de 2* et le rendement global de la synthese est de 33% a partir

de la quantité d’amines disponibles.

V. GLYCOSYLATION

IV. 1. Mode opératoire pour la glycosylation

L’enzyme est TUDPGalNAc, polypeptide a-GalNAc transférase T1 (E.C.2.4.1.41),
construction soluble de I'enzyme bovine exprimée dans les cellules d’insectes infectées

par un baculovirus recombinant ~ 10 ng/ul, ~ 3U/mg

Le milieu réactionnel contient :
50 mM morpholino-éthane sulfonique (MES), pH = 6,5
15 mM de MnCl,
5 mg/ml d’albumine sérique bovine
20 uM d’UDP-[*H]GalNAc, 25000 cpm/nmol
5 ng d’enzyme

peptide accepteur de concentration [C] =0 ; 0,125 ; 0,25 ; 0,5 mg/ml

L’incubation est de 30 mn a 37°C puis la réaction est arrétée avec 0,75 ml d’eau.
La purification sur colonne d’échange d’anions (Dowex 1x8, CI', 100-200 mesh) permet
la rétention des groupements phosphates de 'UDP-[’H]GalNAc qui n'ont pas réagi avec
le substrat ainsi que les résidus [°H]GalNAc libres provenant de la dégradation de
'UDP-[°H]GalNAc.

Apres I'élution, 2,5 ml de liquide de scintillation sont ajoutés a I'éluat permettant
alors une mesure de la radioactivité par un compteur a scintillation (Liquid Scintillation
Analyzer, Packard, Rungis, France) afin de déterminer lefficacité du transfert des
résidus GalNAc.

Notons que pour évaluer la radioactivité due aux résidus GalNAc libres, un témoin est

réalisé avec un mélange réactionnel sans le peptide accepteur.
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IV. 2. Synthese des monomeéres

Synthése du monomeére MUC1(COOH)

Une Fmoc-Ala-Wang-PS (250 mg de résine seche ; substitution : 0,4 mmoles/g) est

traitée par une solution de pipéridine a 20% dans du CH>Cl; (5 ml), 3 x 5 min. La
synthése sur phase solide a été ensuite réalisée en stratégie Fmoc/tBu selon la
procédure générale. Le rendement de couplage de 95% est évalué par le dosage du
Fmoc libéré du dernier acide aminé de la séquence (420 mg de résine séche, 0,095
mmol).

Le peptide-résine est soumis a un traitement au TFA/H,O/TIS (90/5/5 en v/v) pendant
deux heures ; la solution est filtrée et la résine est lavée au DCM ; le filtrat recueilli est
évaporé puis précipité dans I'éther froid. Le peptide est filtré sur fritté, séché et purifié

par chromatographie liquide haute performance en phase inverse (RP-HPLC).

Obtention de 170 mg de composé sous la forme d’'une poudre blanche.
Rdt = 95% calculé a partir de la quantité initiale d’amines

ESI-MS = 1886.61 +/- 0.41 calculée pour CgoH127028N2s5, [M]= 1885.17
HPLC : Tr = 1994 (3% a 30% B en 30’)

HPLC semi-préparative :Tr = 6’05 (15% a 30% B en 30°)

Synthése du monomeéere MUC1(CONH>)

Une Fmoc-Rink-Amide résine (250 mg de résine séche ; substitution : 0,4 mmoles/g)

est traitée par une solution de pipéridine a 20% dans du CHCl, (5 ml), 3 x 5 min. La
synthése sur phase solide a été ensuite réalisée en stratégie Fmoc/tBu selon la
procédure générale. Le rendement de couplage de 90% est évalué par le dosage du
Fmoc libéré du dernier acide aminé de la séquence (400 mg de résine séche, 0,090
mmol).

Le peptide-résine est soumis a un traitement au TFA/H,O/TIS (90/5/5 en v/v) pendant
deux heures ; la solution est filtrée et la résine est lavée au DCM ; le filtrat recueilli est
évaporé puis precipité dans I'éther froid. Le peptide est filtré sur fritté, séché et purifié

par chromatographie liquide haute performance en phase inverse (RP-HPLC).

Obtention de 151 mg de composé sous la forme d’'une poudre blanche.
Rdt = 90% calculé a partir de la quantité initiale d’'amines

ESI-MS = 1885.51 +/- 0.12 calculée pour CgoH128027N2s, [M]= 1885.07
HPLC : Tr=19'12 (3% a 30% B en 30’)

HPLC semi-préparative :Tr = 5’36 (15% a 30% B en 30’)
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Synthése du monomeére Aoa-MUC,-OH

Fmoc-Ala-Wang-PS (250 mg de résine séche ; substitution : 0,4 mmoles/g) est traitée
par une solution de pipéridine a 20% dans du CHCl, (5 ml), 3 x 5 min. La synthese sur
phase solide a été ensuite réalisée en stratégie Fmoc/tBu selon la procédure générale.
Le peptide-résine H-MUC,-Wang-PS est dissout dans le DMF et introduit dans une
seringue équipée d’un fritté. Boc-Aoa-OH (65mg, 0,34 mmol, 4eq) est solubilisé dans
du DMSO (0,5 ml) puis dans 5 ml de DMF avec DCC (70,1mg, 0,34 mmol, 4eq) et
HOBt (52,1mg, 0,34 mmol, 4eq). Aprés 5 minutes, cette solution est transférée sur le
peptide-résine et agitée pendant 2 heures. La résine ensuite rincée au DMF(3x) et au
CHCl; (3x). On obtient le composé Boc-Aoa-MUC,-Wang-PS et un test de Vojkovsky
négatif permet d’envisager un couplage quantitatif (peptide-résine de poids sec 415
mg ; 0,092 mmoles).

Le peptide-résine est soumis a un traitement au TFA/H,O/TIS (90/5/5 en v/v)
pendant deux heures ; la solution est filtrée et la résine est lavée au DCM ; le filtrat
recueilli est évaporé puis précipité dans I'éther froid. Le peptide est filtré sur fritté, séché

et purifié par chromatographie liquide haute performance en phase inverse (RP-HPLC).

Le traitement classique de déprotection de I'aminoxy se poursuit par la
déprotection des chaines latérales et le clivage du peptide de la résine par le mélange
TFA/HO/TIS (95/2,5/2,5 en v/v) pendant deux heures. Les étapes de lavages,
évaporation des solvants et précipitation a 0°C dans I'éther trés pur dépourvu
d’acétaldéhydes terminent la manipulation. Le produit Aoa-MUC,-OH est ensuite purifié,

lyophilisé et stocké a -20°C.

Obtention de 145 mg de composé sous la forme d’'une poudre blanche.
Rdt = 81% calculé a partir de la quantité initiale d’amines

ESI-MS = 1959.69 +/- 0.53 calculée pour CgoH130030N26, [M]= 1959.27
HPLC : Tr=17'25 (15% a 60% B en 40’)

HPLC semi-préparative :Tr = 19'36 (17% a 44% B en 30’)
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Synthése du monomére H-MUC,(cystéine)-OH

H2N-CH-NH-PAHGVTSAPDTRPAPGSTA—OH

Hs— 112

Fmoc-Ala-Wang-PS (250 mg de résine séche ; substitution : 0,4 mmoles/qg) est traitée
par une solution de pipéridine a 20% dans du CHCl, (5 ml), 3 x 5 min. La synthése sur
phase solide a été ensuite réalisée en stratégie Fmoc/tBu selon la procédure générale.
Le rendement de couplage de 96% est évalué par le dosage du Fmoc libéré du dernier
acide aminé de la séquence (430 mg de résine seche, 0,096 mmol).

La déprotection des chaines latérales et le clivage du monomére de la résine sont
réalisés par un traitement avec TFA/TIS/H,O (95/2,5/2,5) pendant 2 heures. Les
solvants de rincage et de manipulation sont évaporés et le composé obtenu est
précipité dans de I'éther a 0 C ; aprés filtration, le produit est purifié sous argon par

HPLC avec une colonne semi-préparative C18 lyophilisé et stocké sous gaz inerte.

Obtention de 123 mg de composé sous la forme d’'une poudre blanche.
Rdt = 68%calculé a partir de la quantité initiale d’amines

ESI-MS: 1892.23 + 0.47 calculée pour C78H125028N25S, M = 1892.33 ;
HPLC : Tr=187 (15% a 60%B en 40’)

HPLC semi-préparative :Tr = 18’52 (17% a 44%B en 30’)
IV. 3. Synthese des diméres

Synthése du dimére MUC2(amide) 58

Fmoc-Ala-Wang-PS (250 mg de résine séche ; substitution : 0,4 mmoles/qg) est traitée

par une solution de pipéridine a 20% dans du CHxCl, (6 ml), 3 x 5 min. La synthése sur
phase solide a été ensuite réalisée en stratégie Fmoc/tBu selon la procédure générale.
Le rendement de couplage de 82% est évalué par le dosage du Fmoc libéré du dernier

acide aminé de la séquence (620 mg de résine seche, 0,082 mmol).

La déprotection des chaines latérales et le clivage du dimére de la résine sont réalisés
par un traitement avec TFA/TIS/H,O (95/2,5/2,5) pendant 2 heures. Les solvants de
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ringage et de manipulation sont évaporés et le composé obtenu est précipité dans de
'éther a O C ; aprés filtration, le produit est purifié par HPLC avec une colonne semi-

préparative C18 lyophilisé et stocké.

Obtention de 200 mg de composé sous la forme d’'une poudre blanche
Rdt = 65%calculé a partir de la quantité initiale d’amines

ESI-MS: 3755.48 + 0.30 calculée pour C160H252055N50 M= 3754.60
HPLC : Tr=17" (0% a 100%B en 50’)

HPLC semi-préparative :Tr = 17°36 (0% a 100%B en 50°)

Synthése du dimére MUC2(cystéine) 60

H2N-CH-NH-PAHGVTSAPDTRPAPGSTA—OH

—Cr2

S
T—CHo
H2N-CH-NH-PAHGVTSAPDTRPAPGSTA— OH

L’oxydation de 15 mg de monomére H-MUC;,(cystéine)-OH se déroule a l'air en
milieu basique a pH = 8, avec du carbonate d’'ammonium [(H4N)>,CO3] = 0,1 M, pendant
24 heures.

Le produit est ensuite purifié¢ en HPLC semi-préparative, les solvants évaporés et

le dimére obtenu, lyophilisé.

Obtention de 13,5 mg de composé sous la forme d’'une poudre blanche
Rdt = 90% calculé a partir de la quantité initiale de monomeére utilisé.
ESI-MS: 3783.37 + 0,22 calculée pour C156H248056N5082 M= 3782.66
HPLC : Tr=20’86 (17% a 42%B en 30’)

HPLC semi-préparative :Tr = 21'71 (17% a 44%B en 30’)

Synthése du dimére MUC2(oxime) 59

H—PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA— HN-CH»-CH =N —(0Q —CHy»—C —PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA —OH
O

Le partenaire aldéhyde 3 (H-MUC,-CHO) [8 mg, du 4,05.10° mmol, 1 éq] est dissout

dans 8 ml d'un mélange TFA/H,O (95/5 en v/v) pendant 10 mn ; la solution est alors
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évaporée a sec. Aoa-MUC,-OH [8,16.10° mmol, 2 éq, 16 mg) est dissout dans un
tampon acétate de concentration égale a 0,1M et de pH = 4,6.

Le composé Aoa-MUC,-OH est transvasé dans le tube contenant le composé 3 et
la cinétique de la réaction est suivie par HPLC analytique ; au bout de 5 heures le
partenaire en défaut a totalement été consommé et le produit obtenu est purifié par

HPLC semi - préparative.

Obtention de 12 mg de composé sous la forme d’'une poudre blanche
Rdt = 75%calculé a partir de la quantité initiale de monomére 3 utilisé
ESI-MS : 3869.63 + 0.47 calculée pour C164H258057Ns, M = 3869.13
HPLC : Tr=21'79 (15% a 60%B en 40’)

HPLC semi-préparative :Tr = 23’69 (15% a 60%B en 40°)

IV. 4. Analyse des composés dimeres glycosylés par LC/MS

Mode opératoire :

Préparation de solution mere a 250 pmol / ul dans I'eau puis injection de 1 yl de cette
solution mere dans une colonne Pepmap C18 (15cm x 300um x 3um) de débit 5ul /
min. (Solvants : A: H,O + 0,1 % TFA ; B: ACN + 0,1 % TFA)

Composé 1 GalNAc 2 GalNAc 3 GalNAc
MUC(COOH) 2089,68 +0,21 / /
MUC(CONHy) 2088,61+0,24 2291,70+0,02 /
MUC2(amide) 3958,51+0,55 4161,28+0,81 4364,48+0,26
MUC2(oxime) 4072,13+0,36 4275,59+0,16 4478,71+0,24
MUC2(cystéine) 3986,40+0,67 4189,77+0,47 /
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Abstract—An aminooxy-contaning peptide, the nuceophile partner for oxime ligations, 1s wsually grafted on a WH -peptide resin
by activating a protected amimoox yacetic acid as an active ester, Here, we have shown that its subssquent coupling to NH,-peptides
resin competes with the overacylation of the -NH—{}- nitrogen and that the overacylation level increases with the basicity of the
reaction mxture, Moreover, we found that overacylation & prevented when the COOH of the Aoca-derivatives 1s engaged in an

amide bond
5 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Oxime ether chemistry has recently atiracied atizntion
a5 aconvenient approach to the rapid formation of com-
hinaiorial libraries,! as well as o the chemoselective
llgnLlc_:;n of protein-like polvpeptides as developed by
Rose.” The oxime bond 15 penerated by an addibon-
elimination between an electrophile carbonvl-containing
compound such as aldehvde or ketone and an aminooxy
nucleophile® In chemical peptide and protein syntheses,
the oximation reaction is chemoselective as aminooxy
derivatives are weak bases although they are reactive
nucleophiles toward carbonyl groups due to the a-effect
of the neighboring heteroatom. The reaction proceeds
under mild acidic conditions® at which the basic side
chain of 1vimne, argimne and 2-NHs are protonated.

Abbreviatine: Alog, allyloxycarbonyl;, Aca, amineoxyacetic acid;
DOC, W AN -dicyclleylearbodiimide; DIEA, 8 A-diisopropylethyl-
amine; DMAP, d-dimethylaminopyridineg Fros, 9-Tuomeny neth oy -
carbodryl; HATU, 2 1H-T-amabepeotriaecle-1-y1)-1,1 3,31t mmmet iyl -
wronriwn  lwesafluorophoaphate; HETT, 241 H-beneotriascle-1-y1)-1,
13 S-tetramethyluronivm hesafleorophosphate; HOTU, Schloro-2+-
1H-beneotnazek-1-y1)- L, 1,3 3-etraneth vluomiom . hexalvorophos-
plate; HOAL,  hydrooy-T-assbensotriazole; HOBL,  1-hydrosy-
bsitmotriazale;  Cl-HOBL,  Schboro-1-hydiosybenzotnaeols  TFA,
trflworeacetic acid; TIS, triisopropy kilams .
Eeprwards: Amineoxy gioup, Ovemcylation; Coupling reagent; Peptide
ayntlesi; Chemoseloctive ligation.
PAdfliated with the University of Orléans and TNSERM.
* Comesponding author. Tel: +33 2 38 25 55 77 fax +332 3863 15
17; e-mail: debnas@onm-orkans T
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The oximation reaction has proven to be very efficient
for the swnthesis of compounds such as the following:
polypeptides,” multimer compound for receplor Larget-
ing," or vaccine design,” cvclic peptides,® E,l:.-cnpep[i.d.es:g
and oligonucleotide—peptide conjugates.™ It is also effi-
cient For grafling a probe to microarray, ' and for intro-
ducing a prosthetic group to a peptide.’® Oximes are
stable in a wide range around the physiological pH.»
As the formation of oxime bonds in chemoselectve liga-
tion procedures has become a most etficient wol, the
insertion of appropriate functionalities in each partner
has been steadily growing. The introduction of an alde-
hyde and a ketone group has recently been reviewed.™
The mtroduction ol an aminooxy group 15 usually
carried out using the commercially available N-Boc pro-
tected aminooxy acetic acid'® (Aoa) and a few svntheses
of a modified amino acid bearing an aminooxy group on
its side chain.'® However, side reactions such as over-
acvlation may oocur on the -NH-0O- nitrogen leading
to an AoalAoa)-peptide as a by-product®'7 The use
of diprotected Aoa derivatives such as N N-di-Boc pro-
tected Aoa (BocAoa—0H)" and phthaloyl protected
Aoa'® prevents overacvlation from occurring, More-
over, the useol a hindered and nonelectron withdrawing
group such as [rl[}-l{Tr[ﬁ” versus an electron withdraw-
ing group such as carbamate (Boc) as N-Aoa protecting
group is also wseful to prevent overacylation. Through-
out these reports, the coupling step was performed using
various coupling reagents.
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Reasoning that the s-effect of the oxyvegen atom not only
alfects the nucleophile but also the basic character of the
neighboring amino-group with an increase in its acid
character, we envisioned that the basic conditions dur-
ing the coupling step would enhance the overacvlation
process. This hvpothesis was considered using an Aoa
derivative protected with a nonhindered withdrawing
group such as allvloxvearbonyl (Aloc) by which over-
acvlation should be maximized. To introduce Aloc—
Aoa—OH, protocols were carried out using several
coupling agents under different conditions such as
concentration, reaction time, and presence of base.

Aloc-Aoa—OH™ was coupled to the 2-NH; of the pep-
tide resin resulting from the elongation of the model
peptide AGAG using a2 Wang resin and the Fmog/
f-Bu strategy (Table 1), The peptide was released with
TFA, Hy0, 95/5 After TFA evaporation under vac-
unm, the peptide was solubilized in HyO (1 mg/ml)
and analveed by HPLC and mass spectrometry. The
purity of crude peptides was estimated by integration
of the HPLC profiles.

Using HBTUP? (4 equiv) as coupling reagent with DIEA
(10 equiv), that is, a 2.5-fold excess of base, the intro-
duction of Aloc—Aoa—0OH led to a quantitative acylation
over 30 min but with 40% of the overacvlated form
(Table 1, entry 1). With a lower excess of DIEA (1.25-
fold), the overacylated form was only 24% (Table 1,
entry 2). To further demonstrate the effect of the base,
HBTLU was used with the hindered base collidine
(2 4.0-trimethvlpyridine, p&, 7.4), a weaker base than
DIEA (p&, 10.1). Whatever the excess of collidine used,
the formation of the overacvlated product was pre-
wvented (Table 1, entries 3 and 4). However, the acvlation
reaction was less effective than when DIEA was used
{Table 1, entries £ vs | and entries 3 vs 2). This observa-
tion is in agreement with the aminium/uronium salt
activation of a hindered amino acid, which is optimal
in the presence of DIEA versus collidine ™

In order o determine when overacvlation oocurs, that is,
on the Aoa derivative in solution or on the Aoa deriva-
tive already grafied to the peptide resin, a double cou-
pling was performed (Table 1, enwry 3). No increase in
the overacvlation level was observed under these condi-
tions, This suggests that the acvlation of NHepeptide
resin competes with the acvlation of -NH-O- of the

Aoa-derivative. In other words, the overacvlated com-
pound Aloc-Aoal Aloc-Aca)-OBt must be first formed
in solution and then transferred on the HaN-peptide
resin before acylation is completed. Despite the well-
known lability of OBt esters, we were pleased to charac-
terize Aloc—-AovalAloc—Aoa)—0OBt in the activation mix-
ture  (see Supplementary  data). Consequenty, the
nucleophilicity of the nitrogen of the Aloc-Aocza-0OH
species changes and depends on the bond in which the
carbonyl is engaged, the amide bond preventing the
overacvlation to occur, This might explain why the over-
acvlation process has not been observed with amino
acids that bear the oxvamine on the side chain.'S During
the activation of the COOH, the proton of the -NH-0-
of the Aoca derivative becomes more labile, to the point
of being ghstracted by increasing the basicity of the reac-
tion mixture, Hence, two wavs can be pursued to reduce
the overacvlation process, that is, driving the coupling
reaction as rapidly as possible w the formation of the
Aloc-Aoa-peptide resin and/or diminishing the efficient
basicity of the reaction mixture,

To increase the rate of the coupling reaction, HATU*
the more powerful aminiumyuronium-based coupling
reapent, was used o activate Aloc—Aoa—0OH as well as
the new HOTU®® (Scheme 1, Table 2) whose HOB-
derivative moiety is as acidic as that of HATU (pK,:
328 and 335 for HOAL and CI-HOBt, respectively, vs
4,60 for HOBt). The use of HCTU led to 35% of the
overacvlation level (Table 2, entrv 1) whereas the use
of HATU led to 19%: (Table 2, entry 2). This indicates
that the neighboring group effect of the N of the pyri-
dine ring of OAL active ester™ does intervene in the
coupling reaction affording more rapidly the amide form
to the detriment of Aloc—Aoal Aloc—Aoa)l—OBL. Best
ressults were obtained with HATU and a 1.25-fold excess
of collidine, conditions under which no overacylation

PF, FFg PF
MBEN L] "-'h‘f'! ] MB:NI ]
4—NMap #—MNMe; #—hMez
N Mo N e N
T LfTr N !
Vi N_ . -.ﬁf! l e, ﬁ’
e Q Q
HETU HATU HCTU
Sclhense 1.

Tabke 1. Acylation of M-temminal-amine of H-AGAG-Wang-redn with Alec-Aca—OH wing HETU as coupling meagent

Aloc-Apa-0OH  Coupling reagent  Base Time  HayMeaw  Aloc-Aoa MHeew  Aloc-Acal Aloc-Aoa) M Haww
(min) (%" a® %)
Single coupling
1 4 o uiv HETL 4 equiv DIEA 10 equiv 30 1] 1] Al
2 4 o uiv HETL 4 equiv DIEA 5 equiv 30 5 T M
3 4 o uiv HETL 4 equiv Collidine 5§ equiv 30 17 ] 1]
4 4 o uiv HETL 4 equiv Collidineg 10 equiv.~ 30 [ au 1]
Dusibde coupling
5 4 o uiv HETL 4 equiv DIEA 10 equiv 30 1] ]
i g v +HBETU dequiv. +DIEA 10 equiv a0 1] 1]

A Eatimated by integration of the HPLC peaks a1 214 nm.
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Table 2 Acylation of M-terminal amine of H-AGAG-Wan g-resin with Aloc-Aoca-0H wing HATU and HCTU & coupling reagents

Alpc-AoaOH  Coupling neagent Base Time  HyMoeee  Aloc-Aoa-WHaene Ao Acal Aloc-Aca ) W Hoanes
fmind (%) ) e
1 deguiv HCTU 4 equiv DIEA 10 equiv 30 U 3] 35
2 deqguiv HATT 4 equiv DIEA 10 equiv 30 U 81 19
3 dequiv HATT 4 equiv Collidine § squiv 30 4 @6 U
4 deguiv HATT 4 equiv Collidineg 10 egquiv. - 30 5 a3 U
5 dequiv HATT 4 equiv Collidine § squiv il 3 a7 U

A Eatimated by integration of the HPLC peaks st 214 mm.

Table 3. Acylation of M-terminal amine of H-A0GAG-Wan gresin with Aloc-Aca-OH wing a carbodiimide & coupling reagent

Aloc-Aca-OH  Coupling reagent Time  HyMesw (%" Aloc-Aos NHeew (307" Aloc-Aoal Aloc-Aoa)- MHee (30"
{min)
Single coupling
1 5 equiv DCCHOBL § equiv il 24 i 3
2 5 equiv DCOCTHORB 5 equiv 1X 2 au 4
3 5 equiv DCOCTHORB 5 equiv 150 1 au 5
4 4 equiv DOCCTHOBL 4 equiv 120 4 a5 U
5 10 equiv DOCTHOB 10 equiv 1X 2 au 4
Dunibrle coupling
[ 5 equiv DCOCTHORB 5 equiv L1 24 i 3
+3 equiv ADCCHOB 3 equive 6D 4 L] 3

A Eatimated by integration of the HPLC peaks st 214 mm.

was observed and only 4% of the nonacvlated form
(Table 2, entrv 3). This incomplete acvlation is quite
aoceptable since the acvlation wvield was pood and no
bv-product could react with an aldehvde-containing
peptide during the oximation reaction. No overacvlation
wis observed even when a 2.5-fold excess of collidine or
an increasad reaction time was used (Table 2, entries £
and 3).

Since the reactivity of -NH-O- toward overacvlation
increases as the basicity of the amine added to the amin-
iumfuronium coupling reagent increases, it would be
interesting to activate Aloc—Aoa—0H with dicvlohexvl-
carbodiimide (DCC), a coupling reagent, which does
not require the presence of an ;;’dxil[i{:-nal tertiary hase
o activate the carboxvlic acid.* In this work, DCC
was combined with HOBL*® an acidic nucleophile addi-
tive (Table 3). Provided that the reaction time and the
equivalents of the coupling reapent were oplimized,
acvlation was very efficient with a minimal level of over-
acvlation. The best compromise was obtaned using
dequiv of DCC/HOBL over 120 min {Table 3, entry 4),
which afforded no significant overacvlated peptide
(=1%) and less than 3% of the nonacvlated peptide.

In summary, the conditions for coupling Aoca-deriva-
tives were investigated in order to avoid overacvlation
of the NH-0 group. We found that overacvlation is pre-
vented when the COOH of Aoa-derivatives is engaped in
an amide bond. Coupling of aminooxvacetic acid pro-
tected with a nonhindered carbamate-based group is
effective without the overacvlation side reaction when
using dicvelohexvlcarbodiimide as the coupling reagemt
and HOBt as an acidic additive. Overacvlation, favored
by the use of uronium/aminium coupling reagents in the
presence of DIEA, can be completely circumvented

using a weaker base such as collidine. These data high-
light the relatonship between basic properties of the
reaction mixture and the overacvlation process of the
N-Aloc protected aminooxvacetic acid.
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Abstract—In this study, the challengmg Pd{{}-catalyzed N°-Aloc removal from a proline residue vsmg Me,NH-BH; or PhSiH; as
albyl scavengers has been investigated Standard conditions led to a large amount of an allylamine byproduct. A careful study of the
reactions allowed us to design the optimal conditions for the quick and quantitative formation of the desired product, while taking
advantage of a synergic effect between hydride and proton donors,

@ 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.

The solid phase technique has revolutionized peptide
svithesis, Ever since the pionesring work of Merrifield,
polvmer supports,’ protecting groups® and coupling
reagents® have become the subject of considerable inter-
st as they enable the routine synthesis of peptides.* The
Fmoc strategy” is now widely used thanks to a large
varigty of piperidine-stable, acid-labile side-chain pro-
tecting proups® and to the convenient trifluoroacetic
acid (TFA) wreatment to release the deprotected peptide
from the resin. Use of allylic protecting groups® is a pop-
ular strategy o induce a third dimension in the protec-
tion scheme, which allows the synthesis of branched or
cvclic peptides and glvcopeptides.  Allyloxvearbonyl
(Aloc) derivatives of amines, and to a lesser extent alco-
hols, and allvl (All) esters, arvl ethers and glveosides are
the most classic examples. The deprotection step usually

[ L L
M
R T
1 BT U
Mu H*

R = resin

Sclienmse 1.

involves a Tsuji-Trost reaction using a combination of a
soluble Pd{) catalvst with a nucleophile or hvdride
donor acting as a scavenger S The choice of an appropri-
ate allvl scavenger is clearly a kev factor in establishing
reliable procedures. The hvdride donor PhSIH: is
reportedly an excellent and uwser-friendly scavenger when
used in comunction with Pd(PPhs b for the removal of
allvl ester and allvl carbamate groups, and has become
very popular, especially in peptide chemistry ®

Formation of an allvlamine such as 3 (Scheme 1) is one
of the most troublesome side reactions occurring during
N-Aloe removal® in particular when the carbamate is
installed on secondary amines.” Allvlamines have them-
selves been reported to be deallvlated by Pd(PPhs)y in
the presence of a pronucleophilic acidic species such as

H-Xaa-[peplide -
3
aa{ peptide R [——% +
and peptide }—R
ey i
3

Kepwordi: Ao, Allec; Allylamine; Proline protection; Solid phase peptide aynthesis.
Abfreviativne: Aloc, allyloxyearbonyl; PAM, plonylacetamidemethyl, PEGA, polyethylglyeol polyacrylamide; Phbf, 2,246 T-pentameth-
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Kunz's NN dimethylbarbituric acid (NDMBA)' and
Genét's thiosalicylic acid (TSA)" It is believed that
the allvlamine needs tw be protonated to generale a
a-allyl palladium complex necessary for an effective
deprotection.!™!* NDMBA and TSA have also been
shown to smoothly deprotect N-Aloc acvelic secondary
amines,'® probably through concomitant formation of
both allvlamine 3 and secondary amine 2 and conver-
sion of the former species to the latter one. However,
though TSA worked well in the removal of N*-Aloc
from cyvclic secondary amine in solution,’'® NDMBA
was shown to be ineffective in removing N -Aloc from
solid-supported ones. ® Moreover, one drawback in
the reactions involving the pronucleophilic species is
their slow kinetics compared to reactions involving tin,
boron or silicon hydrldea.ﬂ We considered the possibil-
ity of designing fast and clean deprotection conditions
using standard hydride donors such as PhSiH:" To
address this gquestion, we chose a challenging case in
which an Aloc was installed on a supported cvelic
secondary amine, which is more nucleophilic than an
acvelic one, hence more prone to form allyvlamine, To
explore the Aloc removal from a terminal N*-Aloc-
proling peptide resin, the model sequence A" was
chosen, grafted on a polystyrene resin. All the deprotec-
tion experiments were conducted using a catalvtic
amount (20 mol %) of Pd{PPhs)y as a source of Pd(0),
Ratios of the differemt products were determined by
cleavage of the peptide from the resin under appropriate
conditions followed by HPLC analysis of the crude
mixture.

An initial set of experiments was carried out under the
most classic conditions using a large excess of PhSiH,
as the allyvl scavenper and CH4Cly as the solvent™ (Table
1, entries 1-3). Conversion of the Aloc protected proline
I was complete after 120 min but was accompanied by
the side-formation of a noticeable amount of allylamine
3, as expected in this challenging case. Surprisingly, the
latter was smoothly transformed into amine 1 over an-
other 180 min (Table 1, entrv 3. We postulated that
the source of proton necessary for this deallvlation pro-
ceas could be the small amount of HCL dissolved into
CH3Cl "™ In tryving o address this point, a second set

Tabke 1. On aolid suppont A-Alec deprotection wing PhSIH, & an
allyl acavenger™

of experiments was carried out in NMP (Table 1, entries
4-7). The initizl reaction profiles were similar to those of
experiments conducted in CHaCla. However, the allvl-
amine was not converted into amine, even after a pro-
longed reaction time (Table 1, entries 6 and 7),
whereas the target amine 2 was obtained quickly and
quantitatively by simply adding dilute anhvdrous HCL
to the reaction mixture (Table 1, entrv 9). Aloc removal
was somewhat slower in NMP (Table 1, entrv 6) than in
CH«Cly (Table 1, entry 2), probably due to either poorer
solvation of the protected peptide resin A in NMP, or
slower kinetics in the Pd{() catalvtic cvele.

This stdy was extended using the hwdride donor di-
methyvlamine borane' as the allyl scavenger, previously
described as the one best-suited from scavenger screen-
ings within the context of difficult N-Aloc removals '*!7
The reaction was carried out in NMP to avoid the pres-
ence of any adventitious source of proton. To enzble
good solvation of the reagents during the reaction, we
chose the unprotected peptide resin B, ' the sole protect-
ing group being Aloc in.zt.ﬂled on the erminal N*-Pro"
Under these conditions, ™ quantitative conversion of the
N*:Aloc peptide resin B was observed afier 30 min but
accompanied by the formaton of & considerzble
amount (68%) of allvlamine 3 (Table 2, entry 1). This

Talde 2 On solid support M-Aloc deprotection wing Me,NH-BH, as
an allyl scavenger in MMP?

(min) Added Yield® (%)
time MOHLF 3 c1 NH2Z  NeAIyI 3

T 0 2 @

ER 0 a7 %

3330 0 w0

4 30 60 0 w0

Solvent ¢ {min) Added ield® (%)
time (HCU® S NH 2 AeAll 3

| CHuO, % 24 57 19
3 OCH, 1% 0 65 3
3 CH2Cl: 300 i 108 0
4 MMP € a5 30 5
5 MMP 300 14 58 28
a8 MNMP & 0 55 45
T MMP 1200 0 53 47
i MMP 300 +300 10 0 A
9 MMP & a0 0 106 0

*Conditions: PA{PPha)e (.2 equiv; PhSiHy 50 equiv; temperatune:
A0 peptide mesin A Aloc-Pro-Gly- ArgiPhi-Ala-Wang msin.

B ln the presence of 2 equiv of HCL

“ Eatimated by integration of the HPLC peaks at 214 nm.

A Coinditiona: P PPy e 0.2 equiv; MeMH-BH ¢ 6 equiv; tempse ratwne:
207, peptide resin B Aloc-PPAHGVTSAPDTRPAPGST A-FA M-
PEGA resn (FPAM: phen ylacetamid ome thyl; PEGA: polyethylglycol
polyacrylamide).

®In the presence of & equiv of BIOH),.

“Eatimated by integration of the HPLC peaks a1 214 .

100
75
& 50
25
o » T T T -
109 20 09
tirme (min)

Figure 1. Kinetics of A-Aloc deprotection Trom peptide resin B, The
maction was performmed in MMP in the presence of 6 equiv
MM H-BHy at room temperatune. The percentage of each prodoct
was eatimated by integration of the HPLC peaks at 214 nam aller fnal
deprotection of the peptide resin wing MaOH. {square) A-Adoc 1;
{diamond) a-amine 2; {circk) A-allylanine 3.
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F'dLF'Phg,u

Schense 2.

confirmed, once again, that the removal of i\--hlnc
firom auppnr[ed proline residues is a challenging task **
Rather surprisingly, increasing the reaction time up o
330 min led to the quantitative formation of the target
amine 2 (Table 2, entry 31.2% The kinetics of this reaction
was studied in more details by HPLC (Fig. 1). At the
very bepinning of the reaction, the N-Aloc derivative |
was quickly converted into a mixture of the desired
product 2 and allvlamine 3. After a plateaw, a sscond
reaction, slower than the first, afforded the amine while
allvlamine 3 was being consumed. We suspected this
ime again an adventitiows source of protons to be
responsible for this unusual reaction profile. Me.NH-
BHs is known to be slowly hvdrolveed into boric acid
and volatile dlme[thamme" and we wondered if the
presence of boric acid could be responsible for the effi-
ciency of the deallvlation process. To evaluate this
hvpothesis, BIOH ) was added to the reaction mixture
after 30 min (Table 2, entry 4). After a total time of only
%) min, quantitative deallvlation of the N-allvl proline
was observed, whereas the same reaction carried out
without any additive, still led o 533% of allvlamine 3
(Table 2, entry 2). These data swrongly support that
the known high efficiency of MeaNH-BHy in the N-Aloc

deprotection svstem depends not only on the trapping of

the r-allvl palladium complex by the hyvdride but also on
the conversion of the allvlamine bvproduct into an
amine after its protonation by hwdrolvsis products
aoccording to Scheme 2,

In conclusion, this study revisited the challenging N°-
Aloc removal from secondary amines using Me:NH-
BHs and PhSiHs as allvl scavenpers. Our data suppest
that the efficacy of these hvdride donors arises not only
from their nucleophilic properties but also from an
adventitiows source of proton due w the decomposition
of the solvent (CHxClz) or the hvdrolvsis of the allvl
scavenger itsell (MesNH BHs). A careful study of the
reaction allowed us to design optimized conditions lead-
ing to the quantitative formation of the desired unpro-
tected product, taking advantage of the svnergic effect
between hyvdride and proton donors,
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Ligation chimique sur support solide :
vers la préparation d’analogues de la glycoprotéine MUC1

Le travail effectué au cours de cette thése se situe dans le cadre d'une approche anti-
tumorale par immunothérapie. Le cceur de ce projet a consisté a développer une méthodologie
permettant de synthétiser des mimes de la forme tumorale de la glycoprotéine MUC1 par
multiligation chimique sur support solide. La stratégie de synthése repose sur une approche
convergente basée sur la condensation par liaison oxime entre un peptide aminooxy (Aoa) et un
peptide aldéhyde. Le développement d’'une approche utilisant la déprotection sélective du groupe
Aoa sur le fragment médian a permis de coupler plusieurs motifs MUC1 par ligation chimique sur
support solide et d’obtenir deux longs peptides comportant deux unités et demi de répétition de la
protéine MUC1 pour 'un et un épitope T-auxiliaire supplémentaire pour I'autre composé.

Ce travail ouvre la voie a la synthése de chiméres de MUC1 qui seront glycosylées par
voie chimioenzymatique. Ces petites glycoprotéines synthétiques, bien que calquées sur des
glycoprotéines naturelles, seront élaborées dans le but d'étudier différentes présentations des
antigénes pour optimiser leur immunogeénicité.

Mots clés : Peptide, MUC1, Multiligation chimique, Support solide, Liaison oxime, Aloc.

Solid phase chemical ligation:
To the preparation of glycoprotein analogues of the glycoprotein MUC1

The work described in this manuscript takes place within the framework of news
approaches for anti-tumor immunotherapy. It was aimed at developing a methodology to
synthesise mimics of the tumor-related glycoprotein MUC1 by chemical multiligation on solid
support. The main strategy was based on a convergent approach through successive
condensations of an aminooxy (Aoa) peptide on a peptide aldehyde leading to oxime bonds. The
orthogonal protection of the Aoa group of the median fragment enabled several MUC& peptide to
be successively coupled by chemical ligation on solid support. Two long peptides with two units
and a half repetition of the MUC1 protein for one and one epitope T-additional auxiliary for the
other compound were obtained.

This work paves the way for the synthesis of MUC1 chimeras glycosylated by chemistry
and enzymatic reaction. These small synthetic glycoproteins, although modeled on natural
glycoproteins, will be developed in order to study various presentations antigens to optimize their
immunogenicity.

Keywords: Peptide, MUC1, Multiligation, solid phase, Oxime bound, Aloc.
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Ligation chimique sur support solide :

vers la préparation d’analogues

de la glycoprotéine MUC1

Le travail effectué au cours de cette thése se situe dans le cadre d'une approche anti-tumorale par
immunothérapie. Le coeur de ce projet a consisté a développer une méthodologie permettant de synthétiser des mimes
de la forme tumorale de la glycoprotéine MUC1 par multiligation chimique sur support solide. La stratégie de synthése
repose sur une approche convergente basée sur la condensation par liaison oxime entre un peptide aminooxy (Aoa) et
un peptide aldéhyde. Le développement d’'une approche utilisant la déprotection sélective du groupe Aoa sur le fragment
médian a permis de coupler plusieurs motifs MUCL1 par ligation chimique sur support solide et d’obtenir deux longs
peptides comportant deux unités et demi de répétition de la protéine MUC1 pour l'un et un épitope T-auxiliaire

supplémentaire pour I'autre composeé.

Ce travail ouvre la voie a la synthése de chiméres de MUCL1 qui seront glycosylées par voie chimioenzymatique.
Ces petites glycoprotéines synthétiques, bien que calquées sur des glycoprotéines naturelles, seront élaborées dans le

but d'étudier différentes présentations des antigénes pour optimiser leur immunogénicité.

Mots clés : Peptide, MUC1, Multiligation chimique, Support solide, Liaison oxime, Aloc.

Solid phase chemical ligation:
To the preparation of glycoprotein analogues

of the glycoprotein MUCL1

The work described in this manuscript takes place within the framework of news approaches for anti-tumor
immunotherapy. It was aimed at developing a methodology to synthesise mimics of the tumor-related glycoprotein MUC1
by chemical multiligation on solid support. The main strategy was based on a convergent approach through successive
condensations of an aminooxy (Aoa) peptide on a peptide aldehyde leading to oxime bonds. The orthogonal protection of
the Aoa group of the median fragment enabled several MUC& peptide to be successively coupled by chemical ligation on
solid support. Two long peptides with two units and a half repetition of the MUC1 protein for one and one epitope T-

additional auxiliary for the other compound were obtained.

This work paves the way for the synthesis of MUC1 chimeras glycosylated by chemistry and enzymatic reaction.
These small synthetic glycoproteins, although modeled on natural glycoproteins, will be developed in order to study

various presentations antigens to optimize their immunogenicity.

Keywords: Peptide, MUC1, Multiligation, solid phase, Oxime bound, Aloc.
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